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1 Einleitung

1.1 Das Zytostatikum Doxorubicin

Bereits 1940 erkannten Waksman und Woodruff das groRe Potential von
Actinomycinen als Antibiotikum.!" Neben der antibakteriellen Wirkung dieser von
Actinobakterien produzierten Substanzen wurden fir eine Vielzahl solcher Naturstoffe
antitumorale Eigenschaften beobachtet.”! Seither nimmt die Relevanz an Substanzen
mit mikrobiellem Ursprung, welche mit antitumor Aktivitat ausgestattet sind, stetig zu.
Der Arzneistoff Doxorubicin wird ebenfalls von Actinobakterien gebildet und gehort zur
Stoffklasse der Anthracycline, synonym werden auch die Bezeichnungen Adriamycin
sowie 14-Hydroxydaunomycin verwendet. Der Begriff Anthracyclin leitet sich im
Hinblick auf die Struktur des Doxorubicin aus Anthrachinon und Tetrazyklin ab
(Abbildung 1).P! Tetrazykline sind antibiotisch wirksame Substanzen, die von
verschiedenen Streptomyceten, einer Gattung der Actinobakterien, gebildet werden.
Mitte des letzten Jahrhunderts isolierten zwei unabhangige Forschergruppen in ltalien
und Frankreich aus den roten pigmenterzeugenden Bakterien Streptomyces peucetius
und Streptomyces coeruleorubidus die aulerst potenten Zytostatika Daunomycin
sowie Rubidomycin.”! Durch nachfolgende Strukturaufkldrung in den darauffolgenden
Jahren hat sich herausgestellt, dass es sich um ein und dieselbe Verbindung handelte.
Aufgrund des dualen Ursprungs hat sich daraufhin der Name Daunorubicin etabliert.
Weitere Anthracycline, die von Streptomyceten produziert werden, konnten jedoch
nicht anndhernd an die pharmakologischen Eigenschaften des Daunorubicin
heranreichen. Dennoch gelang es Arcamone et al. 1969, durch Behandlung des
Wildtyps Streptomyces peucetius mit N-Nitroso-N-methylurethan einen Mutanten, den
sogenannten Streptomyces peucetius Variante caesius, zu erzeugen, welcher ein
Anthracyclin produziert, das den Antitumoreffekt des Daunorubicin sogar Ubertraf.””’
Dabei handelte es sich um das 14-Hydroxyderivat des Daunorubicin respektive
Doxorubicin.!

Auch heute noch zahlt Doxorubicin zu den effektivsten Krebsmedikamenten iberhaupt,

mit einem breiten Anwendungsspektrum gegen eine Vielzahl von Tumoren.!”
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Abbildung 1: Chemische Struktur der Anthracycline Doxorubicin (14-Hydroxydaunomycin) und
Daunorubicin; bestehend aus dem tetracyclischen Aglykon (rot), einem substituierten

Anthrachinon Chromophor, sowie dem charakteristischen Kohlenhydrat Daunosamin (schwarz)

1.1.1 Zytotoxische Eigenschaften und Wirkmechanismen

Der Arzneistoff Doxorubicin gehoért zur Gruppe der Zytostatika. Dabei handelt es sich
um Substanzen, welche das Zellwachstum oder vielmehr die Zellteilung inhibieren.
Obwohl Doxorubicin seit nunmehr 40 Jahren erfolgreich in der Chemotherapie
eingesetzt wird, sind die genauen Wirkmechanismen nach wie vor unklar."®
Nichtsdestotrotz ist eine Vielzahl an Mechanismen bekannt, welche fir die
zytotoxischen Eigenschaften des Doxorubicin verantwortlich sind. Die bedeutendsten

Wirkmechanismen sind in den folgenden Abschnitten naher erlautert.

1.1.1.1 DNA-Schadigung durch Beeintrachtigung der Topoisomerasen-

Funktionalitat

DNA-Topoisomerasen sind ubiquitare Enzyme, welche die rdumliche Beschaffenheit
der DNA verandern kdnnen, ohne dabei die Desoxynukleotidstruktur oder -sequenz zu
beeinflussen. Diese Enzyme kénnen vorubergehend Einzelstrang- (Typ-l) sowie
Doppelstrangbriiche (Typ-I1l) der DNA hervorrufen und wirken dadurch unterstiitzend
bei der Replikation und Transkription.'*!

Anthracycline wie Doxorubicin sind sogenannte Topoisomerase-Typ-II-Gifte. Diese
stabilisieren den DNA-Topoisomerase-Komplex und blockieren die DNA-Religation,
was letztendlich dazu fihrt, dass die Topologie der DNA mit ihren Strangbriichen
aufrecht erhalten bleibt."” Durch einen erhéhten Anteil an DNA-Topoisomerase-
Komplexen werden zytotoxische Lasionen verursacht, welche abschlieRend Apoptose
induzieren, da der Zellzyklus in der G- und G,-Phase verharrt.""! Die Stabilisation der
Komplexe durch das Zytostatikum Doxorubicin wird dabei durch zwei Strukturelemente

des Arzneistoffs vermittelt. Zum einen interagiert das Aglykon Uber T1r-11-



1 Einleitung

Wechselwirkungen mit den Basenpaaren der DNA und zum anderen wird das Enzym
vom Zuckermolekil, welches sich in der kleinen Furche der DNA befindet,
beeinflusst.'? Im Gegensatz zur Funktionalitat der Topoisomerase-Typ-Il ist die
Topoisomerase-Typ-I-Funktionalitdt von Doxorubicin nur geringfigig gestort und spielt

bei der zytotoxischen Wirkung eine untergeordnete Rolle."
1.1.1.2 Produktion freier Radikale

Die Ein-Elektronen-Reduktion des Chinons von Doxorubicin wird von einer Vielzahl
zellularer Enzyme katalysiert. Diese meist mitochondrial, nuklear oder microsomal
lokalisierten Enzyme erzeugen ein Semichinon, welches rasch wieder oxidiert wird und
dabei Sauerstoff reduziert."® Dadurch werden leicht reaktive Sauerstoffspezies wie
das Superoxidradikalanion sowie Wasserstoffperoxid gebildet. In zellfreien Systemen
haben Lown et al. bereits Ende der 70er Jahre gezeigt, dass diese hoch reaktiven
Radikalspezies umgehend DNA-Briche induzieren und somit zum Zelltod fiihren
kénnen." In Zellen ist die toxische Wirkung meist verstarkt, da in Gegenwart von
Eisen, welches aus dem Speicherprotein Ferritin stammt, die noch potenteren

Hydroxylradikale gebildet werden.!”!

(0]
NAD(P)H+H* o 0,
NAD(P)* > < o > < 0,”
S-

Abbildung 2: Ein-Elektronen-Redoxzyklus des chinoiden Systems von Doxorubicin

Wahrend des Redoxzyklus (Abbildung 2) kann es auch zur reduktiven Deglykosilierung
von Doxorubicin kommen. Das dabei freiwerdende Aglykon hat aufgrund seines
erhodhten lipophilen Charakters eine gesteigerte Tendenz zur Membranakkumulation
und kann dort weitere reaktive Spezies generieren. Durch den so entstehenden
oxidativen Stress kann aus mehrfach ungesattigten Fettsduren Malondialdehyd

entstehen. Dieser hochreaktive und mutagen wirkende Aldehyd reagiert mit den
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exozyklischen Aminen von Desoxyguanosin, -adenosin und -cytidin.® Dadurch kommt
es zu Misspaarungen in der DNA-Sequenz, was dementsprechend eine

Erbgutveranderung zur Folge hat.

L —
Doxorubicin —_— PN on o
—

s ee

Abbildung 3: Doxorubicin induzierte DNA-Schadigung durch Bildung eines Malondialdehyd-

Desoxyguanosin-Addukts

Obwohl der toxische Effekt der gebildeten freien Radikale und die damit verbundenen
Zellschaden unbestritten sind, haben Studien erwiesen, dass dieser Effekt erst bei

erhohten, aber dennoch klinisch relevanten, Konzentrationen vermehrt auftritt.[”?
1.1.1.3 Kovalent verkniipfte Doxorubicin-DNA-Addukte

Anthracycline wie Doxorubicin konnen Uber eine Methylenbricke kovalent mit DNA
verknUpft werden, um ihre toxische Wirkung zu entfalten respektive zu erhéhen. Dabei
spielt der in Tumorzellen erhdhte Formaldehydgehalt eine wichtige Rolle."® Die
Bildung der Methylenbriicke zwischen der 3-Aminogruppe des Daunosamin-Zuckers
von Doxorubicin und der 2-Aminogruppe des Guanosin wird durch ein Molekdl
Formaldehyd iiber eine Schiff'sche Base vermittelt."! Diese hoch komplexe Struktur
des Anthracyclin-DNA-Adduktes wurde von Wang et al. mittels Rontgenbeugung
analysiert und aufgeklart.""®

Der durch Doxorubicin verursachte oxidative Stress kann in Verbindung mit Eisenionen
in einer Fenton-Oxidation die Produktion von intrazellularem Formaldehyd weiter
begiinstigen.!"¥ Als Kohlenstoffquelle dient dabei Spermin, ein aliphatisches Polyamin,
welches in der Umgebung von DNA in erhdhten Konzentrationen vorliegt.

Die Bedeutung von Formaldehyd fir die zytotoxischen Eigenschaften des Doxorubicin
hat sich die Gruppe von Tad Koch durch die Verwendung synthetischer
Formaldehydkonjugate der Anthracycline zunutze gemacht (Abbildung 4). Dabei
handelt es sich um die sogenannten Substanzen Doxazolidin sowie Doxoform.?” Diese
Derivate besitzen einen Oxazolidinring am Zuckerrest des Arzneistoffes, der durch

Reaktion von Doxorubicin mit Formaldehyd gebildet wird.
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Abbildung 4: Synthetische Formaldehydkonjugate des Doxorubicin

Obwohl diese Verbindungen, insbesondere die Doxoform, aulerst
hydrolyseempfindlich sind, zeigen sie im Vergleich zu Doxorubicin eine weitaus hdhere

Toxizitat in In-vitro-Experimenten.?!

1.1.2 Anwendungsbereich sowie Nebenwirkungen der Doxorubicin-

Therapie

Der Arzneistoff Doxorubicin wird in der Chemotherapie bei der Bekampfung einer
Vielzahl von Tumoren wie beispielsweise Brustkrebs, Bronchialkarzinomen oder
bosartigen Lymphomen eingesetzt.”! Dabei wird das Zytostatikum in Verbindung mit
anderen Chemotherapeutika (Cyclophosphamid, Bleomycin, Vinblastin etc.) intravends
appliziert. Die verabreichte Dosis richtet sich nach der Koérperoberflache des Patienten,
in der Regel sind das 450-600 mg/mZ2.1"%

Um den therapeutischen Quotient des Doxorubicin zu erhéhen, wird es verkapselt in
pegylierten Liposomen appliziert. Auf dem pharmazeutischen Weltmarkt sind diese
Praparate unter dem Namen Doxil® und Caelyx® bekannt. Die Verkapselung hat
verglichen mit der Anwendung des freien Arzneistoffes mehrere Vorteile. Somit wird
nicht nur die Halbwertszeit und damit die Verweildauer des Doxorubicin im Blutstrom
erhoht, sondern auch das Tumorgewebe gezielt adressiert.”" Die Akkumulation im
Tumorgewebe wird durch den sogenannten EPR(enhanced permeability and
retention)-Effekt erzielt.”” Dieser Effekt ermdglicht Makromolekiilen, wie den
Liposomen, sich in den Tumoren anzureichern, da deren Gewebe weitaus

durchlassiger als gesundes ist.
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Eine weitere Verbesserung dieses Ansatzes sind Liposomen, welche in saurer
Umgebung zerfallen und somit die toxische Fracht, das Doxorubicin, freisetzen.®!
Dabei macht man sich fir die gezielte Abgabe des Arzneistoffes ins Tumorgewebe
deren verminderten pH-Wert zu Nutze."**!

Obwohl Doxorubicin seit mehr als 40 Jahren erfolgreich in der Chemotherapie
eingesetzt wird, kommt es bei anhaltender Behandlungsdauer oftmals zu
Kardiomyopathien sowie kongestiven Herzinsuffizienzen.”! Es ist unstrittig, dass die
Produktion freier Radikale durch das Anthracyclin Doxorubicin dabei von
auf3erordentlicher Bedeutung ist. Die schadigende Wirkung der entstehenden reaktiven
Sauerstoffspezies wird durch die verminderte Fahigkeit zur Detoxifizierung freier

Radikale in Herzmuskelzellen erheblich verstarkt.??!

Des Weiteren zeigen
Kardiomyozyten eine ausgesprochen hohe Apoptoserate, welche besonders nach der
Doxorubicinbehandlung weiter gesteigert wird und somit zu einem vermehrten
Zellsterben fiihrt.”® Dariiber hinaus wird die Herzschadigung durch Doxorubicin von
exogenen Einflissen weiter negativ beeinflusst. Die Kombination von Paclitaxel und
Doxorubicin stellt eine Uberaus potente Therapiemethode bei der Bekampfung von
Brustkrebs dar, erhoéht jedoch erheblich das Auftreten von Herzinsuffizienzen im
Vergleich zur Chemotherapie ausschlieRlich mit Doxorubicin.®?”!

Nichtsdestotrotz kann die Beeintrachtigung der Herzfunktionalitédt bei der Doxorubicin-
Therapie durch eine Vielzahl von Faktoren vermindert werden. So kann beispielsweise
die intraventse Verabreichung des Arzneistoffes in geringen Konzentrationen
kontinuierlich  Uber einen langeren Zeitraum erfolgen, ohne dabei die
pharmakologischen Eigenschaften von hohen Dosen Doxorubicin appliziert in kiirzerer
Zeit zu beeinflussen. Jedoch werden dadurch Blutplasmaspitzen des Zytostatikums
vermieden, was zu einer signifikanten Reduktion der Kardiotoxizitit fiihrt.?® Der
Einsatz von Additiven bei der Doxorubicin-Therapie kann ebenfalls Herzschadigungen
entgegenwirken. Es handelt sich dabei um Substanzen, welche das Auftreten freier
Radikalspezies verringern. Hierbei werden zwei grundlegend verschiedene Ansatze
verfolgt, um die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies zu minimieren. Zum einen
kann durch Zugabe von Antioxidantien wie Probucol oder Vitamin E die Konzentration
freier Radikale verringert werden, und zum anderen kann der Einsatz von
Eisenchelatoren die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies abschwachen.!'*?%

Neben der Kardiotoxizitat besteht bei der Doxorubicin-Therapie eine weitere
unbestrittene Anwendungslimitierung, die sogenannte Arzneistoffresistenz. Dabei wird

der in Tumorzellen aufgenommene Wirkstoff von Transmembranproteinen, den ABC
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(engl. ,ATP-binding cassette)-Transportern, unter Verbrauch von ATP wieder aus der
Zelle geschleust (Abbildung 5).F”

O OH A on ‘.

seco BNS ~SERN,
0L 0 OH ©o o ,

¢ T Y-

Abbildung 5: Funktionsweise von ABC-Transporter-Membranproteinen in arzneistoffresistenten

Tumorzellen

Typischerweise sind diese Membranproteine in arzneistoffresistenten Tumorzellen
iiberexprimiert.®" Die ABC-Transporter sind in nahezu allen menschlichen Zellen
gegenwartig und spielen eine wichtige Rolle bei der Detoxifizierung im Organismus.”?
Somit werden eine Vielzahl kleiner lipophiler Molekiile héchst effizient aus der Zelle
beférdert. Fatalerweise stellt nicht nur Doxorubicin ein Substrat dieser
Transmembranproteine dar, sondern auch eine Reihe anderer Arzneistoffe, weshalb
sich der Begriff ,Multi Drug Resistance* etabliert hat.*® Dennoch sind die
Bestrebungen immens, diesem Phanomen entgegenzuwirken, um die
pharmakologische Wirkung des Doxorubicin aufrecht zu erhalten. So hat sich
beispielsweise der Einsatz von Inhibitoren der ABC-Transporter, wie Verapamil oder
Cyclosporin A, als aulierst probates Mittel erwiesen, auch wenn dadurch in gesunden
Zellen die detoxifizierende Wirkung abgeschwacht wird.*® Ein weiterer Ansatz besteht
darin, Doxorubicin zu modifizieren, ohne dabei den Schutzmechanismus gesunder
Zellen auRer Kraft zu setzen.® Da der durch passive Diffusion aufgenommene
Arzneistoff besonders leicht fur die Transmembranproteine zugéanglich ist, stellt ein
durch Modifikation veranderter Aufnahmemechanismus einen vielversprechenden
Ansatz zur Uberwindung der Arzneistoffresistenz dar.*® Die zellulare Aufnahme einer

Vielzahl von Peptiden und Proteinen wird unabhangig von passiver Diffusion
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bewerkstelligt, so dass deren Verknipfung mit Doxorubicin von entscheidender
Bedeutung sein kdnnte. Um derartige Arzneistofffunktionalisierungen durchfihren zu
kénnen, spielt die Biokonjugationschemie eine fundamentale Rolle. Die Bedeutsamkeit
dieser Modifikationschemie sowie die involvierten funktionellen Gruppen werden im

nachsten Teil eingehend dargelegt.

1.2 Die Chemie der Biokonjugation

Der Begriff Biokonjugation bezeichnet die Modifikation und Verknupfung von
Biomolekllen mit einer weiteren Substanz (ber die Ausbildung einer kovalenten
Bindung. Das Produkt dieser Reaktion wird als Biokonjugat bezeichnet und vereint die
Eigenschaften beider Molekiile in einer Verbindung.®® Die verwendeten Biomolekiile
kénnen &ulerst vielfaltig sein und sowohl kleine Moleklle wie Naturstoffe, Peptide,
Lipide oder Vitamine als auch Proteine und Polynukleotide umfassen.

Die Modifikation von Biomolekilen findet dabei heutzutage weitreichende
Anwendungen. So kénnen unter anderem fluoreszierende Sonden angefligt werden,
um Proteine in ihrer naturlichen Umgebung zu studieren, ohne die Funktion des
Biomolekiils zu beeinflussen.®”! Aber auch die pharmazeutische Industrie hat sich das
grolle Potential der Biokonjugationschemie zu Nutze gemacht und durch
PEGylierungen die therapeutischen Eigenschaften sowie die Stabilitat von biologischen
Arzneistoffen wie Interferonen verbessert.*® Dariiber hinaus werden Biomolekiile zur
gezielten Arzneistoffabgabe immer populéarer, da somit unerwiinschte Nebenwirkungen
erheblich reduziert werden kénnen. Ublicherweise werden hierfir kleine Molekiile, die
sogenannten Vernetzer, verwendet, um die Briicke zwischen dem Arzneistoff und
beispielsweise einem Antikorper zu schlagen.

Da die Biokonjugationschemie ein nahezu unerschépfliches Repertoire an
Modifikationen bereitstellt, sind jene von hdchster Relevanz in den folgenden

Abschnitten naher erlautert.

1.2.1 Modifikation der Aminogruppe

Die naturliche Haufigkeit reaktiver Aminogruppen in Biomolekilen ist ausgesprochen
hoch. Die wohl bedeutendste Quelle dieser funktionellen Gruppe stellen die basische
Aminosaure Lysin in Proteinen und Peptiden sowie Aminozucker in Polysacchariden

dar. 24
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Besondere Aufmerksamkeit gilt dabei der e-Aminogruppe der Seitenkette der
proteinogenen Aminosaure Lysin. Der pKs-Wert dieses Amins betragt 9.3-9.5. Im
Vergleich dazu liegt der pKs-Wert des a-Amins bei 7.6-8.0. Diese Aminogruppe ist
jedoch nur am N-Terminus zuganglich, wodurch chemische Modifikationen weitgehend
eingeschrankt sind. Typischerweise sind eine Vielzahl der Lysinseitenketten auf der
Proteinoberflache exponiert, wodurch die Derivatisierung erheblich vereinfacht wird."*®!

In einem Medium mit dem pH-Wert oberhalb des pKs-Wertes der e-Aminogruppe ist
deren Reaktivitdt am grofRten, jedoch sind die meisten Biomolekile unter stark
basischen Bedingungen wenig stabil, so dass ein optimaler Mittelweg die
Reaktionsdurchfiihrung bei pH 7-9 darstellt. Unter diesen Bedingungen kénnen Amine
mit Aktivestern, Isocyanaten, Isothiocyanaten oder Sulfonylchloriden unter Ausbildung
von Amiden, Harnstoffderivaten sowie Sulfonamiden selektiv modifiziert werden
(Abbildung 6; a-d).""! Des Weiteren ist die reduktive Aminierung iiber Aldehyde eine
aulRerst gangige Methode bei der Funktionalisierung von Aminogruppen in der

Biokonjugationschemie (Abbildung 6; e).!*!
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Abbildung 6: Modifizierung der Aminogruppe in Biomolekilen

Obwohl die chemische Modifizierung des primaren Amins der Lysinseitenkette etabliert

ist, leidet die Biokonjugationschemie dieser Aminosaure unter der extremen
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Verbreitung dieser Aminosaure. Um ein homogenes Produkt zu erhalten, mussen

selektivere Modifikationsansatze gewahlt werden.

1.2.2 Modifikation der Thiol-Gruppe

Verglichen mit Lysin ist die natirliche Haufigkeit des Cystein wesentlich geringer, was
jedoch der Modifizierung dieser Aminosaure zusatzliche Exklusivitat verleiht. Eine
Vielzahl dieser Cystein-Thiole liegt in ihrer natlrlichen Umgebung oxidiert als Disulfid
vor und kdnnen erst nach Reduktion flr Modifikationen zuganglich gemacht werden.
Cystein ist die einzige proteinogene Aminosaure, welche eine Sulfhydrylgruppe besitzt.
Unter physiologischen Bedingungen liegt diese Uberwiegend protoniert vor (pKs 8.8-
9.1). Nichtsdestotrotz kdnnen a-Halogencarbonyle leicht substituiert werden, so dass
derartige Ansatze seit nahezu 100 Jahren in der Proteinmodifikation verwendet werden
(Abbildung 7; a).*¥! Darliber hinaus reagieren Thiole ausgesprochen gut mit
Maleimiden, Vinylsulfonen sowie verwandten a,B-ungesattigten Systemen in einer
Michael-Addition (Abbildung 7; b, c).** Bei diesen Vorgehensweisen kommt es formal
zur Alkylierung der Sulfhydrylgruppe. Demgegentiber ermdglicht die Modifikation mit 2-
und 4-Pyridyldisulfiden die Ausbildung einer Disulfidbindung (Abbildung 7; d), wobei
diese Reaktion irreversibel ablauft, da der Farbstoff Pyridinthion gebildet wird. Die
Darstellung einer Disulfidbindung gestattet nach reduktiver Spaltung, das native
Protein wieder freizusetzen."”!

Naturliche Disulfidbriicken in Proteinen und Peptiden sind essentiell fir deren Stabilitat
und Funktion.*® Dadurch muss bei Modifikationen von Disulfidbriicken die
Verbriickung aufrecht erhalten bleiben, da sonst die Proteinfunktion erheblich
beeintrachtigt werden kann. Der von Brocchini et al. entworfene Modifikationsansatz
adressiert genau diese Problematik. Hierbei wird die Verbrickung durch Insertion einer
Kohlenstoffbriicke realisiert, ohne dabei die Proteinkonformation nachhaltig zu
beeinflussen.”! Diese Briicke wird durch den Einsatz eines Bissulfonreagenz erzielt,
welches in einem Eliminierungs-Additions-Mechanismus mit den beiden freien Thiolen
der Disulfidbricke reagiert (Abbildung 7; f). Dibrommaleimide sind ebenfalls dazu in
der Lage, ein reduziertes Disulfid erneut zu verbriicken (Abbildung 7; e). Dabei lauft die
Insertionsreaktion nicht wie fir Maleimide Ublich Uber eine Michael-Addition ab,
sondern die beiden Bromatome werden durch die Sulfhydrylgruppe nukleophil
substituiert.*®! Diese Substitutionsreaktion ermdglicht unter Verwendung eines groRen

Uberschusses an Reduktionsmittel, wie beispielsweise 2-Mercaptoethanol, die
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vollstandige Reduktion des Biokonjugates, was mit einem Michael-Additionsprodukt

nicht moglich ware.
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Abbildung 7: Modifizierung der Thiol-Gruppe in Biomolekulen

1.2.3 Bioorthogonale Modifikationen

Im Vergleich zu den beiden vorangegangenen Modifikationsansatzen zeichnet sich die
bioorthogonale Chemie durch eine extrem hohe Reaktionsselektivitdt aus. Diese
Selektivitdt wird durch den Einsatz von Reaktanden erzielt, welche die gangigen
funktionellen Gruppen in Biomolekiilen tolerieren.

In rekombinanten Proteinen kann Bioorthogonalitdt durch Einfuhren kleiner
Aminosauresequenzen erreicht werden. Diese Peptidmotive sind Ublicherweise nicht

langer als sechs Aminosauren und reagieren hochst spezifisch mit einer bestimmten
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funktionellen Gruppe. In der Arbeitsgruppe des Nobelpreistragers Roger Tsien wurde
ein vier Cysteine umfassendes a-helikales Motiv entworfen, welches selektiv mit dem
Fluorophor 4°,5°-Bis(1,3,2-dithioarsolan-2-yl)fluorescein sowie verwandten
Arsenverbindungen reagiert.!*’!

Da es in einer Vielzahl von Biomolekilen, wie Glykanen, Lipiden oder Nukleinsauren,
jedoch nicht méglich ist, eine derartige Exprimierung durchzufiihren, missen andere
bioorthogonale Modifizierungsstrategien angewendet werden. In der Zuckerchemie hat
sich die Kondensation von  Amin-Nukleophilen, wie Hydraziden und
Aminooxyverbindungen, mit Aldehyden und Ketonen etabliert (Abbildung 8). Durch die
Oxidation mit Natriumperiodat kdénnen in Polysacchariden leicht reaktive
Carbonylgruppen generiert werden. Unter Verwendung der Periodatoxidation kénnen
sogar Glykoproteine auf der Zelloberflache im In-vitro-Experiment in lebenden Zellen
markiert werden.”® Aber auch ohne vorangegangene chemische Modifizierung der
Zelloberflachenglykoproteine kdnnen bioorthogonale Modifikationen durchgefiihrt
werden. Durch Inkubation von Ketogruppen tragenden Monosacchariden kann der
Metabolismus der Zelle ausgenutzt werden, um diese auf der Oberflache zu

prasentieren und letztendlich zu modifizieren.®"
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Abbildung 8: Bioorthogonale Kondensationsreaktion von Aminooxyverbindungen und
Hydraziden mit Aldehyden und Ketonen

Die Verwendung der metabolischen Maschinerie, welche von den Zellen bereitgestellt
wird, ermdglicht ebenfalls die Einfuhrung nicht naturlicher Aminoséuren in Proteine.
Auxotrophe Organismen sind nicht dazu in der Lage, bestimmte Aminosduren
eigenstandig zu produzieren. Ersatzweise konnen jedoch andere Aminosduren, wie
Homopropargylglycin oder Azidohomoalanin, metabolisiert werden.”? Dadurch wird
ermoglicht, funktionelle Gruppen in Form von Alkinen und Aziden in Proteine

einzuschleusen, welche zur selektiven Modifikation verwendet werden konnen.
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Abbildung 9: Biokonjugationschemie der orthogonalen Azid- und Alkinfunktionalitat in

biologischen Systemen

Die Staudinger-Ligation von Aziden und Triarylphosphinen erlaubt eine ausgezeichnete
Bioorthogalitédt (Abbildung 9; a). Die Limitierung dieser Biokonjugationsmethode liegt
jedoch in der langsamen Reaktionskinetik, was die Verwendung von hohen
Reaktandenkonzentrationen notwendig macht.*

Die von Sharpless entwickelte Kupfer-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition von
terminalen Alkinen und Aziden zeichnet sich im Vergleich zur Staudinger-Ligation
durch eine wesentlich verbesserte Reaktionskinetik aus (Abbildung 9; b).* Aber auch
dieser Reaktionsansatz, der vereinfacht oft als ,Click“-Chemie bezeichnet wird,
beinhaltet einen entscheidenden Nachteil. Das bei der Bildung der 1,4-disubstituierten
1,2,3-Triazole eingesetzte Kupfersalz ist hoch zytotoxisch, so dass die Biokonjugation
in lebenden Systemen nicht durchgefiihrt werden kann.®?** Um die Biokompatibilitat
dieser Reaktion zu erhéhen, muss folglich auf den Kupferkatalysator verzichtet werden.
Dies kann durch den Einsatz von Cyclooktinen erreicht werden, da diese spontan mit
Aziden in einer 1,3-dipolaren Cycloaddition reagieren kénnen (Abbildung 9; c).”® Die

Triebkraft der Reaktion ist dabei der Verlust der Ringspannung im Cyclooktingerist.
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1.2.4 Vernetzer

Bei den sogenannten Vernetzern handelt es sich um kleine Molekule, die zwei oder
mehr reaktive Gruppen besitzen, welche zur Modifikation von Aminen, Thiolen oder
bioorthogonalen Funktionalitdten in Biomolekllen beféhigen. Bei der Verbrickung von
Biomolekilen spielen diese Reagenzien seit nun fast 50 Jahren eine wichtige Rolle,

und deren Bedeutung fiir die Biokonjugationschemie nimmt stetig zu.®"

oVl "
s
O

e

J

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Vernetzerfunktion in der Biokonjugationschemie

Vernetzer werden nicht nur durch deren vielfaltige chemischen Eigenschaften und
Langen kategorisiert, sondern dariber hinaus in homo- und heterofunktionale Systeme
unterteilt. Zwei reprasentative bifunktionale Vernetzer sind in Abbildung 11 dargestellt.
Obwohl homobifunktionale Vernetzermolekile, wie Bismaleimidohexan (Abbildung 11;
A), weit verbreitet sind, hat deren Anwendung durchaus Limitierungen, da die
Wabhrscheinlichkeit flir intra- und intermolekulare Nebenprodukte bei der
Biokonjugation erhéht ist.*® Um dieser Problematik entgegenzuwirken, werden in der
Biokonjugationschemie Uberwiegend heterobifunktionale (Abbildung 11; B) und -
trifunktionale Vernetzer (Abbildung 11; C) verwendet. Des Weiteren kénnen dadurch
bis zu drei ganzlich verschiedene Biomolekiile einfach miteinander verknipft
werden.® Zunehmender Popularitat erfreuen sich Vernetzer wie N-Succinimidyl-3-(2-
pyridyldithio)-propionat (Abbildung 11; B), da diese erlauben, Disulfidbindungen in das
Biokonjugat einzufligen, welche anschlielRend durch intrazellulares Glutathion reduziert

werden kdnnen, um beispielsweise einen Naturstoff gezielt in der Zelle abzugeben.”
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Abbildung 11: Diversitat von Vernetzerreagenzien

1.3 Zellpenetrierende Peptide weisen den Weg in die Zelle

1.3.1 Ursprung der Proteintransduktionsdomanen

Fur die meisten bioaktiven Molekule stellt die Plasmamembran lebender Zellen ein
unuberwindbares Hindernis dar, jedoch beobachteten Frankel und Pabo 1988, dass
das Tat-Protein des humanen Immundefizienz-Virus-1 (HIV-1) hdchst effizient die
Zellmembran iiberwinden und sich im Nukleus anreichern kann.®” Dadurch gelingt es
dem HI-Virus, den viralen Promotor und entsprechende Genexpression zu aktivieren.
Dieser Effekt der Proteintransduktion wurde ebenfalls bei einer Reihe verwandter
Systeme wie der Homdéodomane von Antennapedia oder dem Herpes-simplex-Virus-1
Protein-22 gefunden.®® Das Tat-Protein hat eine GréRe von 86 Aminosduren und
einen in hohem MalRe basischen Bereich, in dem zwei Lysine und sechs Arginine
lokalisiert sind. Diese Region und die daraus abgeleitete Peptidsequenz bilden den
entscheidenden Faktor, welcher letztendlich die Zellaufnahme vermittelt (Abbildung
12).163]
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Abbildung 12: Proteintransduktionsdoméane des Tat-Proteins

Zellpenetrierende Peptide (CPPs), auch bekannt als Proteintransduktionsdomaéanen,
erregen zunehmend die Aufmerksamkeit von Naturwissenschaftlern weltweit und sind
typischerweise kleine Peptidsequenzen mit einer Lange von 5-30 Aminosauren.

In den vergangenen 20 Jahren wurden hunderte dieser kurzen Peptidsequenzen mit
zellpenetrierenden Eigenschaften entdeckt und erfolgreich fir die intrazellulare Abgabe
verschiedenster Cargos sowohl in vitro als auch in vivo verwendet.® Dabei kann die
Verknipfung mit der Fracht von kovalenter sowie nicht kovalenter Natur sein. Diverse
Molekiile wie Polymere, Nukleinsauren,® Proteine,®” Quantenpunkte®® oder aber

Arzneistoffel® konnten so aussichtsreich in das Innere der Zelle transportiert werden.

1.3.2 Klassifizierung

Der Vielfalt von zellpenetrierenden Peptiden sind bezuglich
Aminosaurezusammensetzung und 3D-Struktur nahezu keine Grenzen gesetzt. Somit
lasst sich auch keine generelle Sequenzhomologie flir CPPs bestimmen.
Nichtsdestotrotz kdnnen die Peptide in drei Hauptgruppen wie folgt eingeteilt werden:

kationisch, amphipathisch und hydrophob.
1.3.2.1 Kationische CPPs

Die meisten zellpenetrierenden Peptide besitzen eine positive Nettoladung unter
physiologischen Bedingungen, jedoch sind einige dieser CPPs in der Lage, eine
Sekundarstruktur auszubilden. In der Regel handelt es sich dabei um eine
amphipathische Helix, so dass diese Peptide der nachsten Kategorie zugeordnet
werden.

Dennoch gibt es eine Fiille an kationischen CPPs, welche keine Sekundarstruktur
ausbilden, wie beispielsweise die vom HIV-1-Tat-Protein abgeleitete Sequenz
RKKRRQRRR (Abbildung 12).°® Bei genauerer Betrachtung dieser Sequenz ist zu
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erkennen, dass Lysine und Arginine von besonderer Bedeutung fir kationische CPPs
sein koénnten. Es hat sich jedoch herausgestellt, dass Oligolysine nahezu keine

Transduktionseigenschaften besitzen.’” Im Gegensatz dazu sind Oligoarginine

potente zellpenetrierende Peptide, wobei fiir eine effiziente Aufnahme die minimale
63]

Sequenzlange von acht Aminosauren notwendig ist.!

Abbildung 13: Kernlokalisierungssequenz des SV40 large T-Antigen Proteins

Eine spezielle Form der kationischen CPPs stellen die Kernlokalisierungssequenzen
(NLSs) dar. Charakteristisch fiur diese kurzen Peptidsequenzen sind prolin-, lysin- und
argininreiche Motive, welche Uber Proteinkomplexe in der Membran des Zellkern, den
sogenannten Kernporen, in den Nukleus transportiert werden konnen.'" Die
Kernlokalisierungssequenzen kénnen noch weiter in ein- sowie zweiteilige NLSs
unterschieden werden. Einer der prominentesten Vertreter der einteiligen NLSs mit der
Aminosauresequenz PKKKRKYV (Abbildung 13) hat ahnlich wie das Tat-Peptid einen
viralen Ursprung.? Zweiteilige NLSs hingegen haben zwei Bereiche mit basischen
Aminosauren, welche durch zehn bis zwdlf unspezifische Aminosduren voneinander
getrennt sind./™

Obwohl Kernlokalisierungssequenzen effizient in den Nukleus transportiert werden
kénnen, sind deren zellpenetrierenden Eigenschaften schwach im Vergleich zu den

klassischen kationischen Sequenzen wie Tat oder Polyarginin.[’¥
1.3.2.2 Amphipathische CPPs

Die amphipathischen CPPs kdnnen sowohl kationischer als auch anionischer Natur
sein und vielfaltige Sekundarstrukturelemente aufweisen. Primare amphipathische
zellpenetrierende Peptide besitzen einen relativ einfachen Aufbau, wobei es schon
ausreichen kann, eine hydrophobe Domane mit einer NLS zu verknipfen. Die

hydrophobe Aminosauresequenz ist dabei der entscheidende Faktor, welcher die
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Interaktion mit der Zellmembran vermittelt.”” Weiter verbreitet sind jedoch
amphipathische CPPs mit Sekundarstrukturelementen, wie beispielsweise der a-Helix.
Dabei wird der amphiphile Charakter der Helix durch spezielle Aminosaureanordnung
erzielt, da hydrophobe und polare Aminosaurereste entlang der Helix gegenuber liegen
(Abbildung 14). Anhand von Studien der Modellsequenz KLALKLALKALKAALKLA
wurde die Bedeutsamkeit dieses Phanomens verdeutlicht, denn minimale Veranderung

der Anordnung kann die Zellaufnahme erheblich verringern.[’®

L8 K1 K12

K16

L11 K9

A18 L2

A13

A3 L17
A10

Abbildung 14: Amphiphile Helix der Modellpeptidsequenz KLALKLALKALKAALKLA

(hydrophobe Aminosauren: griin, orange; hydrophile Aminosauren: violett)

Die folgende Peptidsequenz DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGPKPD, welche aufgrund
ihrer Valin-Threonin-Wiederholungseinheit auch als VTS bezeichnet wird, ist in der
Lage, eine B-Faltblattstruktur auszubilden. Dieses amphipathische CPP zeigt gute
zellpenetrierende Eigenschaften. Sobald jedoch die L-Aminosauren Valin oder
Threonin durch ihre entsprechenden D-Analoga ersetzt werden, wird keine (-
Faltblattstruktur mehr ausgebildet und die somit resultierende Zellaufnahme sinkt auf 5
%."1 Neben den beiden beschriebenen Sekundérstrukturen ist die Polyprolin-II(PP1I)-
Helix fur prolinreiche Sequenzen ein weit verbreitetes Strukturelement unter den
zellpenetrierenden Peptiden. Unter den 20 kanonischen Aminosauren nimmt Prolin
aufgrund seiner Rigiditdt und der Fahigkeit, keine Wasserstoffbricken im
Peptidrickgrat ausbilden zu kdnnen, eine Sonderstellung ein. Bei der PPII-Helix
handelt es sich im Vergleich zur a-Helix um eine linksgangige Helix, welche nur drei

Aminosauren pro Windung aufweist. Eine derartige helikale Struktur wird unter

18



1 Einleitung

anderem von dem ,sweet arrow peptide* (SAP) Peptid mit der Sequenz
VELPPPVELPPPVELPPP ausgebildet.™

1.3.2.3 Hydrophobe CPPs

Die hydrophoben zellpenetrierenden Peptide bilden prozentual die kleinste Klasse
unter den CPPs und besitzen eine Vielzahl an unpolaren Aminosauren sowie eine
extrem geringe Nettoladung. Zu dieser Kategorie gehdren unter anderem die folgenden
Peptidsequenzen, wie KLPVM, VPMLK, VPTLK und PMLKE. Der Ursprung dieser
Sequenzen ist ein Pentapeptid, welches an den Apoptoseregulator Bax binden und
somit inhibieren kann."® Verglichen mit den amphiphilen Peptiden besitzen die obigen
Peptide eine hohe Toleranz gegenuber Aminosaureaustausch, wie auch aus deren
Aminosauresequenzen ersichtlich ist.

Zu den hydrophoben CPPs gehdren aber auch Peptidsequenzen, die chemisch weiter
modifiziert wurden. Dazu zahlt unter anderem die Prenylierung. Durch C-terminale
Modifikation mit einem Geranylgeranylrest (Cy) koénnen Peptide, welche keine
zellpenetrierenden Eigenschaften aufweisen, erfolgreich in die Zelle aufgenommen
werden.®” Fir die sogenannten Pepducine wird ein ahnliches Verhalten beobachtet.
Diese Peptidsequenzen werden am N-Terminus mit Fettsduren, wie Palmitinsaure,
Uber eine Amidbindung verknlpft. Nach der Aufnahme in die Zelle ermdglicht der
angeknupfte  Alkylrest eine aulergewothnliche Besonderheit unter den
zellpenetrierenden Peptiden, die Verankerung in der Zellmembran. Dadurch kdnnen
Pepducine zur selektiven Adressierung von Rezeptoren, wie beispielsweise G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren, und Transmembranproteinen verwendet werden.®"

1.3.3 Zellaufnahmemechanismen

Aufgrund der groflden strukturellen Vielfalt und unterschiedlichen
Aminosaurezusammensetzung kann fir CPPs kein Mechanismus flr die Zellaufnahme
pauschalisiert werden.

Zellpenetrierende Peptide konnen sowohl direkt, in einem energieunabhangigen
Prozess, als auch durch Endozytose in das Innere der Zelle gelangen.®? Bei
genauerer Betrachtung des endozytotischen Internalisierungsmechanismus muss
sogar noch weiter differenziert werden, da CPPs nicht nur durch Makropinozytose,
sondern auch durch Clathrin-abhéngige sowie unabhéngige Endozytose aufgenommen
werden kénnen (Abbildung 15).*% Des Weiteren ist die Lipiddoppelschicht von

Biomembranen ein héchst dynamisches und heterogenes Medium und kann von Zelle
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zu Zelle verschiedenartig zusammengesetzt sein. Dementsprechend haben die
Zusammensetzung und die Beschaffenheit der Membranoberflache einen signifikanten
Einfluss auf die Internalisierung von zellpenetrierenden Peptiden. Von besonderer
Bedeutung fir die Membranwechselwirkung der CPPs ist dabei das zwitterionische
Phosphatidylcholin, was anhand von Vesikelexperimenten verdeutlicht wurde.®

Ob die Zellaufnahme einem endozytotischen Prozess unterliegt, hangt ebenfalls stark
von der vorliegenden Peptidkonzentration ab.®® Wahrend bei geringen
Konzentrationen Endozytose den dominierenden Vorgang darstellt, wird bei erhohten
Konzentrationen fast ausschlief3lich direkte Internalisierung der zellpenetrierenden
Peptide beobachtet.®

Clathrin- Clathrin- direkt
Makropinozytose vermittelte unabhéngige T |r|e ket'
Endozytose Endozytose ranslokation

/

Abbildung 15: Unterschiedliche Zellaufnahmemechanismen der zellpenetrierenden Peptide

Aufgrund ihrer fehlenden Sekundarstruktur nehmen die kationischen CPPs unter den
zellpenetrierenden Peptiden eine Sonderstellung ein. Deren Internalisierung geht die
elektrostatische Wechselwirkung mit den negativ geladenen Glykosaminoglykanen der
Zelloberfliche  voraus.®”’  Dadurch vermittelt kommt es zur spontanen
Zusammenlagerung der Glykosaminoglykanen, bei gleichzeitiger Aktivierung
intrazellularer Signalkaskaden, was die Umorganisierung der Aktinfilamente zur Folge

8]  Dennoch konnen kationische

hat und somit Makropinozytose induziert.!
zellpenetrierende Peptide direkt, in einem Endozytose-unabhangigen Prozess, in die
Zelle aufgenommen werden. Bei diesem in 2010 entdeckten Phanomen wurde
beobachtet, dass das Enzym Sphingomyelinase eine entscheidende Rolle spielt und
durch das CPP aktiviert wird.®® Dabei werden enzymatisch Sphingomyeline, welche
zur Klasse der Membranlipide gehdren, in Phosphorylcholin und Ceramid abgebaut.
Dementsprechend wird die Membranzusammensetzung nachhaltig verandert und die
Internalisierung induziert.

Wie schon zuvor beschrieben, besitzen zellpenetrierende Peptide bei geringer

Konzentration eine erhéhte Tendenz, endozytotisch in die Zelle aufgenommen zu
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werden. Dadurch wird jedoch die Bioverfugbarkeit der CPPs aufgrund des
endosomalen Abbaus erheblich verringert. Da unter physiologischen Bedingungen
neben verminderter Peptidkonzentration eine erhdhte Proteaseaktivitat gegenwartig ist,
wird dadurch die therapeutische Effizienz der Peptide abgeschwécht. Jedoch kénnen
CPPs, die im Gegensatz zu den natirlichen Aminosduren aus D-Aminosduren
aufgebaut sind, nicht von Proteasen verdaut werden. Dennoch besitzen sie wie ihre L-

Analoga die Eigenschaft, effektiv in das Innere der Zelle zu gelangen.”

1.4 Gezielte Arzneistoffabgabe in Tumoren

Um einen Wirkstoff effizient einsetzen zu kdnnen, muss dieser selektiv an das
Zielgewebe abgegeben werden. Da sich Tumorgewebe und -zellen erheblich von
gesunden unterscheiden, kann deren Beschaffenheit sowie veranderter Metabolismus
zur gezielten Adressierung verwendet werden. Dieses leistungsstarke Konzept wurde
bereits vor mehr als 100 Jahren von dem Nobelpreistrager Paul Ehrlich erkannt und
spielt bei der heutigen Entwicklung von Arzneistoffen immer noch eine Uberaus
bedeutende Rolle.®” Um die gezielte Adressierung fiir die Chemotherapie niitzlich zu
machen, werden hierbei zwei grundlegend verschiedene Ansatze von passiver und

aktiver Natur verfolgt.

1.4.1 Passive Adressierung

Bei dieser Form der gezielten Wirkstoffabgabe spielt die Beschaffenheit des
Tumorgewebes eine wichtige Rolle. Typischerweise zeichnen sich Tumore durch eine
stark erhéhte Angiogenese aus, das bedeutet, dass die Neubildung von Blutgefalen
um das maligne Gewebe zunimmt.®"! Dadurch wird der erhéhte Nahrstoffbedarf der
Krebszellen von den zusatzlichen Gefalisystemen gedeckt. Jedoch unterscheiden sich
diese Gefalsysteme erheblich von gesunden, da das Endothel eine Reihe von
Defekten aufweist, welche es permeabel machen.® Des Weiteren ist der Druck der
interstitiellen GewebeflUssigkeit von Tumoren erhdht, was zur Folge hat, dass die
Effizienz von kleinen Wirkstoffmolekilen dramatisch verringert wird, da diese leicht aus
dem Tumorgewebe hinaus diffundieren kénnen.

Genau diese beiden Faktoren liefern jedoch den Ldsungsansatz fur die gezielte
Adressierung von Tumoren. Nanotherapeutika bestehend aus Dendrimeren, Mizellen
oder Liposomen koénnen als Trager fur eine Vielzahl von Wirkstoffen verwendet

werden. Aufgrund deren GréRe im Bereich von 10 bis 100 nm sind diese Nanotrager
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dazu in der Lage, passiv und selektiv im durchlassigen Tumorgewebe zu
akkumulieren. Demgegenuber werden kleine Molekule recht unspezifisch in gesundem
und Tumorgewebe angereichert. Darliber hinaus kdnnen diese Molekule nicht vom
erhdhten interstitiellen Gewebsflissigskeitsdruck verdrangt werden und kdnnen das
Filtersystem in Leber und Niere umgehen.® Das Prinzip der passiven Adressierung
von Tumoren mit Nanotherapeutika hat sich in unserer Zeit zum Goldstandard
entwickelt und wird haufig mit dem von Matsumura und Maeda etablierten Begriff

.enhanced permeability and retention (EPR)“-Effekt aufgefiihrt.l*®

gesundes Gewebe

O O O O s} O O O O ') O

Blutgefal®

Tumorgewebe o - -

Abbildung 16: Passive Adressierung von Tumoren mittels Nanotherapeutika

1.4.2 Aktive Adressierung

Fir die aktive Adressierung von Tumoren mit Arzneistoffen spielt die Beschaffenheit
des Gewebes und der Zellen eine eher untergeordnete Rolle. Vielmehr ist der
veranderte Metabolismus in Krebszellen der entscheidende Faktor.

In Tumorgeweben und -zellen ist eine Reihe von Rezeptoren Uberexprimiert. Auf diese
Rezeptoren kann mit aulerst vielfaltigen Liganden, wie beispielsweise Antikdrpern,
abgezielt werden.”® Dabei kann zum einen der Wirkstoff mit dem Antikdrper verkniipft
sein, und zum anderen kann der Antikdrper selbst das Therapeutikum darstellen.®*
Der monoklonale Antikérper Trastuzumab wird unter anderem erfolgreich bei der
Bekampfung von Brustkrebs eingesetzt. Dieser kann an den uUberexprimierten
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor HER2/neu binden und dadurch die
Tumorzellproliferation hemmen, indem der Zellzyklus in der Gs-Phase unterbrochen
wird.®"! Hierbei werden durch die Bindung an den Rezeptor intrazelluldre
Signalkaskaden induziert, welche letztendlich zum Zelltod fihren. Eine Vielzahl von

Liganden besitzt jedoch nicht die Fahigkeit, diese Signaltransduktionspfade zu
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erschlieBen. Nichtsdestotrotz kdnnen Substanzen, die nach Bindung an
Zelloberflachenrezeptoren eine Internalisierung des Ligand-Rezeptor-Komplexes
hervorrufen, effektiv Wirkstoffe in Krebszellen anreichern.®®

Bei der Rezeptor-vermittelten aktiven Adressierung von Tumoren kénnen formal zwei
verschiedene Ansatze verfolgt werden, da von den Liganden sowohl Tumorzellen als
auch tumordses Endothel angesteuert werden kann.

Neben den Antikdrpern gibt es bei der Adressierung von Tumorzellen noch eine Reihe
anderer klassischer Liganden. In Bezug auf deren GréRe sowie chemische Struktur
zeichnen sich diese Molekile durch eine ausgesprochen hohe Heterogenitat aus.
Wirkstoffkonjugate der Glykoproteine Transferrin und Lektin ermdglichen eine effiziente
Akkumulierung von Arzneistoffen, wie Doxorubicin, in Krebszellen.”®'® Aber auch
recht kleine Aminosauresequenzen wie das Peptidhormon Somatostatin und seine
Analogen kénnen ausreichend sein, um Rezeptoren selektiv zu adressieren.!"”"! Der
Folsaurerezeptor ist in einer Vielzahl von malignen Zellen (iberexprimiert.'? Das
Vitamin Folséure vermag mit einer hohen Affinitat (Kp = 10 M) an diesen Rezeptor zu
binden und macht diesen somit zu einem attraktiven Ziel fur die gezielte

Arzneistoffabgabe in Tumoren.['®!

Abbildung 17: Gezielte Arzneistoffabgabe in Tumorzellen, vermittelt durch aktive Adressierung

Uberexprimierter Rezeptoren

Demgegenuber sind bei der Adressierung von tumoralen Endothelzellen diverse
andere  Faktoren von entscheidendem Vorteil. Durch Hemmung der
Endothelzellproliferation mittels Unterdriickung von Wachstumsfaktoren kénnen fir den
Tumor lebenswichtige Nahrstoffe sowie Sauerstoff aus dem tumoralen
BlutgefaRsystem nicht mehr ausreichend bereitgestellt werden.!"®! Demzufolge werden
das Tumorwachstum und die Ausbildung von Metastasen erheblich unterdrickt. Fur

die Adressierung der Endothelzellen wird ebenfalls das Prinzip der Uberexprimierung
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von Membranproteinen und Rezeptoren, wie beispielsweise den Integrinen mit
cyclischen und linearen RGD Peptidsequenzen, ausgenutzt.!'® In ahnlicher Weise
kann auch auf Metalloproteinasen, die eine wichtige Rolle bei der Angiogenese und
Metastasierung von Tumoren spielen, abgezielt werden.

Zunehmender Popularitat erfreuen sich jedoch Systeme, die beide Konzepte der
aktiven und passiven Adressierung von Tumoren kombinieren, um den Krebs zu
besiegen.

Derartige Kombinationsansatze spielen in der folgenden Arbeit ebenfalls eine wichtige
Rolle. Hierbei wurden mit Hilfe der Biokonjugationschemie neuartige
Doxorubicinderivate dargestellt, welche nicht nur Tumorzelladressierung, sondern auch

eine Anreicherung des Arzneistoffs im Cytosol oder Zellkern ermdglichen sollen.
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2 Motivation und Zielsetzung

Bei der sogenannten ,Multi Drug Resistance® kommt es zu einer signifikant
verringerten Zellakkumulation von Arzneistoffen. Dadurch werden deren eigentliche
Bestimmungsorte nur noch unzureichend adressiert. Formal betrachtet ware die
Applikation héherer Dosen die einfachste Losung fur dieses Problem. Da jedoch eine
Vielzahl an Tumortherapeutika bereits am Rande einer letalen Dosis verabreicht wird,
kann dieser Ansatz keine dauerhafte MalRnahme darstellen. Vielmehr werden
heutzutage immer erfolgreicher Arzneistoffderivate oder Formulierungen in der
Krebstherapie eingesetzt. Des Weiteren besitzen die applizierten Zytostatika eine
aullerst geringe Tumorselektivitat, so dass gesundes Gewebe oftmals erheblich in
Mitleidenschaft gezogen wird.

Gerade deswegen ist das weltweite Bestreben von Naturwissenschaftlern und
Medizinern sehr grof3, neue Methoden und Chemotherapeutika zu entwickeln, um den

Krebs zu besiegen.

Dieses Ziel wird ebenfalls in der vorliegenden Arbeit verfolgt. Dabei stehen Design,
Synthese sowie zytotoxische Eigenschaften neuartiger Derivate des Anthracyclins
Doxorubicin, unter Verwendung verschiedener homo- sowie heterobi- und
trifunktionaler Vernetzer, im Vordergrund. Hierbei wurden die Modifikationen des
Arzneistoffs so gewahlt, dass dessen Tumorselektivitat, Zell- und Nukleusakkumulation
sowie DNA-Bindungsaffinitdt durch Funktionalisierung mit Peptiden und Proteinen

erhdéht werden kdnnen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Neuartige Derivate des Anthracyclins Doxorubicin zur Verbesserung der
Tumorselektivitat, Zellaufnahme, Nukleusakkumulation und DNA-Bindungsaffinitdt — vermittelt

durch Modifikation des Arzneistoffs mit Peptiden und Proteinen

Das Zytostatikum Doxorubicin eignet sich aufgrund seiner zahlreichen
unterschiedlichen funktionellen Gruppen sowie seiner intrinsischen Fluoreszenz
hervorragend fur chemische Modifikationen und Charakterisierungsmethoden. Als
Arzneistoff wird es gegen eine Vielzahl solider Tumoren verwendet. Allerdings geht das
breite Anwendungsspektrum abermals mit  einer  sich entwickelnden
Arzneistoffresistenz einher. Des Weiteren wird die Anwendung des Zytostatikums
durch die geringe Selektivitat fir Tumorzellen erganzend limitiert. Die in den folgenden
Kapiteln synthetisierten Doxorubicin-Abkémmlinge sollen auf die Uberwindung der
besagten Arzneistoffresistenz abzielen und es ermdglichen, den Krebs selektiv zu

adressieren.

Der erste Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der Synthese und Charakterisierung
modifizierter Doxorubicin-Molekiile, welche verbesserte DNA-Bindungseigenschaften
aufweisen. Dadurch sollen die zytotoxischen Eigenschaften des Arzneistoffs erhéht
werden, indem die verbesserte Bindungsaffinitat zu einem starkeren Topoisomerase-
Typ-1I-Gift fuhrt. Der dabei zu Grunde liegende Modifikationsansatz beruht auf der
Darstellung dimerer Doxorubicin-Molekule mit unterschiedlichem
Verbriuckungscharakter, welche die DNA-Interkalation verbessern und verstarken
sollen. Die Verknipfung der beiden Anthracycline erfolgt hierbei Uber deren

aliphatisches Keton, unter Ausbildung von Oximen. Eine derartige Verbindung beider
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2 Motivation und Zielsetzung

Arzneistoff-Molekile wurde bisher noch nicht durchgefihrt und soll dem Molekil im
Vergleich zu den bereits bekannten Hydrazon-basierenden Dimeren zuséatzliche
Hydrolysestabilitat verleihen.

Dariber hinaus wurde ein neuer spaltbarer heterotrifunktionaler Vernetzer entwickelt,
der es ermoglicht, mit Doxorubicin-Dimer-Antikdrperkonjugaten Tumorzellen zu
adressieren, ohne dabei durch passive Diffusion von den Zellen aufgenommen zu
werden.

Um die Anthracyclin-Dimer-DNA-Wechselwirkungen der dargestellten Derivate zu
untersuchen, wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal das leistungsstarke Prinzip der

Mikromalfistab-Thermophorese verwendet.

Im darauffolgenden Kapitel spielt die Adressierung von Tumorzellen unter
Berucksichtigung des sogenannten ,magic bullet Konzepts von Paul Ehrlich eine
wichtige Rolle. Dabei soll als ,magic bullet* ein Doxorubicinderivat dienen, welches auf
Uberexprimierte Oberflachenrezeptoren in Krebszellen abzielen kann, um somit
unerwunschte Nebenwirkungen in gesundem Gewebe weitestgehend zu minimieren.
Dafir muss das Somatostatin-Analogon Octreotid mit einem neuartigen Disulfid-
interkalierenden Vernetzerreagenz, unter Erhalt der wichtigen zyklischen Struktur und
des Rezeptorbindungsmotives, mit Doxorubicin modifiziert werden. Dieser Doxorubicin-
Octreotid-Hybrid besitzt aufgrund der gréReren Halbwertszeit des Octreotid im
Vergleich zu Somatostatin ein groRes Potential flr zukunftige /n-vivo-Anwendungen.
Des Weiteren koénnte der Hybrid bei der Bekdmpfung von Pankreas- und
Hypophysentumoren, welche oftmals mit einer intrinsischen Arzneistoffresistenz
einhergehen, eine wichtige Rolle spielen, da diese beiden Tumortypen eine
aullerordentlich hohe Expression des Somatostatin-Rezeptors aufweisen. Die
Anwendung einer Verbindung aus Doxorubicin und Octreotid kann ebenfalls als
Kombinationstherapie verstanden werden, da Octreotid nicht nur Tumoradressierung
vermittelt, sondern durch anschalten intrazelluldrer Signalkaskaden ebenso Apoptose
induzieren kann. Nichtsdestotrotz ist diese antiproliferative Wirkung des Peptides
schwach, so dass es erst durch die Verknipfung mit einem Zytostatikum, wie

Doxorubicin, von hoher klinischer Relevanz ware.
Obwohl der Arzneistoff Doxorubicin in die Zelle aufgenommen werden kann, stellt sich

naturlich die Frage, ob dahingehend weitere Verbesserungsansatze bestehen.

Zellpenetrierende Peptide nehmen aufgrund ihrer Eigenschaft, eine Vielzahl von
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2 Motivation und Zielsetzung

Substanzen in Zellen transportieren zu kdnnen, eine Sonderstellung in der Biochemie
ein. Diese Eigenschaft soll in dieser Arbeit ebenfalls ausgenutzt werden. Nicht nur um
Doxorubicin in die Zelle einzuschleusen, sondern auch um die ABC-Transporter-
Membranproteine zu umgehen. Dafur soll ein 2-Pyridyldisulfid-tragendes
Doxorubicinderivat  synthetisiert werden, welches unter Ausbildung einer
Disulfidbindung mit terminalen Cysteinen verschiedener zellpenetrierender Peptide
reagieren kann, ohne dabei die Sekundarstruktur der Aminosauresequenz zu
beeinflussen. Die in Tumorzellen erhdhte Glutathion-Konzentration soll anschlieend
zur intrazelluldren Freisetzung des Arzneistoffs ausgenutzt werden. Um einen noch
tieferen Einblick in die Funktionsweise und Bedeutsamkeit der zellpenetrierenden
Peptide fir die Arzneistoffabgabe zu erlangen, wird der Einfluss der Peptidanzahl in
Abhangigkeit von der Biokonjugationschemie ebenfalls untersucht. Da in vivo
Peptidspezies besonders anfallig fir enzymatischen Abbau sind, sollen dartber hinaus
funktionale Doxorubicin-Peptidkonjugate dargestellt werden, welche Polyethylenglykol

tragen, um somit den Proteasenverdau zu minimieren.

Die zytotoxische Wirkung des Anthracyclins Doxorubicin kann sich auf vielfaltige Art
und Weise entfalten. Um jedoch in die DNA interkalieren und die Topoisomerasen-
Funktionalitat hemmen zu kénnen, muss der Wirkstoff in den Zellkern transportiert
werden. Eine spezielle Form der  zellpenetrierenden Peptide, die
Kernlokalisierungssequenzen, vermag den Transport von Substanzen in den Nukleus
zu bewerkstelligen. Im letzten Kapitel dieser Arbeit soll das Zusammenspiel einer NLS
mit Doxorubicin in Abhangigkeit von der Biokonjugationschemie untersucht werden.
Hierbei soll die verwendete Vernetzer-Technologie Uber den Erfolg des
Modifikationsansatzes RUckschlisse ermdglichen. Inwieweit dadurch toxische
Eigenschaften sowie intrazelluldare Wirkstoffverteilung beeinflusst werden, gilt es
ebenso zu Uberprifen. Die Verknipfung der NLS mit dem Arzneistoff und die
anschlieRende Abspaltung in der Zelle sind dabei von entscheidender Bedeutung,
besonders da bisher noch keine kovalent verknupften Doxorubicin-NLS-Konjugate
synthetisiert wurden. Ein Ansatz soll den durch Glutathion spaltbaren Vernetzer des
vorangegangenen Kapitels verwenden. Bei den beiden weiteren Modifikationsansatzen
tragen die Kernlokalisierungssequenzen reaktive Gruppen, welche wie der Vernetzer
ebenfalls in der Lage sind, mit dem aliphatischen Keton des Doxorubicin zu reagieren.
Dabei soll die neu entstandene Bindung in Abhangigkeit von der Modifizierung sowohl

hydrolysierbar als auch bestandig sein.
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2 Motivation und Zielsetzung

Wie in der vorangegangenen Einleitung bereits erlautert, ist seit der Entdeckung der
zytostatischen Eigenschaften des Anthracyclins Daunorubicin nur ein Abkémmling von
Arcamone et al. mit besseren pharmakologischen Eigenschaften entdeckt worden, das
Doxorubicin."" Die in den folgenden Kapiteln dargestellten und charakterisierten
Doxorubicinderivate sollen ebenfalls zur Aufklarung der von Raymond B. Weiss
gestellten Frage ,The Anthracyclines: Will We Ever Find a Better Doxorubicin?“
beitragen.”! Auf die Antwort dieser Frage und die Zukunftsaussichten modifizierter

Anthracycline wird in der abschlieRenden Zusammenfassung eingehend eingegangen.

2.1 Literatur

[1] F. Arcamone, G. Cassinelli, G. Fantini, A. Grein, P. Orezzi, C. Pol, C. Spalla,
Biotechnol. Bioeng. 1969, 11, 1101
[2] R. B. Weiss, Semin. Oncol. 1992, 19, 670
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3 Dimere des Zytostatikum Doxorubicin

Obwohl das Anthracyclin Doxorubicin seine zytotoxische Wirkung auf vielfaltige Art und
Weise entfalten kann, werden DNA-Interkalation wund damit verbundene
Beeintrachtigung der Topoisomerase-Typ-lI-Funktionalitdt dennoch als primarer
Wirkmechanismus angesehen.!"? Dabei sind m-m-Wechselwirkungen des Aglykon mit
den Basenpaaren der DNA flir die interkalierende Wirkung von fundamentaler
Bedeutung (Abbildung 19). Allerdings vermag der Arzneistoff auch wieder von der DNA
zu dissoziieren und kann somit das Enzym nicht mehr adressieren. Eine erhdhte DNA-

Bindungsaffinitdt des Zytostatikums stellt somit einen nltzlichen Ansatz dar, um die

[3.4]

zytotoxischen Eigenschaften zu erhéhen.

Abbildung 19: Interkalation von Doxorubicin mit DNA vermittelt durch m-m-Wechselwirkungen

des Aglykon mit den Basenpaaren

Bisinterkalierende Anthracyclin-Dimere weisen eine derartige erhohte DNA-
Bindungsaffinitdt auf (Abbildung 20). Dennoch besitzen die bereits dargestellten
Derivate entscheidende Limitierungen. Das Dimer 1 ist durch Umsetzung von
Daunorubicin  mit 1,4-Bis(brommethyl)-benzol in moderaten Ausbeuten leicht
zuganglich. Die Bindungskonstante von 1 (Kx = 2.7 x 10" M) ist verglichen mit dem

synthetischen Vorlaufer Daunorubicin (Kx = 1.6 x 10" M™") extrem hoch.”! Jedoch ist
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3 Dimere des Zytostatikum Doxorubicin

das fir die Topoisomerase-Interaktion notwendige primare Amin des Daunosamin
irreversibel blockiert.!! Des Weiteren beschrankt sich die Modifikation mit 1,4-
Bis(brommethyl)-benzol auf Daunorubicin, da der primare Alkohol des Doxorubicin
ebenfalls leicht mit dem Benzylbromidderivat reagieren kdnnte, was das Mall an
Nebenprodukten erheblich erhdhen wirde. Im Gegensatz zu 1 ist das primare Amin
des bisinterkalierenden Dimers 2 nach wie vor frei. Allerdings erfolgt die Verknupfung
der beiden Anthracycline durch die Ausbildung zweier Hydrazone mit dem
aliphatischen Keton des Arzneistoffes.”! Unter physiologischen Bedingungen weisen
jedoch Hydrazone des Daunorubicin eine unzureichende Stabilitdt auf, was dazu flhrt,

dass das Dimer bereits hydrolysiert, bevor es seinen Zielort erreicht.®!

HoN. Cl

HO

Abbildung 20: Bisinterkalierende Anthracyclin—Dimere[5'7]

Die in diesem Kapitel dargestellten Doxorubicin-Dimere sollen die vorangegangen

Limitierungen Uberwinden. Dabei wurden Modifikationsansatze gewahlt, welche die
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3 Dimere des Zytostatikum Doxorubicin

Synthese stabiler Doxorubicinderivate erlauben, ohne dabei auf das primare Amin des

Zuckerrestes zurlckzugreifen.

3.1 Neuartige dimere Doxorubicin-Molekiile

3.1.1 Synthese und Charakterisierung

Der priméare Alkohol, das Amin des Zuckers sowie das aliphatische Keton des
Anthracyclin Doxorubicin kénnen leicht chemisch modifiziert werden. Allerdings fihren
Modifikationen des primaren Amins in der Regel zu verringerter Zytotoxizitat; und eine
selektive Adressierung des Alkohols ist aufgrund der zahlreichen Hydroxylgruppen des
Doxorubicin nur bedingt durchfiihrbar. Im Gegensatz dazu kann das aliphatische
Keton bioorthogonal mit a-Effekt-Nukleophilen, wie Hydraziden oder
Aminooxyverbindungen, selektiv unter Ausbildung von Hydrazonen und Oximen
umgesetzt werden.'” Wiahrend das Kondensationsprodukt bei der Reaktion mit
Hydraziden typischerweise reduziert werden muss, um eine stabile Verbindung zu
generieren, sind Oxime unter physiologischen Bedingungen bestandig.""

Deshalb wurden die folgenden persistenten Doxorubicin-Dimere durch Anwendung von
homobifunktionalen  Vernetzern synthetisiert. Um die reaktiven Aminooxy-
Funktionalitdten dem Vernetzerreagenz hinzuzufigen, wurde zunachst der NHS-Ester

der kommerziell erhaltlichen Boc-Aminooxyessigsaure (3) dargestellt.
0]
0 0 O O
S o L —a o S o
0~ N7 OH o N O
H
(@)
4

Abbildung 21: Darstellung des NHS-Esters der geschitzten Aminooxyessigsaure; (a) NHS
(1.05 eq), DIC (1.15 eq), DCM, Argon, 4 h, r.t.,, 92 %

Dies gelang durch Umsetzung der freien Sdure mit N-Hydroxysuccinimid in Gegenwart
von N,N’-Diisopropylcarbodiimid in hervorragenden Ausbeuten geméaR der Literatur.!'?
Der bei der Kondensation entstehende Harnstoff wurde nach beendeter Reaktion
abfiltriert und das Filtrat gewaschen. Dabei erhielt man das Produkt (4) in hoher
Reinheit, ohne weitere Aufreinigungsschritte durchfihren zu missen. Dennoch wurde
4 innerhalb weniger Wochen umgesetzt, da die Substanz nicht ausreichend stabil ist

und Uberacylierung der Aminooxy-Gruppe rasch auftreten kann."!
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3 Dimere des Zytostatikum Doxorubicin

Die homobifunktionalen Vernetzersysteme sind durch Umsetzung des Aktivesters (4)
mit Diaminen unter Ausbildung zweier Amidbindungen leicht zuganglich (Abbildung
22). Um den Einfluss der Vernetzerbeschaffenheit auf das dimere Doxorubicin-Molekdl

zu untersuchen, wurde sowohl ein rigides als auch ein flexibles Diamin eingesetzt.

O, H H
o o N N__O
X, ? d PO PR
Ao I e S AT
4
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Abbildung 22: Synthese der homobifunktionalen Vernetzer; (a) 1,4-Phenylendiamin (0.5 eq),
THF, Argon, 24 h, r.t., 83 %; (b) 2,2°-(Ethylendioxy)bis(ethylamin) (0.5 eq), THF, Argon, 2 h, r.t.,
79 %

Um das rigide Ruckgrat des Vernetzers darzustellen, wurde zunachst die Reaktion des
NHS-Esters mit 1,4-Phenylendiamin in THF bei Raumtemperatur durchgefuhrt.
Vollstdndiger Umsatz des Diamins konnte mittels DC aufgrund der geringeren
Reaktivitat der aromatischen Amine erst nach 24 Stunden beobachtet werden. Nach
beendeter Reaktion wurde das L&sungsmittel im Vakuum entfernt und der farblose
Ruckstand in Ethylacetat aufgenommen. Dabei ging das bei der Ausbildung der
Amidbindung frei werdende N-Hydroxysuccinimid erneut in Losung, und das Produkt
(5) konnte durch Filtration isoliert werden. Eine ahnliche Reaktionsflihrung erwies sich
bei der Darstellung des Vernetzer-Molekils mit flexiblem Charakter ebenfalls als
praktikabel. Dafir wurde 4 mit 2,2°(Ethylendioxy)bis(ethylamin) in THF umgesetzt,
wobei die Reaktion verglichen mit 1,4-Phenylendiamin weitaus schneller ablief. Da fir
die Zielverbindung 6 ein Ol zu erwarten war, wurde die Kupplung mit dem NHS-Ester in
hoher Konzentration durchgeflihrt, so dass N-Hydroxysuccinimid wahrend der Reaktion
ausfiel. Durch anschlieBende Extraktion mit gesattigter Natriumcarbonatlésung konnten
noch vorhandene Spuren von NHS entfernt werden. Das Produkt konnte in guter
Ausbeute als farbloses Ol aus der organischen Phase gewonnen werden.

Die Charakterisierung der beiden isolierten Vernetzerreagenzien erfolgte durch NMR-
Spektroskopie sowie MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Ein reprasentatives 'H-NMR-
Spektrum von 5 in DMSO-d® (300 MHz) ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 23: "H-NMR-Spektrum von Verbindung 5 in DMSO-d® (300 MHz)

Die symmetrische Verbindung weist im Protonenspektrum ausschliefllich Singuletts
auf. Das bei der Reaktion entstehende N-Hydroxysuccinimid kann nach erfolgreicher
Aufarbeitung nicht mehr detektiert werden, da andernfalls ein Signal mit der
chemischen Verschiebung von 2.59 ppm relativ zu dem L&sungsmittelsignal (2.50
ppm) von DMSO gegenwartig ware 'Y Die aromatischen Amide und die Carbamate der
a-Effekt-Nukleophile weisen eine chemische Verschiebung von 10.02 und 10.49 ppm
auf. Das Signal des Protons der geschiitzten Aminooxy-Gruppe von 6 wurde ebenfalls
in diesem Bereich beobachtet. Der charakteristische Peak der Methylenkomponente
beider dargestellten Vernetzersysteme liegt wie zu erwarten zwischen 4 und 4.5 ppm.

Da die Struktur der heterobifunktionalen Vernetzer-Substanzen mit geeigneten
Charakterisierungmethoden bestatigt werden konnte, wurde anschlielend die
Dimerisierung des Arzneistoffes durchgefuhrt (Abbildung 24). Obwohl die reaktiven
Aminooxy-Funktionalitaten der Verbindungen 5 und 6 mit einer Schutzgruppe versehen
sind, werden diese aufgrund der einfachen Entfernung der Schutzgruppe als

eigentliches Vernetzerreagenz betrachtet.
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HiNg  OH

Abbildung 24: Synthese neuartiger Doxorubicin-Dimere; (a) 1. DCM/TFA (1:1), 1 h, r.t., quant.
2. Doxorubicin-Hydrochlorid (2 eq), 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH 4.8), DMF, 48 h, r.t., 73 %;
(b) 1. DCM/TFA (1:1), 1 h, rt, quant. 2. Doxorubicin-Hydrochlorid (2 eq), 0.4 M
Natriumacetatpuffer (pH 4.8), DMF, 24 h, r.t., 77 %

Die heterobifunktionalen Vernetzer sind mit einer tert-Butyloxycarbonyl-Funktionalitat,
der sogenannten Boc-Schutzgruppe, versehen. Diese tert-Butylcarbamate sind

typischerweise auferst stabil gegen eine Vielzahl von Nukleophilen, Basen sowie
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Oxidations- und Reduktionsmitteln, kénnen jedoch leicht unter stark sauren
Reaktionsbedingungen in kurzer Zeit quantitativ abgespalten werden."” Das bei der
Entschitzung freiwerdende Kohlenstoffdioxid und Isobutylen entweichen rasch als Gas
und konnen somit keine Nebenreaktionen eingehen.

Um die Boc-Gruppe in 5 und 6 zu entfernen, wurden die Substanzen zunachst in
trockenem DCM geldst und anschliefend mit der gleichen Menge an TFA versetzt. Die
Zugabe der Saure fiihrte zu einer sofortigen starken Gasentwicklung, welche nach
einigen Minuten allmahlich schwacher wurde. Nach einer Stunde Rihren bei
Raumtemperatur konnte mit DC kein Edukt mehr detektiert werden. Daraufhin wurden
das Lésungsmittel und das Reagenz im Vakuum entfernt, wobei fir beide Vernetzer
ein farbloses Ol erhalten wurde. Diese Substanzen wurden ohne eingehende
Charakterisierung mit dem Hydrochlorid des Doxorubicin umgesetzt. Da fur die
folgende Dimerisierung der pH-Wert von entscheidender Bedeutung ist, wurden die
Oligen Ruckstande der reaktiven Aminooxyverbindungen weiter im Hochvakuum
getrocknet. Nach vollstdndiger Entfernung letzter TFA-Spuren erfolgte die
bioorthogonale Modifikation des Arzneistoffs unter Ausbildung zweier Oxime mit dem
aliphatischen Keton des Doxorubicin.

Die Ausbildung der Oximbindung von Aminooxyverbindungen mit Anthracylinen ist eine
gangige Synthese, welche in der Literatur schon mehrfach beschrieben wurde.!"®'® Bei
aquimolarer Reaktandenkonzentration gelingt die Kondensation in Natriumacetatpuffer
mit einem pH-Wert von 4.8 innerhalb von 24 Stunden mit hohen Ausbeuten.!'® Aus
diesem Grund wurde die Umsetzung der beiden aktiven Aminooxy-Gruppen in
ahnlicher Weise durchgeflihrt. Dafiir wurde das jeweilige reaktive Vernetzerreagenz
zur verbesserten Léslichkeit in DMF aufgenommen und zwei Aquivalente Doxorubicin-
Hydrochlorid gelést in 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH 4.8) dazugegeben. Der Umsatz
der Reaktion wurde mittels HPLC verfolgt (Abbildung 25). Nach wenigen Stunden war
bereits eine deutliche Abnahme des Doxorubicin-Peaks (25.01 min) zu erkennen, und
zwei weitere Peaks konnten im Chromatogramm beobachtet werden. Diese beiden
Spezies entsprechen dem jeweiligen Dimer 7 (21.73 min) respektive 8 sowie der
Vernetzerverbindung mit nur einem Doxorubicin-Molekul (20.63 min). Mit zunehmender
Reaktionsdauer verschwand der Peak des Vernetzer-Molekiils mit einem Aquivalent
Doxorubicin, wobei der Produktpeak demzufolge zunahm. GemaR HPLC war die
Umsetzung zu 8 nach 24 h vollstdndig abgeschlossen. Dies war allerdings fur das
Doxorubicin-Dimer 7 nicht der Fall, so dass die Aufreinigung erst nach 48 h

durchgefihrt wurde. Fir die Aufreinigung der Konjugate wurde neben Acetonitril
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neutraler 25 mM Triethylammoniumacetatpuffer (pH 7) unter Verwendung eines
linearen Gradienten gebraucht. Die typischerweise gangigen Eluenten mit 0.1 % TFA
waren bei der Aufreinigung von 7 und 8 nicht praktikabel, da die duferst sauren

Bedingungen das entstandene Oxim teilweise schon wieder hydrolysierten.
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Abbildung 25: HPLC-Chromatogramm einer Probe der Reaktionsmischung zur Darstellung des

Doxorubicin-Dimers 7 — aufgenommen nach 1 h Reaktionszeit

Die durch HPLC isolierten Produktfraktionen wurden nach erfolgter Aufreinigung unter
vermindertem Druck vom Ld&sungsmittel befreit und darauffolgend im Hochvakuum
getrocknet. Um Uberschiussiges Triethylammoniumacetat zu entfernen, wurde der
Ruckstand in Methanol geldst, in Diethylether ausgefallt und anschlielend das rote
Produkt abfiltriert.

Neben NMR-Spektroskopie wurden die beiden isolierten Doxorubicin-Dimere mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert. Das Massenspektrum des Dimers mit
dem flexiblen Rickgrat ist in Abbildung 26 dargestellt. In dem Spektrum ist eindeutig
ersichtlich, dass sowohl kein freies Doxorubicin (M = 543.52 g/mol) als auch kein
Vernetzermolekiil mit nur einem Aquivalent Arzneistoff (M = 819.81 g/mol) vorhanden

sind. Im vergrélerten Teil des Massenspektrums von 8 ist lediglich zu erkennen, dass
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der Zucker Daunosamin des Anthracyclins zu einem geringen Anteil nicht mehr

gegenwartig ist.
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Abbildung 26: MALDI-TOF-Massenspektrum des isolierten Doxorubicin-Dimers 8 (Matrix: DHB)

Das dimere Doxorubicin-Molekul mit rigidem Vernetzerrickgrat zeigte bei der
massenspektrometrischen Analyse durch MALDI-TOF in ahnlicher Weise ein Fehlen
des Zuckerrestes. Nach eingehenden Untersuchungen von 7 durch NMR-
Spektroskopie konnte jedoch gezeigt werden, dass Daunosamin noch vollstandig
vorhanden war. Eine plausible Erklarung fir dieses Phanomen beruht auf der
massenspektrometrischen Messmethode, da es durch die verwendete Laserintensitat
hochst wahrscheinlich zu einer Fragmentierung des Produktes kam. Anhand von 2D-
NMR-Experimenten (H,H-COSY; H,H-NOESY) konnte dartber hinaus die Struktur von
7 vollstandig aufgeklart werden (Abbildung 27).
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Abbildung 27: H,H-NOESY-Spektrum von Verbindung 7 in DMSO-d° (700 MHz)

In dem dargestellten Spektrum des dimeren Doxorubicin-Molekdls ist eindeutig zu
erkennen, dass die Integrale des Zuckers Daunosamin mit denen des
Anthrachinongertstes Ubereinstimmen. Die Methylgruppe des Zuckers (u) liefert genau
wie die aromatischen Signale des Anthracyclin (b-d) ein Integral von sechs Protonen,
somit ist der Zucker vollstandig vorhanden. Des Weiteren weisen die aromatischen
Protonen der Vernetzerbriicke (e) das zu erwartende Integral von vier auf. Obwohl das
'H-NMR-Spektrum von 7 in deuteriertem DMSO aufgenommen wurde, kénnen keine

scharfen Signale fir die Hydroxygruppen des Doxorubicin detektiert werden. Im
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Gegensatz dazu sind die aciden Protonen der Amide des Vernetzers (a) im Tieffeld
eindeutig zu erkennen. Das Fehlen von Signalen bei 0.93 sowie 2.43 ppm zeigt, dass
unerwiinschtes Triethylamin aus Pufferrickstdnden durch das Ausfallen ausnahmslos
entfernt werden konnte. Das Singulett bei 1.84 ppm entspricht nicht etwa der
Essigsaure des Puffers, sondern stellt die Methylgruppen der beiden Acetatgegenionen
von Daunosamin dar. Daher gehen von diesem Signal auch keine Kopplungen zu
anderen Protonen von 7 aus.

Die Acetatgegenionen spielen in den folgenden Anwendungen eine wichtige Rolle, da
diese die Wasserloslichkeit der Doxorubicin-Dimere 7 und 8 vermitteln, was die
Substanzen fir biologische und medizinische Forschungsgebiete dullerst interessant

macht.

3.1.2 Bestimmung der DNA-Bindungsaffinitat
3.1.2.1 Allgemeiner Hintergrund

Wie in dem vorangegangen Abschnitt bereits erldutert kdnnen dimere Doxorubicin-
Molekile durch ihre erhdhte DNA-Bindungsaffinitat verstarkte zytotoxische
Eigenschaften aufweisen. Um diese Hypothese anhand der dargestellten
Verbindungen 7 und 8 zu uberprufen, wurden zunachst deren Bindungskonstanten
bestimmt.

Aufgrund einfacher thermodynamischer Prinzipien ist die DNA-Bindungsaffinitat von
bisinterkalierenden Substanzen, wie dimeren Doxorubicin-Spezies, verglichen mit der
monomeren Einheit typischerweise um ein Vielfaches héher.” Um derartige
Affinitatskonstanten zu bestimmen, sind traditionelle spektrophotometrische Methoden
weitgehend ungeeignet.[‘” Dennoch kann unter Berlcksichtigung einer komplexen
Gleichung, die von Mc Ghee entwickelt wurde, die Bindungskonstante fir grof3e
Liganden, welche mit DNA wechselwirken, berechnet werden.® Dafiir muss zunachst
unter enormem Aufwand die DNA-Schmelztemperatur alleine sowie in Gegenwart
sattigender Konzentrationen des Liganden bestimmt werden. Daruber hinaus muss die
Bindungsenergie durch dynamische Differenzkalorimetrie zusatzlich ermittelt werden.?
Mit Hilfe dieser Parameter kann anschliefend die Bindungskonstante bestimmt
werden.

Weitere Methoden, wie Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie, dynamische
Lichtstreuung oder isotherme Titrationskalorimetrie, die zur Bestimmung von &hnlich

hohen Bindungsaffinitaten eingesetzt werden, sind jedoch bei der Untersuchung der

44



3 Dimere des Zytostatikum Doxorubicin

hier verwendeten Doxorubicin-DNA-Systeme ebenso unbrauchbar, da unter anderem
hohe Konzentrationen sowie eine Oberflachenimmobilisierung angewendet werden

muss.?"?2

3.1.2.2 MikromaRstab-Thermophorese

Die kurzlich von Nano Temper Technologies GmbH in Minchen entwickelte
MikromafRstab-Thermophorese ermdglicht es, die vorangegangenen Probleme zu
iiberwinden.®! Mit Hilfe dieser neuen Technologie kénnen Bindungsaffinitaten bis hin
zu Picomol-Bereichen innerhalb kirzester Zeit bei duRerst geringem Probenverbrauch
in Lésung gemessen werden.”!! Diese kostengiinstige und hoch sensitive Methode
beruht auf dem Prinzip der Thermophorese, der gerichteten Bewegung von Molekulen
entlang eines Temperaturgradienten.””® Die MikromaRstab-Thermophorese ist eine rein
optische Methode, bei der lediglich Fluoreszenzunterschiede in Abhangigkeit von
Temperaturdnderungen in einem Volumen von weniger als 1 pl bestimmt werden. Um
solch kleine Volumina zu untersuchen, wird die MST-Messung in Glaskapillaren
durchgefihrt. Dabei kann sowohl die Emission von mit Fluorophoren markierten
Biomoleklilen als auch die intrinsische Fluoreszenz von Biomolekulen, wie
beispielsweise Tryptophan, detektiert werden.?"! Der experimentelle Aufbau der MST
ist denkbar einfach und entspricht anndhernd dem eines Fluoreszenzmikroskops,
wobei die Detektion der emittierten Photonen sowohl uUber einen Photomultiplier als
auch eine CCD-Kamera erfolgen kann.?"??"1 Um den Temperaturanstieg von 1-6 K
ausgehend von Raumtemperatur zu initieren, welcher die Thermophorese in den
Glaskapillaren induziert, werden Ublicherweise Infrarotlaser eingesetzt.”*?® Dabei wird
der Temperatursprung fir einen gewissen Zeitraum (circa 30 Sekunden) konstant
gehalten. Bevor jedoch die Thermophorese in Gang gesetzt wird, muss zunachst die
Fluoreszenz der in der Kapillare befindlichen Lésung bestimmt werden. Dieser Prozess
dauert wenige Sekunden, und die detektierte Fluoreszenz wird anschlieRend normiert.
Im Anschluss daran wird mit dem Laser der notwendige Temperaturgradient erzeugt,
wobei innerhalb weniger Millisekunden eine deutliche Verminderung der Fluoreszenz
beobachtet wird. Dieser sehr schnelle Vorgang ist allerdings Thermophorese-
unabhangig und wird durch die temperaturabhangigen Fluoreszenzeigenschaften des

Chromophors bestimmt.[26°]

Dennoch wird durch den Temperaturanstieg die
thermophoretische Molekulbewegung in den Glaskapillaren induziert, wobei die
Fluoreszenz sowohl weiter abnehmen (positive Thermophorese) als auch zunehmen
kann (negative Thermophorese). Nach dem Erwarmen der Ldsung fir ungefahr 30

Sekunden wird bei der Fluoreszenzdetektion ein Plateau beobachtet. In diesem
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stationaren Zustand gleichen sich Thermodiffusion und Massendiffusion aus
(Abbildung 28; D).*? Daraufhin wird der Infrarotlaser abgeschaltet, und ein GroRteil der
urspringlichen Fluoreszenz wird aufgrund der Fluorophoreigenschaften rasch wieder
hergestellt. Die vollstdndige Ursprungsfluoreszenz wird anschlieRend durch

Zuriickdiffusion der Fluorophor-markierten Molekiile erzeugt (Abbildung 28; F).*!
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der molekularen Vorgange beim MST-Experiment; (A)
Ausgangszustand (B) Anschalten des Infrarotlaser (C) positive Thermophorese (D) Stationarer
Zustand (E) Ausschalten des Infrarotlaser (F) Zurlckdiffusion
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Die Anderung der Fluoreszenz wéahrend einer MST-Messung steht in direktem
Zusammenhang mit den thermophoretischen Eigenschaften des verwendeten
Molekiils. Hierbei wird die Thermophorese von GréfRe, Ladung, Solvatationshulle und -

entropie  bestimmt.[?6?®

Diese molekilspezifischen Eigenschaften koénnen zur
Bestimmung von Dissoziationskonstanten herangezogen werden, und Uber deren
reziproken Wert kann die Bindungsaffinitdt respektive Bindungskonstante ermittelt
werden. Dafir wird zunachst einer der beiden Bindungspartner mit einem Fluorophor
markiert und dessen thermophoretischen Eigenschaften untersucht. Danach wird eine
Lésung mit konstanter Konzentration der fluoreszierenden Substanz mit verschiedenen
Konzentrationen des anderen Bindungspartners titriert. Dadurch werden fur den
ungebundenen sowie die verschiedenen Bindungszustande bis hin zu einer Sattigung
entsprechend unterschiedliche Fluoreszenzsignale bei der MST detektiert. Die
erhaltene Fluoreszenz wird im Anschluss daran gegen den dekadischen Logarithmus
der Konzentration aufgetragen, wobei durch Hinzufigen einer Trendlinie der
charakteristische sigmoidale Kurvenverlauf erhalten wird. Die Funktion der Trendlinie
kann durch Berlcksichtigung des Massenwirkungsgesetzes ausgedruckt werden und

somit die Dissoziationskonstante liefern.?%%%%
3.1.2.3 Untersuchung von Anthracyclin-DNA-Interaktionen durch MST

Obwohl das Prinzip der MikromaRstab-Thermophorese erst seit wenigen Jahren eine
praktische Anwendung findet, wurden mit Hilfe dieser Methode schon eine Reihe von
Protein-Protein, Protein-Nukleinsdure, Antikérper-Antigen sowie Ligand-Rezeptor-
Interaktionen untersucht.®” Nichtsdestotrotz, bis zum heutigen Tag ist keine Literatur
bekannt, die sich mit der Erforschung von Anthracyclin-DNA-Wechselwirkungen
beschéaftigt, sodass vorab die Interaktion von Doxorubicin mit einer doppelstrangigen
Modell-DNA untersucht wurde.

Die durch MST ermittelten Bindungsaffinitdten wurden mit einem Nano Temper
Monolith NT.115 Gerat bestimmt. Da der Arzneistoff per se ein Fluorophor darstellt,
wurde zunachst dessen Interaktion mit DNA Uberpruft. Dabei stellte sich jedoch
heraus, dass aufgrund der geringen Fluoreszenzintensitdt des Doxorubicin keine
verwertbaren Thermophorese-Daten erhalten werden kdnnen.

Um dieser Problematik entgegen zu wirken, wurde darauffolgend eine doppelstrangige
DNA verwendet, welche aus 36 zufédlligen Basenpaaren zusammengesetzt und mit
einem Cyanin-Farbstoff (Cy5) markiert ist. Das Absorptions- und Emissionsprofil dieses
Farbstoffs erflllt hervorragend die durch das Gerat gegebenen Anforderungen
(Absorption: 600-650 nm; Emission: 670-690 nm), ohne dabei mit den
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spektroskopischen Eigenschaften des Arzneistoffs zu konkurrieren.”® Folglich wurde
eine 100 nM Losung der markierten DNA mit Doxorubicin in einem speziellen
Puffergemisch titriert. Dieser Puffer enthalt unter anderem Tween 20 als nichtionisches
Tensid. Dadurch kann Aggregation verhindert werden, welche die MST-Messung
verfalschen wirde. Unter diesen Bedingungen lieferte das MST-Experiment die
charakteristische sigmoidale Bindungskurve (Abbildung 29), lGber deren Funktion die

Dissoziationskonstante respektive Bindungskonstante bestimmt werden konnte.

Evaluation Points / Fitted Timetraces

[ A Leod:50% Lss:10% wessm Fit Kd Fit |

T T—TTTTTTT T T T—TrTTTTTT T

a.u.]
w [(=]
= (]
o o

020
900
880
860

840 ¢

820 + -

Fluoreszenz-Intensitét [a.u.

800 F

1 Il 1

- it + -

10° 10

Doxorubicin [nM]

Abbildung 29: Graphische Darstellung der beim MST-Experiment erhaltenen Fluoreszenz-
Intensitaten in Abhangigkeit von der Doxorubicin-Konzentration

Die bei der Messung erhaltene Dissoziationskonstante konnte zu 928 nM bestimmt
werden. Anhand des erhaltenen charakteristischen sigmoidalen Kurvenverlaufs kann
diese sogar mit blofem Auge erkannt werden, da der Wendepunkt des Graphen dem
Wert entspricht. Die Berechnung der Bindungsaffinitdt von Doxorubicin zu der Modell-
DNA ergab somit Ky = 1.1 x 10° M™".

Um sicherzustellen, dass die Bindungsaffinitaten auf Doxorubicin-DNA und nicht etwa
auf Doxorubicin-Farbstoff-Wechselwirkungen beruhen, wurde ebenfalls der freie
Farbstoff mit dem Anthracyclin titriert. Hierbei konnte jedoch keine Thermophorese
detektiert
ausschlief3lich auf Doxorubicin-DNA-Wechselwirkungen beruht.

Die durch klassische Methoden Bindungsaffinitaten
Anthracylinen DNA-Molekulen Uneinheitlichkeit

beziehungsweise signifikante Unterschiede auf. So haben Schneider et al. eine

werden. Somit kann schlussgefolgert werden, dass die Bindung

bestimmten zwischen

und weisen eine extreme
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Bindungskonstante fir das Daunorubicin-Heringssperma-DNA-System von Kx = 1.0 x
10° M bestimmt, wohingegen mit dem aquivalenten System von Leng et al. Kx = 1.6 x
10" M ermittelt wurde.*®"! Dies bedeutet, dass fiir das gleiche System die Werte um
den Faktor 100 variieren kdnnen. Dadurch ist ein Vergleich des durch MST erhaltenen
Wertes flr Doxorubicin mit den Literaturdaten nicht besonders praktikabel.
Nichtsdestotrotz kann durch MST-Untersuchung von 7 und 8 bestimmt werden, ob die
beiden Dimere Uber eine starkere DNA-Bindung als Doxorubicin verfligen.

Bei der MST-Messung des Doxorubicin-Dimers mit dem rigiden Vernetzerriickgrat (7)
zeigte die Bindungskurve im Vergleich zu Doxorubicin zwei Wendepunkte. Dadurch
konnten dementsprechend auch zwei Bindungskonstanten bestimmt werden. Dabei
wurde zum einen eine Bindungskonstante von Kx = 4.0 x 10° M™" ermittelt, was bereits
einem starkeren DNA-Bindungsvermdgen entspricht, und zum anderen K = 1.1 x 10°
M'1, welche eine wesentlich starkere Bindung zwischen 7 und DNA darstellt.

Unter Berlcksichtigung der Struktur von 7 ist das Auftreten verschiedener
Bindungskonstanten beziehungsweise Bindungszustédnde ein realistisches Szenario.
Bei genauerer Betrachtung kann sich das Molekul nicht nur wie ein Bisinterkalator
(Abbildung 30; A) verhalten, sondern theoretisch auch zwei DNA-Molekile (Abbildung
30; B) binden sowie ebenso einfach interkalieren (Abbildung 30; C). Fir den Fall, dass
das Dimer einfach interkaliert, misste eine Bindungskonstante zu erwarten sein, die
der des Doxorubicin entspricht oder sogar mdglicherweise geringer ist. Somit kann mit
hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, dass der Bindungsmodus C in der
folgenden Abbildung beim MST-Experiment beobachtet wurde. Demgegenuber kénnen
die beiden anderen Bindungsmodi mit einer groReren Bindungsstarke verknUpft
werden. Da der Zustand der Bisinterkalation mit der starksten Bindung assoziiert
werden kann, miisste somit dementsprechend Ky = 1.1 x 108 M™ Bindungsmodus A
zugeordnet werden. Demzufolge ergibt sich fiir Bindungszustand B Kx = 4.0 x 10° M.
Dennoch sind beide Bindungskonstanten héher als der von Doxorubicin durch MST

bestimmte Wert.
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A B

C
Abbildung 30: Schematische Darstellung der moglichen DNA-Bindungsmodi von 7; A:

Bisinterkalation; B: Interkalation in zwei DNA-Molekile; C: einfache Interkalation

Um zu Uberprifen, ob das oben naher erlduterte Bindungsverhalten auch auf das
Doxorubicin-Dimer mit dem flexiblen Ethylenoxid-Rickgrat (8) zutrifft, wurde dieses
ebenfalls mit MST untersucht. Hierbei war jedoch zu beobachten, dass in Analogie zu
Doxorubicin nur eine Bindungskonstante auftrat. Daraus kann abgeleitet werden, dass
das Vorhandensein mehrerer Bindungszustdnde keine generelle Eigenschaft von
dimeren Doxorubicin-Molekulen sein muss. Vielmehr kdnnte die
Vernetzerbeschaffenheit einen entscheidenden Einfluss auf dieses Phanomen haben.
Das Doxorubicinderivat mit der flexiblen Ethylenoxid-Briicke hat aufgrund der gréReren
Beweglichkeit des Dimer-Ruckgrats wahrscheinlich eine hohere Tendenz zur
Bisinterkalation. Demgegeniber kénnte diese Fahigkeit fur 7 nicht so stark ausgepragt
sein, wodurch verschiedene DNA-Bindungsmodi ermdglicht werden. Ungeachtet
dessen wurde durch die MST-Messung die Bindungskonstante von 8 mit Kx = 4.7 x 10°
M bestimmt. Das bedeutet, dass auch dieses Dimer zu der Modell-DNA eine weitaus
starkere Bindung als Doxorubicin aufweist. Dabei liegt der erhaltene Wert zwischen

den beiden fir 7 beobachteten Bindungskonstanten.

3.1.3 Untersuchung der intrazellularen Arzneistoffverteilung durch

Fluoreszenzmikroskopie

Da durch Mikromalistab-Thermophorese gezeigt werden konnte, dass beide
synthetisierten Doxorubicin-Dimere eine hohere Affinitdt zu DNA-Molekillen aufweisen,

gilt es nun zu uberprifen, ob und wie effizient diese ihren Wirkort erreichen kénnen.
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Dafur wurden Hela-Zellen fir 24 Stunden mit einer 20 pM Lésung des

entsprechenden Dimers inkubiert und anschlieBend deren intrazellulare

Arzneistoffverteilung mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht.

Abbildung 31: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Zellaufnahme der beiden dimeren
Doxorubicin-Molekile — aufgenommen nach 24-stiindiger Inkubation einer 20 uM L6sung von 7
(linke Tafel) und 8 (rechte Tafel) in HeLa-Zellen

Die erhaltenen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind in Abbildung 31 zu
erkennen. Hierbei ist die mit den Doxorubicinderivaten verbundene Fluoreszenz rot
dargestellt. Die Anfarbung des Zellkerns wurde mit dem Hoechst-Farbstoff
(Blaufarbung) durchgeflihrt. Nach 24-stiindiger Inkubation zeigen sowohl 7 (linke Tafel)
als auch 8 (rechte Tafel) nur eine moderate Zellaufnahme. Des Weiteren kénnen die
beiden Dimere nur in geringem Male im Nukleus beobachtet werden, was anhand der
Kolokalisation von Doxorubicin und Hoechst und der daraus resultierenden violetten
Farbung erkennbar ist.

Obwohl 7 und 8 eine héhere DNA-Affinitat als Doxorubicin zeigen, weisen die beiden
Verbindungen nur eine schwache Zellinternalisierung sowie Akkumulation im Nukleus
auf, was fur eine starke Zytotoxizitdt unabdinglich ist. Um dieses Problem zu
Uberwinden, mussten die Substanzen weiter funktionalisiert werden. Dabei kdnnte die
Modifikation unter anderem mit einem Antikérper, welcher Uber Rezeptor-vermittelte
Endozytose eine Anreicherung des Arzneistoffs in der Zelle ermdglicht, erfolgen.
Daruber hinaus kann mit Antikdrperkonjugaten auf Uberexprimierte Tumorzellantigene
abgezielt werden, wodurch die Selektivitat des Doxorubicinderivates erhdht wird. Somit
stellt die Verknipfung des toxischen Agens mit einem Antikdrper einen
vielversprechenden Modifikationsansatz dar. Aus diesem Grund wurde ein weiteres
Doxorubicin-Dimer entworfen, welches die einfache Funktionalisierung mit

Zellaufnahme-steigernden Biomolekilen gestattet. Die zwischen Dimer und Biomolekdl
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entstehende Bindung kann durch intrazellulare Reduktionsmittel wie Glutathion wieder
gespalten werden und dadurch die Freisetzung der toxischen Fracht ermdglichen. Auf
die Darstellung und das DNA-Bindungsvermdgen dieses neuartigen funktionalen

Doxorubicinderivates wird in dem folgenden Abschnitt ausfuhrlich eingegangen.

3.2 Funktionale Doxorubicin-Dimere

3.2.1 Synthese und Charakterisierung

Doxorubicin-Dimere, welche eine zusatzliche funktionelle Gruppe tragen, die zur
Biokonjugation beféahigt, sind eine &ulerst kleine Molekullklasse. Die bereits
dargestellten funktionalen Doxorubicin-Dimere sind zudem Uberaus
hydrolyseempfindlich, wodurch deren Anwendung unter physiologischen Bedingungen
limitiert wird.®? Formal betrachtet besitzen die Verbindungen 7 und 8 mit ihren beiden
Aminogruppen weitere funktionelle Gruppen, die zur Modifikation herangezogen
werden konnen. Dieser Modifikationsansatz ist aufgrund der sich verringernden
Loslichkeit und Zytotoxizitat ungeeignet.

Um diese Problematik zu bewaltigen, wurde daher ein neuartiger heterotrifunktionaler
Vernetzer entwickelt. Dabei soll der Vernetzer neben zwei Aminooxy-Gruppen, welche
zur Ausbildung von hydrolysestabilen Oximen mit Doxorubicin befahigen, eine weitere
funktionelle Gruppe tragen, welche bioorthogonale Modifikationen erlaubt. Obwohl eine
Vielzahl an funktionellen Gruppen dafilir geeignet ware, ist die Einfiihrung eines 2-
Pyridyldisulfides in der Biokonjugationschemie in vielerlei Hinsicht vorteilhaft. Im
Vergleich zur ,Click“-Chemie kann auf den Einsatz toxischer Kupferkatalysatoren
verzichtet werden, da die Reaktion von Pyridyldisulfiden mit freien Thiolen unkatalysiert
und in sehr guten Ausbeuten durchgefiihrt werden kann.¥ Dabei kommt es zu einem
raschen irreversiblen Disulfidaustausch, und der Farbstoff 2-Pyridinthion, welcher keine
Nebenreaktionen eingehen kann, wird frei. Der Reaktionsverlauf Iasst sich anhand der
charakteristische Absorption des Chromophors bei 343 nm verfolgen.?* Aufgrund des
schnellen und irreversiblen Disulfidaustausches in Gegenwart von Sulfhydrylgruppen
werden Pyridyldisulfide auch als aktivierte Thiole bezeichnet. Darlber hinaus kann das
Pyridyldisulfid als Schutzgruppe fungieren, da es im Gegensatz zum freien Thiol
bereits oxidiert vorliegt.

Um das reaktive 2-Pyridyldisulfid in den Vernetzer einzufihren, wurde daher zunachst
2-(2-Pyridyldithio)ethylamin-Hydrochlorid (10) dargestellt (Abbildung 32). Gemal der

Literatur wurde 9 mit einem Uberschuss an 2,2’-Dipyridyldisulfid in Methanol
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umgesetzt.* Nach dem Riihren lber Nacht wurde das Reaktionsgemisch in
Diethylether ausgeféllt, der entstandene Niederschlag abfiltriert und zusatzlich mit
Diethylether gewaschen. Die dabei erhaltene Substanz enthielt kleine Mengen an
Pyridinthion, was an der gelblichen Farbung zu erkennen war, und wurde daher erneut
in wenig Methanol geldst und in Diethylether ausgeféllt. Das erneute Ausfallen lieferte
das Produkt 10 als farblosen Feststoff in hoher Ausbeute. Die Ausbildung des
Disulfides von Cysteamin-Hydrochlorid konnte durch das Arbeiten in frisch entgastem

LAésungsmittel unter Argon vermieden werden.
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Abbildung 32: Darstellung des reaktiven 2-(2-Pyridyldithio)ethylamin-Hydrochlorid; (a) 2,2'-
Dipyridyldisulfid (6 eq), MeOH, Argon, tber Nacht, r.t., quantitative Ausbeute

Durch  anschlielende  NMR-spektroskopische und  massenspektrometrische
Charakterisierung von 10 konnte gezeigt werden, dass durch mehrfaches Umféllen das
Produkt in ausgezeichneter Reinheit erhalten und somit ohne weitere Aufreinigung
umgesetzt werden kann.

Das Protonenspektrum von 2-(2-Pyridyldithio)ethylamin-Hydrochlorid ist in der
folgenden Abbildung dargestellt (Abbildung 33). Anhand der Integrale ist eindeutig zu
erkennen, dass die vier aliphatischen Protonen (f, g) den zu erwartenden vier
aromatischen Protonen (a, ¢, d, e) entsprechen. Des Weiteren kann das
charakteristische breite Singulett bei 8.30 ppm dem protonierten Amin zugeordnet
werden. Die Ethylensignale von 10 werden als Multiplett detektiert, wohingegen die
aliphatischen Protonen von 9 zwei Tripletts bei 2.93 und 2.70 ppm ergaben. Mit Hilfe
dieser Informationen und des erhaltenen Massenspektrums konnte das Vorhandensein
von Edukten sowie eines Disulfides von Cysteamin-Hydrochlorid ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 33: 'H-NMR-Spektrum von 2-(2-Pyridyldithio)ethylamin-Hydrochlorid (10) in DMSO-
o® (300 MHz)

Die geringe GrofRRe sowie deren mannigfaltiges Repertoire an funktionellen Gruppen
machen natlrliche Aminosduren zu einer potenten Ausgangssubstanz bei der
Darstellung von Vernetzer-Systemen.”® Die Aminoséure Lysin besitzt mit ihren beiden
Aminogruppen und der Carbonsdure bereits drei funktionelle Gruppen. Durch
Anwendung geeigneter Schutzgruppen kdnnen die unterschiedlichen Funktionalitaten
selektiv modifiziert werden.

Daher wurde das kommerziell erhaltliche N,N’-Di-Boc-L-Lysindicyclohexylammonium-
Salz als Grundgerist flr den im Folgenden beschriebenen Vernetzer verwendet. Um
das flr die Biokonjugation bendtigte reaktive Thiol in den Vernetzer einzufihren, wurde
die geschitzte Aminosaure mit 10 in DMF umgesetzt (Abbildung 34; a). Dabei wurde
als Kupplungsreagenz TSTU, welches in situ einen NHS-Ester der Carbonséaure
erzeugt, sowie die Hilfsbase DIPEA verwendet, um das bendtigte unprotonierte Amin
von 10 wahrend der Reaktion zu generieren. Obwohl der Grofdteil des
Dicyclohexylamin bei der Amidkupplung als Hydrochlorid ausfiel, wurde ein geringer
Teil mit der Aminosaure verknipft. Durch abschlieRende Aufreinigung an Kieselgel

konnte 12 in 78 % Ausbeute als farbloses Ol erhalten werden. Im Anschluss daran
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mussten zur weiteren Modifikation zunachst die Boc-Schutzgruppen entfernt werden.
Unter den zahlreichen Entschitzungsbedingungen hat sich erneut ein Gemisch von
aquivalenten Anteilen an DCM und TFA als praktikabel erwiesen." Die Entschiitzung
war nach einer Stunde vollstandig abgeschlossen. GemahR
Dunnschichtchromatographie konnte eine Substanz ungleich des Eduktes 12 detektiert
werden. Nach dem Entfernen des Ldsungsmittels und des Reagenz wurde daher die
entschitzte Aminosdure ohne weitere Charakterisierung umgesetzt. Der erhaltene
olige Ruckstand wurde im Hochvakuum weiter getrocknet, um das Vorhandensein von
TFA weitestgehend zu minimieren. Da trotzdem das TFA-Salz der entschitzten
Verbindung vorliegt, wurden die Aminooxy-Gruppen mit 4 angefiigt, denn eine In-situ-
Kupplung mit 3 in Gegenwart von TSTU kdnnte zu Nebenprodukten durch TFA-
Ankopplung filhren. Um den Einfluss von TFA weiter zu reduzieren, wurde bei der
Ausbildung der Amidbindung mit dem NHS-Ester ein Uberschuss an DIPEA
verwendet. Der vollstdndige Umsatz zu 13 gelang innerhalb weniger Stunden, und der
Vernetzer konnte durch anschlieBende Aufreinigung an Kieselgel in hoher Reinheit als
farbloser Feststoff erhalten werden. Die Gesamtausbeute iber alle Stufen lag bei 58 %
und ermdglichte somit die Darstellung des heterotrifunktionalen Vernetzers im Gramm-
MaBstab aus leicht zuganglichen kommerziell erhaltlichen Edukten.
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Abbildung 34: Synthese des heterotrifunktionalen Vernetzers 13; (a) N,N’-Di-Boc-L-
Lysindicyclohexylammonium-Salz (1 eq), 10 (1.1 eq), TSTU (1.1 eq), DIPEA (4 eq), DMF,

Argon, 4 h, r.t., 78 % (b) DCM/TFA (1:1), 1 h, r.t., quantitative Ausbeute (c) DIPEA (10 eq), 4 (2
eq), DMF, Argon, 3 h, r.t.,, 81 %

Das Vernetzerreagenz sowie der synthetische Vorlaufer 12 wurden eingehend mit
NMR-Spektroskopie und MALDI-TOF-Massenspektrometrie untersucht. Anhand der
massenspektrometrischen Daten von 13 ist ersichtlich, dass beide Aminogruppen die
geschitzte Aminooxy-Funktionalitat tragen. Darlber hinaus kann die strukturelle
Identitat der beiden Verbindungen mittels 1H-NMR-Spektroskopie bestatigt werden.

Dabei kdnnen die amidischen Protonen sowie deren sich verandernde chemische
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Verschiebung als ausgezeichneter Anhaltspunkt bei der Charakterisierung verwendet
werden. Das Dublett des Amides, welches sich am chiralen C-Atom befindet, weist in
12 eine chemische Verschiebung von 6.83 ppm auf. Im Gegensatz dazu erscheint
dieses Proton im Vernetzer hin zu 8.10 ppm tieffeldverschoben. Des Weiteren sind die
neu vorhandenen Amide der Aminooxy-Funktionalitdten als Singulett bei 10.32 und
10.29 ppm im Protonenspektrum zu erkennen. Dariiber hinaus kénnen mit den "*C-
NMR-Spektren von 12 und 13, welche in der nachfolgenden Abbildung dargestellt sind,
zusatzliche Informationen gewonnen werden (Abbildung 35). Dabei wurde das
,Attached Proton Test (APT)“Experiment verwendet, hier sind sekundare und
quaternare Kohlenstoffatome auf der Losungsmittelseite sowie primare und tertiare auf
der gegenuberliegenden Seite zu erkennen. Dadurch kénnen die quaternaren Amid-
Kohlenstoffatome im Tieffeld leicht von den primaren aromatischen Kohlenstoffatomen
unterschieden werden. So kann ebenfalls das Auftreten zweier zusatzlicher Peaks bei
167.7 und 167.9 ppm (b) fir 13 beobachtet werden (Abbildung 35; B). Diese beiden
Signale entsprechen den neu formierten Amiden der Aminooxyessigsaure. Die
Methylenkomponenten, welche die Aminooxy-Funktionalitaten tragen, liefern zwei
Signale bei 74.8 respektive 74.6 ppm (j) und werden auf der Lésungsmittelseite
detektiert, wie es fur das sekundare Kohlenstoffatom zu erwarten ist. Des Weiteren
wird anhand des intensiven Peaks bei 27.9 ppm deutlich, dass die Schutzgruppe (o)

von 13 nach wie vor vorhanden ist (Abbildung 35; B).
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Abbildung 35: (A) "C-NMR-Spektrum von Verbindung 12 in DMSO-d® (300 MHz, APT-
Experiment), (B) "’C-NMR-Spektrum von Verbindung 13 in DMSO-d® (300 MHz, APT-
Experiment)

Mit Hilfe der NMR-spektroskopischen und massenspektrometrischen Charakterisierung

von 13 konnte die Struktur des Vernetzers bestatigt werden, so dass anschlielRend die
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Dimerisierung des Arzneistoffes durchgefihrt werden kann. Dabei dient das 2-
Pyridyldisulfid des Vernetzer-Molekils nicht nur der Aktivierung des Thiols, sondern
fungiert gleichzeitig als Schutzgruppe wahrend der Ausbildung des Oxims mit
Doxorubicin. Dadurch kann das Auftreten von intermolekularer  Disulfidbildung
vermieden werden.

Um das funktionale Doxorubicin-Dimer 14 darzustellen, wurden zunachst die Boc-
Schutzgruppen mit einem Gemisch von TFA in DCM entfernt. Nach einer Stunde
Reaktionszeit war die Entschutzung bereits vollstandig abgeschlossen, und nur eine
einzige Substanz konnte durch Dinnschichtchromatographie beobachtet werden. Das
Lésungsmittel und TFA wurden im Vakuum entfernt, und der dlige Ruckstand wurde
mit einem Uberschuss an Doxorubicin in einem Gemisch aus DMF und
Natriumacetatpuffer umgesetzt (pH 4.8). Das Voranschreiten der Reaktion wurde
mittels analytischer RP-HPLC Uberprift. Dabei war zu beobachten, dass der
Produktpeak und der Peak von Doxorubicin nahe beieinander lagen. Nach 24 h konnte
keine Weiterentwicklung anhand der erhaltenen Chromatogramme detektiert werden.
Aufgrund der Nahe der Peaks von 14 und Doxorubicin wurde die Reaktionsmischung
zundchst durch GPC an Bio-Gel P2 unter Verwendung von neutralem
Triethylammoniumacetatpuffer als Eluent aufgereinigt. Diese Prozedur flihrte zur
erfolgreichen Entfernung des Uberschusses an Doxorubicin. Durch anschlieBende

Aufreinigung mittels praparativer RP-HPLC konnte das Produkt isoliert werden.
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Abbildung 36: Modifikation des Vernetzer 13 mit Doxorubicin; (a) DCM/TFA (1:1), 1 h, r.t.,
quantitative Ausbeute (b) Doxorubicin-Hydrochlorid (2.2 eq), 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH
4.8), DMF, 24 h, r.t., 71 %

Die entsprechende Masse des isolierten funktionalen Doxorubicin Dimers konnte im
MALDI-TOF-Spektrum detektiert und die vollstandige Sturkturaufklarung von 14 durch
geeignete 2D-NMR-Experimente (COSY, NOESY, TOCSY) erreicht werden. Das
Protonenspektrum der synthetisierten Verbindung ist in Abbildung 37 dargestellt.
Anhand der Aromatensignale der Pyridyl-Gruppe und des Doxorubicin ist das zu
erwartende Verhaltnis eindeutig zu erkennen, da fir Peak a genauso wie fur die beiden
Peaks von f ein Integral von 1 erhalten wird. Dadurch kann ausgeschlossen werden,
dass noch freies Doxorubicin vorhanden ist. Wie schon bei den vorangegangen
Verbindungen beobachtet wurde, kdnnen die aliphatischen Hydroxygruppen sowie die
phenolischen Protonen des Arzneistoffs kaum ausgemacht werden. Lediglich Peak i
kann Hydroxygruppen zugeordnet werden. Um welche genau es sich dabei handelt,
konnte jedoch auch durch 2D-NMR-Spektroskopie nicht aufgeklart werden. Durch die
COSY-, NOESY- und TOCSY-Experimente wurde aber dennoch gezeigt, dass sich
eine Vielzahl von Signalen unter dem Peak von Wasser befindet. Diese Protonen sind
durch den Buchstabe o der in Abbildung 37 dargestellten Struktur veranschaulicht. Im
Vergleich zu den beiden dargestellten Doxorubicinderivaten 7 und 8 kann das
Acetatgegenion im NMR-Spektrum nicht detektiert werden, da andernfalls ein scharfes
Singulett um 2 ppm wie in Abbildung 27 zu sehen waére. Dies fuhrt dazu, dass das

Diamin von 14, im Gegensatz zu einem entsprechenden Acetat-Salz, nur eine geringe
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Wasserloslichkeit aufweist. Trotzdem kann es aufgrund der Basizitdt des freien
aliphatischen Amins leicht in sauren sowie neutralen Acetat- und Phosphatpuffern
protoniert beziehungsweise geldst werden. Eine ausreichende Wasserloslichkeit von
14 ist fur die folgenden Biokonjugationschritte unabdinglich, da hierbei ausschlief3lich

im wassrigen Medium gearbeitet werden kann.
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Abbildung 37: 'H-NMR-Spektrum des neuartigen funktionalen Doxorubicin-Dimers in DMSO-d°
(700 MHz)

Neben NMR-Spektroskopie und MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde das
funktionale Doxorubicin-Dimer mit RP-HPLC charakterisiert. Dadurch konnte die
Reinheit der isolierten Substanz bestimmt werden, wobei kein signifikanter Peak flr
freies Doxorubicin erhalten wurde. Das HPLC-Chromatogramm von 14 ist in Abbildung
38 dargestellt. Daflr wurde eine 1 mM Lésung in phosphatgepufferter Salzlésung (pH
7.4) angesetzt und 15 pl dieser Ldsung in das Gerat injiziert. Das Chromatogramm
wurde bei der charakteristischen Absorption von Doxorubicin bei 480 nm
aufgenommen und lieferte eine Retentionszeit von 23.23 Minuten fir das funktionale
Doxorubicin-Dimer. Durch anschlieRende Peakintegration konnte die Reinheit von 14

mit 95.1 % bestimmt werden.
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Abbildung 38: HPLC-Chromatogramm des isolierten funktionalen Doxorubicin-Dimers

Das dargestellte Doxorubicin-Dimer 14 ist in seinen Eigenschaften einzigartig, da es
neben den beiden hydrolysestabilen Oximen ein 2-Pyridyldisulfid aufweist. Dadurch
kann 14 leicht mit Thiol-tragenden Polymeren oder Biomolekllen wie Antikérpern,
Kernlokalisierungssequenzen und zellpenetrierenden Peptiden unter Ausbildung von
Disulfiden umgesetzt werden. Diese neu generierten Bindungen kdénnen durch die
reduktiven Bedingungen im Nukleus und Zytosol von Zellen vermittelt durch Glutathion
wieder gespalten werden, wodurch der dimere Arzneistoff intrazellular freigesetzt
wird.*% Dieser Modifikationsansatz ist in der Biokonjugationschemie gegeniiber der
Verwendung von Maleimiden oder a-Haloacetylen, welche stabile Thioether mit
Sulfhydrylgruppen ausbilden, weitaus attraktiver.*"

Des Weiteren vermag das funktionale Doxorubicin-Dimer bei entsprechender
Modifikation mit den oben genannten Biomolekilen die Limitierungen der beiden
vorangegangenen Dimere 7 und 8 in Form von verringerter Akkumulation des
Arzneistoffs im Cytosol sowie Nukleus zu Uberwinden. Unter Berlcksichtigung der
verfolgten Idee, dass dimere Doxorubicin-Molekule aufgrund verbesserter DNA-Affinitat
zytotoxischer wirken, wurde 14 ebenfalls mit MST untersucht. Hierbei stellte sich

heraus, dass 14 genau wie die beiden anderen Dimere eine héhere Bindungsaffinitat
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als Doxorubicin besitzt. Die durch MST ermittelte Bindungskonstante K = 6.4 x 10° M’
lag dabei sogar hoher als die von 8.

Da starkere DNA-Bindung und daraus resultierende erhdhte Toxizitat sich negativ auf
gesundes Gewebe auswirken kénnte, muss flir Dimere auch das Konzept der
Tumoradressierung berucksichtigt werden. Denn eine selektive Eliminierung von
Tumorzellen ermdglicht dementsprechend den Einsatz &aulerst zytotoxischer
Substanzen. Aus diesem Grund wurde 14 zunachst zur Darstellung eines
Antikérperkonjugates verwendet, um den Arzneistoff jedoch nicht nur spezifisch in
Tumorzellen abzugeben, sondern auch Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose in

Krebszellen anreichern zu kénnen.

3.2.2 Biokonjugation von Immunglobulin G

Antikérper-Arzneistoff-Konjugate spielen bei der gezielten Abgabe von Wirkstoffen in
das Tumorgewebe eine wichtige Rolle. Diese rasch anwachsende Klasse von
Biokonjugaten vereint dabei die zytotoxischen Eigenschaften des Arzneistoffes mit der
gezielten Adressierung von Antigenen auf Tumorzellen vermittelt durch
Vernetzerreagenzien."? Dabei erméglicht der Vernetzer durch hydrolytische,
enzymatische oder reduktive Spaltung die Abgabe des Arzneistoffes in die
Tumorumgebung.”?!

Mit dem dargestellten funktionalen Doxorubicin-Dimer (14) wird der Zugang zu
derartigen Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten durch das 2-Pyridyldisulfid, welches die
Ausbildung von Disulfidbindungen mit Thiolen gestattet, erméglicht. Allerdings besitzen
die meisten Antikérper keine freien Sulfhydrylgruppen in Form von Cysteinen. Diese
liegen typischerweise als Disulfidbricke oxidiert vor und sind fir die Struktur und
Funktion von fundamentaler Bedeutung.” Um diese cystinischen Disulfidbriicken
zuganglich zu machen, kénnen Reduktionsmittel wie Dithiothreitol oder Tris(2-
Carboxyethyl)phosphine-Hydrochlorid verwendet werden. Jedoch kann dadurch der
native Antikorper in seiner Funktionsweise erheblich eingeschrankt werden. Im
Gegensatz dazu befinden sich auf der Antikérperoberflache zahlreiche Aminogruppen
der Aminosaure Lysin. Mit Hilfe von 2-Iminithiolan, auch bekannt als Traut’s Reagenz,
kénnen diese zur selektiven Darstellung von freien Thiolen auf der
Antikérperdberflache verwendet werden.”® Diese Form der Konjugatbildung ist in
mehrfacher Hinsicht vorteilhaft, da nicht nur homogene Produkte erhalten werden,
sondern auch durch intrazelluldare Reduktionsmittel spaltbare Disulfide, welche eine

Abgabe der toxischen Fracht in der Zelle ermoglichen.
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3.2.2.1 Darstellung des Biokonjugates

Um den Antikdérper Immunglobulin G mit 14 umzusetzen, wurden zunachst die freien
Sulfhydrylgruppen mit 2-Iminothiolan-Hydrochlorid (16) eingefiihrt (Abbildung 39).
Dafiir wurde IgG (15) mit zehn Aquivalenten von 16 in Phosphatpuffer bei 37°C fiir 90
Minuten auf einem Orbitalschuttler umgesetzt. Dabei ist die Triebkraft der Reaktion die
rasche Offnung des cyclischen Thioimidate-Esters in Gegenwart von Nukleophilen
unter neutralen wassrigen Bedingungen. Diese Modifikation wurde gemaf einer
Literaturvorschrift durchgefuhrt, welche die Generierung von bis zu vier freien Thiolen
auf der Antikdrperoberflache erméglicht.“”! Nach beendeter Reaktionsdauer wurde die
Reaktionsldsung durch Ultrafiltration eingeengt und mit 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.4)
gewaschen, um unreagiertes 2-Iminothiolan zu entfernen. Durch Verwendung von
geeigneten Molekulargewichts-AusschlussgroRen konnte das thiolierte 1gG (17) in
quantitativer Ausbeute erhalten werden. Da die Struktur von Antikérpern duRerst
sensitiv auf exogene Einflisse reagiert, wurde 17 immer in phosphatgepufferter
Lésung gehalten. Um die Oxidation der generierten Sulfhydrylgruppen von 17 zu

vermeiden, wurde der thiolierte Antikrper ohne weitere Charakterisierung umgesetzt.

HS Yy
@NH,

@ day

Abbildung 39: Thiolierung von IgG; (a) 16 (10 eq), 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.2 — 0.15 M NaCl,
10 mM EDTA), 90 min, 37°C, quantitative Ausbeute

Der thiolierte Antikérper wurde in 500 pl Phosphatpuffer (pH 7.4) aufgenommen und
mit einem Uberschuss (20 eq) von 14 fir drei Stunden bei 37°C auf einem
Orbitalschuttler umgesetzt. Nach vollstandiger Funktionalisierung der Thiole konnte der
Uberschuss des funktionalen Doxorubicin-Dimers durch GPC an Bio-Gel P2 unter
Verwendung von Phosphatpuffer entfernt werden. Die isolierten roten
Produktfraktionen von 18 wurden anschliefend durch Ultrafiltration aufkonzentriert und
mittels SDS-PAGE untersucht.
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Abbildung 40: Biokonjugation des thiolierten Antikdrpers mit dem funktionalen Doxorubicin-
Dimer; (a) 14 (20 eq), 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.4), 3 h, 37°C, quantitative Ausbeute

3.2.2.2 Gelelektrophoretische Analyse

Die Charakterisierung des dargestellten Doxorubicin-IgG-Konjugates erfolgte durch
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. In der folgenden Abbildung 41
ist das entsprechende Gel dargestellt. Der linke Teil zeigt die erhaltenen Protein-
respektive Antikérperbanden nach Anfarbung mit Coomassie-Brilliant-Blau. Darlber
hinaus wurde die intrinsische Fluoreszenz des Arzneistoffes verwendet, um die
Doxorubicin zugehorigen Banden nach Anregung mit einer UV-Lampe sichtbar zu
machen (rechter Teil). In der zweiten Spur wurde ein Proteinstandard aufgetragen, um
die erhaltenen Antikorperbanden einem entsprechenden Molekulargewicht zuordnen
zu konnen.

Spur 1 zeigt die intensive Bande des Doxorubicin-lgG-Konjugates und entspricht
annahernd der des nativen Antikoérpers (Spur 3, linker Teil). Anhand der rechten Tafel
ist eindeutig zu erkennen, dass der native Antikorper wie zu erwarten keine
Fluoreszenz aufweist. Jedoch zeigt 18 eine intensive fluoreszierende Bande, welche
einem hohen Molekulargewicht zugeordnet werden kann, so dass das Vorhandensein
von freiem funktionalen Doxorubicin-Dimer eindeutig ausgeschlossen werden kann.
Des Weiteren ist die zweite Bande des Molekulargewichtsstandards (160 kDa) in guter
Ubereinstimmung mit dem zu erwartenden Molekulargewicht von IgG (ungefahr 150
kDa). Eine ahnliche Bande wird ebenfalls fur 18 erhalten, da drei bis vier Einheiten von
14 das Molekulargewicht des Antikérpers nur geringfigig beeinflussen. Um die
Fluoreszenz des Doxorubicin-lgG-Konjugates detektieren zu kdnnen, wurde eine

entsprechend grofRe Menge von 18 aufgetragen, wodurch auf der linken Tafel oberhalb
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der Produktbande eine weitere schwache Bande zu erkennen ist. Dabei handelt es
sich aufgrund der fehlenden Fluoreszenz und des hohen Molekulargewichtes
wahrscheinlich um einen geringen Anteil an IgG-Disulfid. Um die reduktive Freisetzung
des Arzneistoffes naher zu Uberprifen, wurden die reduzierten Proben von 15 und 18
ebenfalls untersucht. In Spur 4 ist das reduzierte IgG dargestellt. Hier werden zwei
deutliche Banden mit Molekulargewichten um die 50 sowie 20 kDa erhalten. Diese
entsprechen den beiden leichten (ungefahr 25 kDa) und schweren Ketten (ungefahr 25
kDa) des Antikorpers, welche typischerweise Uber Disulfidbricken miteinander
verbunden sind. Ein &hnliches Verhalten wird auch fir die reduzierte Probe von 18
beobachtet, wobei den beiden Ketten keine Fluoreszenz zugeordnet werden kann.
Jedoch ist in Spur 5 auf der rechten Seite eindeutig Fluoreszenz im niedrigen

Molekulargewichtsbereich zu erkennen, was flr eine hoch effiziente reduktive

Abspaltung des dimeren Arzneistoffes spricht.

1 2 3 4 5
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110 kDa
80 kDa
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18 st IgG I1gG 18 18 st IgG I1gG 18
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Abbildung 41: SDS-PAGE von 18 und nativem IgG sowie deren reduzierten Spezies; (linke
Tafel) Visualisierung der Protein- und Antikérperbanden durch Anfarbung mit Coomassie-
Brilliant-Blau;  (rechte  Tafel) Veranschaulichung der erhaltenen Banden durch

Fluoreszenzanregung
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Anhand der gelelektrophoretischen Charakterisierung von 18 konnte die
Leistungsfahigkeit des Doxorubicin-Dimer-Antikdrperkonjugates verdeutlicht werden.
Unter reduktiven Bedingungen wurde der dimere Wirkstoff hdchst effizient wieder
freigesetzt beziehungsweise abgespalten, wodurch das funktionale Doxorubicin-Dimer
die Darstellung von Biokonjugaten gestattet, welche die intrazellulare
Arzneistoffabgabe ermdglichen. Aufgrund der Tatsache, dass fiir die beiden Dimere 7
und 8 nur eine geringe Zellaufnahme beobachtet werden konnte, wurde das
funktionale Doxorubicin-Dimer ebenfalls mit einem zellpenetrierenden Peptid
modifiziert, da diese sowohl endozytotisch als auch durch direkte Translokation
aufgenommen werden koénnen. Die Synthese und Charakterisierung dieses
Doxorubicin-Dimer-Peptidkonjugates wird in einem folgenden Abschnitt ausfuhrlich
diskutiert.

Das in diesem Kapitel abschlieRend dargestellte Doxorubicin-Dimer-Antikdrperkonjugat
besitzt nicht nur die Eigenschaft den Wirkstoff in Gegenwart von Reduktionsmitteln
abzugeben, sondern kénnte ebenfalls selektiv auf Gberexprimierte Tumorzellantigene
abzielen. Somit stellt dieses Konjugat eine vielversprechende Verbindung fir die
gezielte Rezeptor-vermittelte Aufnahme von hoch DNA-affinen Doxorubicin-Dimeren in
Krebszellen dar. In dem folgenden Teil dieser Arbeit spielt die selektive Adressierung
von Tumoren weiterhin eine wichtige Rolle, wobei auf die potenten Fahigkeiten eines

kleinen Molekiils, dem Somatostatin-Analogon Octreotid, zurtickgegriffen wird.
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4 Doxorubicinderivate far die zielgerichtete

Wirkstoffabgabe in Tumoren

Doxorubicin wird seit mehreren Jahrzehnten erfolgreich in der Krebstherapie
eingesetzt.! Jedoch wird die Anwendung durch die geringe Selektivitat des
Arzneistoffes fir tumorales Gewebe limitiert, so dass gesundes Gewebe oftmals in
Mitleidenschaft gezogen wird. Um diese Limitierung zu Uberwinden, wird Doxorubicin
unter anderem in Liposomen verkapselt appliziert, wodurch die Akkumulation des
Arzneistoffes im Tumorgewebe (iber den EPR-Effekt erfolgen kann.”* Dabei handelt
es sich formal betrachtet um eine passive Adressierung der Krebszellen. Um jedoch
Tumorzellen aktiv mit Doxorubicin zu adressieren, mussen deren veranderter
Metabolismus und die damit verbundene Uberexprimierung von Rezeptoren oder
Antigenen genutzt werden. Hierbei spielen Doxorubicin-Antikdrper-Konjugate eine nicht
zu unterschatzende Rolle.! Allerdings sind die zytotoxischen Eigenschaften meist
stark vermindert, da die Beladungsdichte der Antikdrper gering gehalten werden muss,
um deren Antigenbindungsvermdgen nach wie vor ausreichend zu gewéhrleisten.®
Des Weiteren sind hoch selektive monoklonale Antikorper in der Produktion sehr teuer
und kénnen unspezifische Immunreaktionen auslésen. Die gezielte Adressierung
Uberexprimierter Tumorzellrezeptoren mit Peptidhormon-Doxorubicin-Biokonjugaten
stellt ebenfalls eine potente Strategie in der Bekampfung von Krebs dar.

Hierbei sind die kleinen Aminosduresequenzen von Bombesin, Gonadoliberin,
Neurotensin und Somatostatin fiir die Adressierung hervorragend geeignet.”!
Besonderes Interesse gilt in diesem Zusammenhang dem Neuropeptidhormon
Somatostatin, das hoch affin an die entsprechenden fiinf Rezeptorsubtypen binden
kann.®! Die Anwendung dieses 14-Aminoséuren umfassenden Peptids wird jedoch
durch dessen geringe Halbwertszeit limitiert. Synthetische Somatostatin-Analoga wie
Lanreotid, Octreotid oder Vapreotid kénnen durch Einbau von D-Aminosauren und
kirzere Sequenzen deutlich langere Halbwertszeiten erreichen, was diese fir
therapeutische Anwendungen (iberaus interessant macht.”) Damit Somatostatin und
seine synthetischen Abkémmlinge hoch affin an Rezeptoren binden kdnnen, spielen
zwei Strukturelemente eine wichtige Rolle. Zum einen die durch Cysteine vermittelte
Disulfidbricke, welche eine zyklische rigide Form erméglicht, und zum anderen das

tetramere Aminosauremotiv FWKT, das fiir Rezeptorinteraktion verantwortlich ist.'”
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Aufgrund der geringen Halbwertszeit des Peptides finden Doxorubicin-Somatostatin-
Biokonjugate bislang keine klinische Anwendung. Vielmehr wird Doxorubicin in
Verbindung mit Octreotid eingesetzt. Dabei ist die direkte Funktionalisierung unublich,
wobei oftmals die Hille von Liposomen und Mizellen zur verbesserten Adressierung
mit Octreotid modifiziert wird.""'? Obwohl das Peptid eine ausgezeichnete
Adressierung von Tumoren ermdglicht, sind bis heute nur die von Nagy et al.
dargestellten Doxorubicin-Somatostatin-Analoge-Hybridstrukturen bekannt.!'*' Dabei
ist der Arzneistoff mit seinem primaren Alkohol Gber Glutarsdure mit dem N-Terminus
des Peptides verknlpft. Die beiden wichtigen Strukturelemente (Abbildung 42) bleiben
bei dieser Art der Modifizierung vollstandig erhalten. Allerdings ist der Ester, welcher
Doxorubicin mit dem Peptid verknlpft, hydrolyseempfindlich, was die Applikation unter
physiologischen Bedingungen erheblich erschwert.

Das im folgenden Kapitel beschriebene neuartige Doxorubicin-Octreotid-Konjugat
ermdglicht die Darstellung einer hydrolysestabilen Verbindung, wobei fur die
Modifikation auf das Disulfid als Strukturelement in vielerlei Hinsicht zuriickgegriffen
wird. Dafur wurde ein Disulfid-interkalierendes Vernetzerreagenz entwickelt, welches
den Arzneistoff mit dem Peptid verknupft, ohne die Struktur von Octreotid signifikant zu

verandern.
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Abbildung 42: Struktur von Octreotid-Diacetat; (orange) strukturgebendes Disulfid; (blau)

Rezeptorinteraktion vermitteIndes tetrameres Aminosauremotiv FWKT
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4.1 Doxorubicin-Octreotid-Hybrid

4.1.1 Synthese und Charakterisierung

Disulfid-interkalierende Reagenzien gehoéren zu einer jungen Substanzklasse, welche
in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung in der Biokonjugationschemie
gewonnen hat. Mit Hilfe dieser Modifikationsstrategie kénnen komplexe Proteine
selektiv funktionalisiert werden, ohne dabei deren Struktur und Funktion zu
beeintrachtigen.>'® Das von Brocchini et al. synthetisierte Reagenz setzt jedoch eine
aufwendige Darstellung voraus, und die abschlieRende Proteinmarkierung bendétigt
lange Reaktionszeiten, bei oftmals unbefriedigenden Ausbeuten."'® Im Gegensatz
dazu sind funktionale bis-Bromomaleimide synthetisch leicht zuganglich, und
ermoglichen die Verbrickung reduzierter Disulfide in guten Ausbeuten innerhalb

weniger Stunden."!

| N—R
20 02<S Br \

21

Abbildung 43: Disulfid-interkalierende Reagenzien!'"'!

Bei beiden Modifikationsansatzen werden mit den Sulfhydrylgruppen der Cysteine
stabile Thioether ausgebildet, die praktisch nicht reduzierbar sind. Das in der folgenden
Abbildung dargestellte neuartige Disulfid-interkalierende Reagenz gestattet die
Ausbildung zweier leicht reduzierbarer Disulfide vermittelt durch 2-Pyridyldisulfide.
Dadurch wird ermdglicht Substanzen intrazellular durch erhdéhtes Glutathion wieder

abzuspalten.®”!
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Abbildung 44: Neuartiger spaltbarer Disulfid-Interkalator

Somit stellt das neu entwickelte Interkalatorreagenz eine leistungsstarke Verbindung

fur die Synthese des Doxorubicin-Octreotid-Biokonjugates dar. Dabei wird durch
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Verwendung des Aminosauregeristes von Glutaminsdure die Einflhrung einer
weiteren funktionellen Gruppe gestattet, welche die Verknipfung mit Doxorubicin
ermoglicht. Um die Darstellung des Doxorubicin-Octreotid-Hybrides zu bewerkstelligen,
wurde daher die Boc-geschitzte Aminosdure (23) =zunachst mit 2-(2-
Pyridyldithio)ethylamin-Hydrochlorid ~ (10) in  Gegenwart von TSTU als
Kupplungsreagenz und DIPEA als Hilfsbase umgesetzt (Abbildung 45). Nach wenigen
Stunden war die Amidkupplung gemal Dinnschichtchromatographie vollstandig
abgeschlossen.  Anschlielend konnten  durch  Waschen mit  gesattigter
Natriumchlorididsung Rulckstdnde des Kupplungsreagenzes entfernt werden.
Kieselgelchromatographie des erhaltenen Rohproduktes lieferte die reine Verbindung
24 als gelbliches Ol in hoher Ausbeute.

Neben dem Disulfid-interkalierenden Strukturelement wurde eine Aminooxy-
Funktionalitdt in das Reagenz eingefiihrt, um die Ausbildung eines Oxims mit
Doxorubicin zu erlauben. Dafiir wurde zu Beginn die Schutzgruppe der Aminosaure
unter den bereits beschriebenen sauren Bedingungen entfernt.?"! Dabei wies die
Verbindung eine hervorragende Stabilitdt auf, so dass das erhaltene freie Amin des
Aminoséaurederivates anschlieBend mit einem kleinen Uberschuss des Aktivesters der
Boc-Aminooxyessigsdure umgesetzt wurde. Die Ausbildung der neu formierten
Amidbindung war innerhalb kirzester abgeschlossen, und der leichte Uberschuss des
Aktivesters konnte durch Chromatographie an Kieselgel entfernt werden. Dabei wurde
das Produkt 25 als schwach gelbes Ol in guter Ausbeute erhalten. Die
Gesamtausbeute von 67 % Uber beide Stufen ermdglichte die Darstellung des
neuartigen Disulfid-interkalierenden Vernetzers (25) in, fur biologische Anwendungen,

ausgezeichneten Mengen.
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Abbildung 45: Synthese des Disulfid-interkalierenden Reagenz; (a) Boc-Glutaminsaure, 2-(2-
Pyridyldithio)ethylamin-Hydrochlorid (2 eq), TSTU (2 eq), DIPEA (5 eq), DMF, Argon, 5 h, r.t,,
86 %; (b) DCM/TFA (1:1), 1 h, r.t., quantitative Ausbeute; (c) Boc-Aminooxyessigsaure-NHS-
Ester (1.1 eq), DIPEA (7 eq), DMF, Argon, 3 h, r.t.,, 78 %

Die beiden isolierten Disulfid-interkalierenden Spezies 24 und 25 wurden abschlielend
durch NMR-Spektroskopie, sowie MALDI-TOF-Massenspektrometrie charakterisiert.
Das erhaltene MALDI-TOF-Massenspektrum von 24 ist in Abbildung 46 dargestellt.
Hierbei ist neben dem Produktpeak und dem Peak des entsprechenden Natriumsalzes
ein weiteres Signal zu erkennen, welches einem Disulfid von 24 entspricht. Durch
NMR-Spektroskopie konnte jedoch gezeigt werden, dass dieses Nebenprodukt auf die
massenspektrometrische Messung zuriickzufiihren ist. Anhand des 'H-NMR-
Spektrums  konnte  die  Struktur von  (S)-tert-Butyl(1,5-dioxo-1,5-bis((2-(2-
pyridinyldithio)ethyl)amino)pentan-2-yl)carbamat (24), aufgrund der gegebenen
Integrale der 2-Pyridylgruppen (8 Protonen) und der Amide (3 Protonen), eindeutig

identifiziert werden.
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Abbildung 46: MALDI-TOF-Massenspekirum der Disulfid-interkalierenden Verbindung 24
(Matrix: DHB)

Um die Gegenwart der beiden fur die Disulfid-Interkalation wichtigen 2-Pyridyldisulfide
zu Uberprifen, wurde 25 ebenfalls mittels NMR-Spektroskopie untersucht. Das
charakteristische Protonenspektrum ist in Abbildung 47 veranschaulicht. Auch in
diesem Fall kann mit Hilfe der entsprechenden 2-Pyridyldisulfid- und Amid-Integrale die
Struktur eindeutig bestatigt werden. Das Vorhandensein der geschitzten Aminooxy-
Funktionalitat ist an den beiden Singuletts bei 10.31 und 1.39 ppm gut zu erkennen.
Aufgrund der ahnlichen chemischen Umgebung werden fur die beiden Ethylen- und
Pyridylgruppen annahernd aquivalente chemische Verschiebungen beobachtet. Die
Lésungsmittelsignale des bei der chromatographischen Aufreinigung verwendeten
Ethylacetats waren selbst nach intensiver Trocknung der Substanz im Hochvakuum zu
beobachten. Dieser Umstand ist h6chst wahrscheinlich auf den dligen Charakter der

isolierten Verbindung zurickzufuhren.
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Abbildung 47: 'H-NMR-Spektrum von (S)-tert-Butyl((1,5-dioxo-1,5-bis((2-(2-

pyridinyldithio)ethyl)amino)pentan-2-yl)amino)-2-oxoethoxycarbamat (25) in DMSO-d® (300
MHz)

Da die strukturelle Identitdt von 25 anhand geeigneter Charakterisierungsmethoden
bestatigt werden konnte, wurde darauffolgend die Kondensation mit Doxorubicin
durchgefihrt. Nach dem erfolgreichen Entfernen der Schutzgruppe wurde der
Ruckstand im Hochvakuum getrocknet, um stérende Einflisse durch TFA bei der
anschlieRenden Reaktion mit dem Arzneistoff in leicht saurem Puffer zu minimieren.
Die Reaktion wurde mittels HPLC verfolgt, wobei nach wenigen Stunden schon ein
Peak mit langerer Retentionszeit beobachtet werden konnte. Dieser Peak zeigte sich
nach zwei Tagen Reaktionszeit unverandert, so dass im Anschluss daran durch
praparative RP-HPLC unter neutralen Bedingungen aufgereinigt wurde. Die erhaltenen
roten Produktfraktionen wurden anschlie®end vom Ldésungsmittel befreit und der
Rickstand in wenig Methanol aufgenommen. Durch Ausfallen der methanolischen
Lésung in Diethylether konnte das Produkt 26 als roter Feststoff in hoher Reinheit und

Ausbeute gewonnen werden.
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Abbildung 48: Darstellung des Disulfid-interkalierenden Doxorubicinderivates; (a) DCM/TFA
(1:1), 1 h, r.t, quantitative Ausbeute; (b) Doxorubicin-Hydrochlorid (1 eq), 0.4 M
Natriumacetatpuffer (pH 4.8), DMF, 40 h, r.t., 74 %

Die langere Retentionszeit des Disulfid-interkalierenden Doxorubicin-Abkémmlings war
aufgrund des unpolaren Charakters von 26 verglichen mit unmodifiziertem Doxorubicin
bereits ein Indiz fir das Vorhandensein des Produktes. Die entsprechende Masse
konnte im MALDI-TOF-Spektrum ebenfalls detektiert werden. Dariiber hinaus wurde 26
zur vollstandigen Strukturaufklarung mit NMR-Spektroskopie untersucht. Durch
geeignete 2D-Experimente (COSY, NOESY, TOCSY) konnte dies erfolgreich
durchgefihrt werden. Das H,H-NOESY-Spektrum ist in Abbildung 49 dargestellt.
Ruckstande der Base des Triethylammoniumacetatpuffer sind im oberen
Protonenspektrum nicht zu erkennen, jedoch kann eindeutig ausgemacht werden, dass
das Acetatgegenion des Daunosamin zu 35 % vorhanden ist. Dies konnte durch
Integration des Singuletts bei 1.84 ppm (v) ermittelt werden. Obwohl 26 nicht
vollstdndig als Acetat-Salz vorliegt, weist die Substanz eine flr biologische
Anwendungen ausreichende Wasserloslichkeit auf. Da bei der Funktionalisierung von
Proteinen und Peptiden wie Octreotid typischerweise im wassrigen Medium gearbeitet
werden muss, ist diese Eigenschaft von besonderer Bedeutung fur die anschlieBende
Biokonjugation. Durch Integration der Aromatensignale von Doxorubicin und der 2-
Pyridylgruppen ist zu sehen, dass beide Disulfid-interkalierenden-Gruppen von 26
gegenwartig sind, wobei das zur Methoxygruppe ortho-stindige Proton (g) des
Arzneistoffes zusammen mit Pyridylsignalen detektiert wird. Anhand des NOE von g
zur Methoxygruppe kann dieses aber eindeutig unterschieden werden. Mit Hilfe des
NOE kdénnen ebenfalls die Triplett-aufweisenden Amide (b und d) und deren
entsprechenden Ethylreste charakterisiert werden, da b einen starken NOE zu den
Protonen am chiralen Kohlenstoffatom (m) sowie v und w aufweist. Im Gegensatz

dazu zeigt d einen starken NOE zu wu. Die Hydroxygruppen dieses
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Doxorubicinderivates sind ebenso nur teilweise auszumachen. Des Weiteren sind

einige Signale wie die des Daunosamin von Wasser Uberlagert.
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Abbildung 49: H,H-NOESY-Spektrum von Verbindung 26 in DMSO-d° (850 MHz)
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Dennoch konnte die Struktur des Disulfid-interkalierenden Doxorubicin-Molekuls durch

NMR-Spektroskopie hinlanglich aufgeklart werden,

so dass anschlieRend die

Funktionalisierung von Octreotid durchgefihrt werden konnte. Da jedoch die beiden

Cysteine des Peptides als Disulfid oxidiert vorliegen, mussten die freien Thiole

zunachst generiert werden (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Octreotidreduktion; (a) TCEP (10 eq), 25 mM TEAA-Puffer (pH 7), Argon, 90 min,
r.t., quantitative Ausbeute

Die Reduktion von Somatostatin ist literaturbekannt und erfolgt typischerweise in
Gegenwart von  &quimolaren Mengen an  Dithiothreitol oder  Tris(2-
Carboxyethyl)phosphine-Hydrochlorid (27) innerhalb einer Stunde.l"®'®'® Da TCEP im
Gegensatz zu Dithiothreitol keine freien Sulfhydrylgruppen aufweist, wurde fiir die
Reduktion des Peptides TCEP verwendet. Aufgrund der Analogie von Octreotid und
Somatostatin  wurden zunachst die Literaturbedingungen angewendet. Allerdings
konnte unter diesen Umstanden Octreotid nicht vollstandig reduziert werden. Dies
konnte mittels RP-HPLC Uberprift werden, da die reduzierte Verbindung eine langere
Retentionszeit zeigt. Aus diesem Grund wurden die Reduktionsbedingungen fir
Octreotid optimiert. Letztendlich konnte nahezu quantitative Reduktion von Octreotid
mit zehn Aquivalenten von 27 in 90 Minuten erreicht werden.

In der folgenden Abbildung ist ein reprasentatives Chromatogramm der
Octreotidreduktion unter optimierten Bedingungen dargestellt (Abbildung 51). Das
Vorhandensein aromatischer Aminosduren (Phenylalanin, Tryptophan) und die damit
verbundene charakteristische Absorption bei 280 nm kann zur Detektion verwendet
werden.”? Anhand des Chromatogrammes ist zu erkennen, dass selbst ein
Uberschuss an Reduktionsmittel nach 30 Minuten Reaktionszeit keine vollstandige

Reduktion ermdglicht.
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Abbildung 51: HPLC-Chromatogramm einer Probe der Reduktion von Octreotid (19) in

Gegenwart von zehn aquivalenten TCEP — aufgenommen nach 30 Minuten Reaktionszeit

Eine vollstdndige Reduktion des Peptides war auch nach 90 Minuten nicht zu
erkennen. Obwohl die Reaktion unter Argon durchgefiihrt wurde, ist wahrscheinlich ein
geringer Teil des Octreotid stetig erneut oxidiert worden. Um Uberschissiges
Reduktionsmittel, welches die darauffolgende Reaktion mit den beiden 2-
Pyridylgruppen erheblich stéren kénnte, zu entfernen, wurde 28 nach 90 Minuten durch
praparative RP-HPLC aufgereinigt. Das isolierte sowie reduzierte Octreotid wurde im
Anschluss daran direkt mit dem Disulfid-interkalierenden Doxorubicinderivat ohne
weitere Charakterisierung umgesetzt (Abbildung 52). Dadurch kann erneute Oxidation
des Peptides weitgehend vermieden werden. Die unter Argon durchgefihrte
Umsetzung mit 26 war nach einer Stunde bereits vollstdndig abgeschlossen. Dies
konnte im HPLC-Chromatogramm durch das Verschwinden des Peaks von 26 sowie
durch die Ausbildung des Peaks von 2-Pyridinthion (Absorptionsmaximum bei 343 nm)
beobachtet werden.?® Bei der Ausbildung des Produktes findet vermittelt durch die
beiden Pyridyldisulfide des Doxorubicinderivates eine Reoxidation zu einem Bisdisulfid
statt, wobei eine zyklische Struktur ausgebildet wird. Diese ist notwendig, um das

Peptidrickgrat vor einem raschen enzymatischen Abbau zu schitzen.
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Abbildung 52: Darstellung des Doxorubicin-Octreotid-Hybrids; (a) 26 (1.2 eq), 28, DMF, DPBS,
Argon, 1 h, r.t., 83 %

Nach abgeschlossener Zyklisierung wurde das Reaktionsgemisch durch praparative
RP-HPLC aufgereinigt. Es wurden hierbei zwei Peaks isoliert, die extrem nahe
beieinander lagen, sodass diese zunachst gemeinsam als eine Fraktion gesammelt
wurden. Nachdem das Ldsungsmittel der isolierten Fraktionen entfernt worden war,
wurde der Ruckstand in einem geringen Volumen Methanol geldst und das Produkt in
Diethylether als roter Feststoff ausgefalit.

Obwohl bei der praparativen Aufreinigung formal zwei Peaks isoliert wurden, zeigte die
Substanz bei der darauffolgenden Analyse durch HPLC nur einen homogenen Peak.
Der Grund fur dieses Verhalten liegt in der Natur der durchgefuhrten

Zyklisierungsreaktion. Bei der Reaktion von 26 mit dem reduzierten Octreotid muss
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berlcksichtigt werden, dass zwei Isomere gebildet werden kdnnen (Abbildung 52; 29 A
und B), da beide Pyridyldisulfide aufgrund der hohen Reaktivitat und geringen
sterischen Hinderung des reduzierten Octreotidrickgrats sowohl mit dem N-Terminus
als auch C-Terminus reagieren kénnen. Um dies zu belegen, wurde die isolierte
Verbindung mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie untersucht (Abbildung 53). Anhand
des Massenspektrums ist eindeutig zu erkennen, dass nur ein Peak detektiert werden
kann. Somit liegt 29 héchst wahrscheinlich in den beiden isomeren Formen vor, die
jedoch aufgrund der ahnlichen chemischen Eigenschaften durch praparative RP-HPLC
nicht separierbar sind. Darlber hinaus kénnen im MALDI-TOF-Spektrum keine Edukte
(26 und 28) beobachtet werden.

600 4 .
= . fid
[29+H]
550 1
v
500 4 <
N
[o0]
[ce]
-
450 4
400 4
350 1
300 1
250 4
200 4
150 1
100 1
0 r v T r r v
1000 1500 2000 2500 3000 3500 m/z

Abbildung 53: MALDI-TOF-Massenspektrum des Doxorubicin-Octreotid-Hybrides 29 (Matrix:
aCHCA)

Das dargestellte Biokonjugat 29 ist das bislang einzige Doxorubicin-Octreotid-Derivat,
welches flur die Arzneistoffmodifikation das Disulfid des Peptides als Strukturelement
verwendet. Dadurch soll ermdglicht werden, die toxische Fracht innerhalb der Zelle
vermittelt durch intrazellular erhdhtes Glutathion wieder abspalten zu kénnen. Diese
auflergewodhnliche Eigenschaft ware mit einer wie von Brocchini et al. durchgeflihrten
Modifikation nicht mdglich, da die hierbei erhaltenen Thioether reduktiv nicht spaltbar

sind.
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4.1.2 Bewertung der In-vitro-Zytotoxizitat

Nach erfolgter Charakterisierung von 29 wurden anschlielfend die antitumoralen
Eigenschaften des Hybrides mittels WST-1-Test bestimmt. Bei diesem Test wird von
lebenden Zellen durch Reduktion ein Formazan gebildet und dessen Absorption

gemessen. Diese kann darauffolgend in direkter Relation zur Viabilitdt der Zellen

gesetzt werden.” |
|
|

Um die In-vitro-Zytotoxizitdt zu beurteilen, wurde eine Zelllinie verwendet, die den
Somatostatin-Rezeptor-Typ2 Uberexprimiert, da das Somatostatin-Analogon Octreotid
hoch affin an diesen Rezeptortyp binden kann.®! Anhand des Western Blots in der
folgenden Abbildung ist zu erkennen, dass die Hypophysentumorzellen AtT-20 den
entsprechenden Rezeptor-Typ2 Uberexprimieren. Demgegenuber zeigen die beiden

anderen dargestellten Zelllinien nahezu keine Expression des Rezeptors.

kDa — 6 17 44 66 97 200
St. '

GH3 e
ALT-20 ) B

Bon1

Somatostatin-
Rezeptor-
L Typ2

Abbildung 54: Western Blot zur Bestimmung des Gberexprimierten Somatostatin-Rezeptor-Typ2
in AtT-20-Zellen

Da das Prinzip des Western Blots auf hoch spezifischen Antigen-Antikdrper-
Wechselwirkungen beruht, kann dadurch sogar auf zellularer Ebene mittels
Fluoreszenzmikroskopie die Gegenwart des Somatostatin-Rezeptor-Typ2 in AtT-20-
Zellen belegt werden (Abbildung 55). Um dies durchzufihren, werden die Zellen
zunachst mit einem rezeptorspezifischen Antikorper, welcher jedoch kein Fluorophor
tragt, inkubiert. Dieser Schritt wird in einem weiteren Experiment als Negativkontrolle
ausgelassen. Im Anschluss daran wird ein fluoreszierender Antikdrper zur Markierung
des vorangegangenen Antikérpers eingesetzt, so dass der Somatostatin-Rezeptor-

Typ2 anhand der nun auftretenden Fluoreszenz beobachtet werden kann. Dies ist

82



4 Doxorubicinderivate fur die zielgerichtete Wirkstoffabgabe in Tumoren

durch die roten Bereiche in der folgenden Abbildung 55 zu erkennen (linke Tafel). Da
bei dem auf der rechten Tafel dargestellten Zellexperiment kein rezeptorspezifischer
Antikorper verwendet wurde, ist dementsprechend keine rote Farbung zu erkennen.
Die Zellkerne der AtT-20-Zellen wurden mit DAPI angefarbt und sind in beiden Bildern

durch die entsprechende Blaufarbung auszumachen.

.

Abbildung 55: Fluoreszenzmikroskopische Detektion des Uberexprimierten Somatostatin-

Rezeptor-Typ2 in AtT-20-Zellen durch Markierung mit fluoreszierenden Antikdrpern

Da das Auftreten des Somatostatin-Rezeptor-Typ2 in AtT-20-Zellen eingehend
Uberprift werden konnte, wurden darauffolgend die zytotoxischen Eigenschaften von
29, Doxorubicin sowie dem Peptid mittels WST-1-Test untersucht. Hierbei wurden die
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der entsprechenden Substanz im Bereich
von 0.001 bis 1 yM inkubiert. Die erhaltene konzentrationsabhangige Zellviabilitat ist in
Abbildung 56 dargestellt. Bis zu einer Konzentration von 0.01 yM zeigen alle
Substanzen keinerlei zytotoxischen Eigenschaften. Der Effekt von Octreotid ist auch
bei der hochsten verwendeten Konzentration schwach ausgepragt, da nur anndhernd
10 % der Zellen apoptotisch vorliegen. Diese geringe antiproliferative Eigenschaft des

Octreotid in Form von induzierter Apoptose wird durch Phosphatidylinosityl-3-Kinase-

abhangige Signalwege vermitte!t
I °©' ' Gegensatz dazu zeigt der freie Arzneistoff eine

ausgesprochen hohe zytotoxische Aktivitat gegentber der Hypophysentumorzelllinie.
Bei einer Konzentration von 0.1 yM sind bereits mehr als 50% der Zellen tot, und eine

Konzentration von 1 yM fuhrt zum vollstandigen Absterben der AtT-20-Zellen. Diese

83



4 Doxorubicinderivate fur die zielgerichtete Wirkstoffabgabe in Tumoren

Konzentration ist ebenfalls erforderlich, um eine zytotoxische Wirkung des Doxorubicin-
Octreotid-Hydrides zu beobachten, wohingegen bei 0.1 yM anndhernd kein Effekt zu
erkennen war. Nichtsdestotrotz vermag 29 die Viabilitat der AtT-20-Zellen bei der

hochsten verwendeten Konzentration um nahezu 40% einzuschranken.
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Abbildung 56: Konzentrationsabhangige Viabilitdt von AtT-20-Zellen nach Inkubation mit
Doxorubicin sowie dem Hybrid 29 und Octreotid

Die starkere Zytotoxizitdt des freien Arzneistoffs im Vergleich zu 29 in dem
angewendeten Konzentrationsbereich kann mit  deren unterschiedlichen
Zellaufnahmemechanismen erklart werden. Der Arzneistoff Doxorubicin wird von Zellen
typischerweise  energieunabhangig und rasch durch passive Diffusion
aufgenommen.?® Demgegeniiber werden Somatostatin und seine Analogen durch
Clathrin-vermittelte Endozytose des Ligand-Rezeptor-Komplexes internalisiert.?”!
Obwohl dieser biochemische Vorgang schnell ablaufen kann, wird durch passive
Diffusion dennoch eine gréRBere Arzneistoffakkumulation in Zellen ermdglicht.
Allerdings muss dabei berilicksichtigt werden, dass der Doxorubicin-Octreotid-Hybrid
aufgrund seiner Tumor-adressierenden Eigenschaften in héheren Dosen als der freie
Arzneistoff eingesetzt werden kann, so dass sich die zytotoxische Wirkung bei
entsprechender Konzentration relativieren konnte.

Natives Somatostatin kann die Sekretion des Hormones Adrenocorticotropin in AtT-20-
Zellen nach erfolgter Rezeptorbindung inhibieren.” Dieses Reduktion der
Hormonsekretion kann somit zur Bestimmung der intakten Funktionalitat sowie des

Rezeptorbindungsvermdgen von 29 genutzt werden.
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Abbildung 57: Konzentrationsabhangige Inhibition der Adrenocorticotropin-Sekretion in AtT-20-

Zellen nach Inkubation mit 29 und Octreotid

Um dies durchzufiihren, wurde zunachst das sekretierte Adrenocorticotropin im
Zelliberstand mittels Radioimmunoassay bestimmt. Dabei zeigten sowohl Octreotid als
auch 29 die zu erwartende reduzierte Hormonsekretion. Da das Peptid per se eine
geringe Zytotoxizitdt aufweist, ist das Ligand-Rezeptor-System vollstédndig intakt.
Demgegentber zeigt 29 starke zytotoxische Eigenschaften bei einer Konzentration von
1 pM, die bei der Bestimmung des sekretierten Adrenocorticotropin berucksichtigt
werden missen, da durch toxische Doxorubicinderivate getotete Zellen ebenfalls kein
Hormon sekretieren kdnnen. Um diese Problematik zu Uberwinden, wurde das nach
der Inkubation von 29 detektierte Hormon gegen die zuvor erhaltene Zellviabilitat
normalisiert. Somit kann eine reduzierte Hormonsekretion durch abgestorbene Zellen
ausgeschlossen werden. Das Ergebnis dieser Normierung ist in Abbildung 57
dargestellt. Daraus kann gefolgert werden, dass nicht nur Octreotid, sondern auch der
entsprechende Doxorubicin-Hybrid die Sekretion des Hormones Adrenocorticotropin in
AtT-20-Zellen inhibieren kénnen. Des Weiteren ist der Effekt von 29 bei geringeren
Konzentrationen sogar starker als der des Vorlauferpeptides ausgepragt. Anhand
dieses Experimentes wird verdeutlicht, dass die Funktionalisierung von Octreotid mit
dem Disulfid-interkalierenden Vernetzerreagenz zu keiner Einschrankung der

Funktionalitat des Peptides fihrt.
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Der hier dargestellte Doxorubicin-Octreotid-Hybrid ist in seinen Eigenschaften in
vielerlei  Hinsicht einzigartig. Die  Anforderungen fir die sogenannte
Kombinationstherapie werden hinlanglich erfullt, da durch das Anbringen des
Doxorubicin die zytotoxischen Eigenschaften des Peptides weiter verstarkt und
zugleich die Tumoradressierung des Octreotid ausgenutzt werden kann. Der fir die
Darstellung des Hybrides verwendete Modifikationsansatz gestattet nicht nur das
Rezeptorbindungsvermdgen der Aminosauresequenz aufrecht zu erhalten, sondern
erlaubt weiter die toxische Fracht durch Reduktion der beiden neu gebildeten Disulfide
intrazellular  freizusetzen.  Allerdings  erfolgt die Internalisierung  dieses
Octreotidderivates durch Rezeptor-vermittelte Endozytose, wodurch keine rasche
Zellaufnahme ermoglicht wird.

Im folgenden Kapitel spielen mit Peptidsequenzen modifizierte Doxorubicinderivate
ebenfalls eine wichtige Rolle. Hierbei soll jedoch die Aufnahme des
Arzneistoffkonjugates in die Zelle durch direkte Translokation der Biomembran
bewerkstelligt werden, so dass eine schnelle Internalisierung und Anreicherung der
toxischen Substanz gewahrleistet werden kann. Um dies zu erzielen, wurde
Doxorubicin mit zellpenetrierenden Peptiden unter Verwendung eines neuartigen
spaltbaren Vernetzers verknlpft, was im anschlieBenden Teil ausfiihrlich beschrieben

wird.
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5 Peptid-vermittelte Zellaufnahme von Doxorubicin

Zellpenetrierende Peptide nehmen unter den Biomolekiilen eine Sonderstellung ein, da
sie eine Reihe von Molekulen biologischen oder synthetischen Ursprungs Uber die
Plasmamembran hinweg in die Zelle transportieren konnen."™ Mit Hilfe dieser
molekularen Transporter kénnen unter anderem auch Arzneistoffe hdchst effizient in
das Zellinnere befdérdert werden, wodurch sogar Arzneistoffresistenz in Tumorzellen
iiberwunden werden kann.®!  Arzneistoff-Konjugate von  Doxorubicin  und
zellpenetrierenden Peptiden sind ebenfalls weit verbreitet, wobei die Verknipfung
sowohl von kovalenter als auch nicht kovalenter Natur sein kann.®’! Die kovalente
Verknipfung findet dabei eine weitaus gréRere praktische Anwendung. Hierbei werden
Ublicherweise Vernetzer verwendet, welche nicht nur stabile, sondern auch spaltbare
und hydrolysierbare Bindungen erzeugen, die eine Arzneistoffabgabe nach erfolgter
Zellaufnahme gestatten.®® Die Modifikation von Doxorubicin erfolgt dabei
typischerweise am freien Amin des Zuckers, dem primaren Alkohol oder am
aliphatischen Keton.!"*"?!

Die hier dargestellten Doxorubicin-CPP-Biokonjugate unterscheiden sich jedoch
erheblich von den bereits bekannten Verbindungen. Dies wird durch die Verwendung
neuartiger Vernetzer ermoglicht, welche das aliphatische Keton des Arzneistoffes mit
einem terminalen Cystein des Peptides verbinden. Bei diesem Modifikationsansatz
werden ein Oxim sowie ein Disulfid ausgebildet. Diese nicht hydrolysierbaren
Bindungen erlauben eine exklusive reduktive Arzneistoffabgabe im Cytosol. Daruber

hinaus bleibt das Daunosamin fiir die Topoisomerase-Interaktion weiterhin intakt.!"®
5.1 Spaltbare zellpenetrierende Peptid-Doxorubicin-Strukturen

5.1.1 Synthese und Charakterisierung

Um die Arzneistoff-CPP-Verknipfung durchfihren zu kénnen, wurde zunachst ein
homobifunktionaler Vernetzer (30) synthetisiert. Mit Hilfe der bereits dargestellten
Verbindungen 4 und 10, konnte das Vernetzerreagenz in guter Ausbeute erhalten
werden. Die alternative /In-situ-Amidkupplung vermittelt durch TSTU flhrte zu &hnlichen

Ergebnissen, wobei ein Syntheseschritt eingespart werden konnte.
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Abbildung 58: Darstellung des homobifunktionalen Vernetzers; (a) Boc-Aminooxyessigsaure-
NHS-Ester (1 eq), 2-(2-Pyridyldithio)ethylamin-Hydrochlorid (1 eq), DIPEA (4 eq), DMF, Argon,
3 h, r.t., 73 %; (b) Boc-Aminooxyessigsaure (1 eq), 2-(2-Pyridyldithio)ethylamin-Hydrochlorid (1
eq), TSTU (1 eq), DIPEA (3.5 eq), DMF, Argon, 5 h, r.t., 78 %

Das uber Kieselgelchromatographie aufgereinigte Vernetzerreagenz  wurde
anschlieRend durch NMR-Spektroskopie sowie FD-Massenspektrometrie
charakterisiert. Das "H-NMR-Spektrum von 2-((tert-Butoxycarbonylaminooxy)-N-(2-(2-
pyridyldithio)))ethylacetamid (30) ist in Abbildung 59 dargestellt. Anhand der Integrale
des Amides der Aminooxy-Gruppe (a) und der aromatischen Protonen des 2-
Pyridyldisulfides (b, d, e) ist zu erkennen, dass die fir die Doxorubicin-CPP-
Verknipfung notwendigen Gruppen vorhanden sind. Wie schon bei den vorherigen als
Ol isolierten Substanzen zu sehen war, konnten die Lésungsmittelspuren auch nach

intensiver Trocknung im Vakuum nicht entfernt werden.

89



5 Peptid-vermittelte Zellaufnahme von Doxorubicin

~© OIT=DWOMNO
s NN QOO NNANN ITIT O R
0060000 NNNNNNNN MMM NN

NN e N N

— 10.29
24
22
4.15
1.40

EtOAc
d
] o) g d ~Z | e
S o I A s A, i
nof oo h §
H,0O i}
f
EtOAc h DMSO

1
.
.
8
o

1
0.96
200
204 =

1

1.00 4

0 e41]

o 7 2.08

11954 ?
—

w7 1.02

T T T T T T T T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3. 3.0 25 20 1

1 (ppm)

m-

T T T T
105 100 9.5 9.0

Abbildung 59: "H-NMR-Spektrum von Verbindung 30 in DMSO-d® (250 MHz)

Auf die darauffolgende Modifikation des Arzneistoffs mit dem homobifunktionalen
Vernetzer haben die Ethylacetatreste keinen Einfluss. Um die Kondensation von
Doxorubicin mit 30 durchfiihren zu kénnen, wurde erneut die Schutzgruppe entfernt
(Abbildung 60). Dies konnte mit dem bereits beschriecbenen DCM/TFA Gemisch
innerhalb einer Stunde erreicht werden. Nach anschlieRendem Trocknen des dligen
Ruckstandes im Hochvakuum wurde die entschitzte Verbindung in DMF
aufgenommen und mit Doxorubicin-Hydrochlorid gel6st in Natriumacetatpuffer (pH 4.8)
versetzt. Da das Produkt (31) und Doxorubicin sich in ihrer Retentionszeit nur um eine
Minute unterschieden, wurde 30 im Uberschuss eingesetzt. Somit konnte die
vollstdndige Funktionalisierung des Arzneistoffes ermdglicht und die Aufreinigung
durch HPLC erheblich vereinfacht werden. Das isolierte und aktivierte Thiol-tragende
Doxorubicinderivat wurde durch Ausféllen von Pufferrickstdnden befreit und im

Anschluss daran charakterisiert.
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Abbildung 60: Vernetzerkondensation mit Doxorubicin; (a) DCM/TFA (1:1), 1 h, r.t., quantitative
Ausbeute; (b) Doxorubicin-Hydrochlorid (0.5 eq), 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH 4.8), DMF, 30
h, rt., 81 %

Im MALDI-TOF-Massenspektrum konnte neben 31 kein freies Doxorubicin sowie
unreagiertes Vernetzerreagenz detektiert werden. Daruber hinaus wurde die isolierte
Verbindung zur vollstdndigen  Sturkturaufklarung mittels NMR-Spektroskopie
untersucht. Anhand der COSY- und NOESY-Spektren konnten die entsprechenden
Protonen zweifellos zugeordnet werden.

Das 'H-NMR-Spektrum von 31 zeigt, dass alle Strukturkomponenten des aktivierten
Thiol-tragenden Doxorubicinderivates vorhanden sind. Die aromatischen Signale von
Doxorubicin und des 2-Pyridyldisulfides kénnen eindeutig voneinander unterschieden
werden, zumal Proton a des Pyridylringes die charakteristische Tieffeldverschiebung
aufweist. Des Weiteren sind die typischen Peaks der Daunosaminkomponente, wie das
Proton des Vollacetals (h) oder die Methylgruppe (v) unverkennlich.

Aufgrund der geringen VernetzergroRe und der Gegenwart des Acetatgegenions
(Abbildung 61; s) besitzt 31 eine ausgezeichnete Wasserl6slichkeit, was die Kupplung
mit polaren Substanzen wie Peptiden in geeigneten wassrigen Puffergemischen

ermaoglicht.
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Abbildung 61: "H-NMR-Spektrum von Verbindung 31 in DMSO-d® (700 MHz)

Daraufhin wurde der aktivierte Thiol-tragende Doxorubicin-Abkémmling mit den N-

terminalen Cysteinen zweier ganzlich verschiedenen zellpenetrierenden Peptide

verknupft. Dabei unterscheiden sich die beiden verwendeten Peptide in vielerlei

Hinsicht (Abbildung 62). 32 ist ein Polyarginin, das unter physiologischen Bedingungen

eine positive Nettoladung sowie keine Sekundarstruktur aufweist.'"" Im Gegensatz zu

diesem kationischen CPP ist 33 den amphipathischen zellpenetrierenden Peptiden

zuzuordnen und besitzt als Sekundarstrukturelement eine Polyprolin-1I-Helix.""™ Ferner

besitzt es eine negative Nettoladung und hat verglichen mit 32 einen naturlichen

Ursprung.

[16-18]
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Abbildung 62: Verwendte zellpenetrierende Peptide fir die Disulfidausbildung mit 31

Die Ausbildung der Disulfidbindung von 31 mit den beiden entsprechenden
zellpenetrierenden Peptiden wurde in neutraler phosphatgepufferter Lésung
durchgefuhrt (Abbildung 63). Das zusatzlich zugesetzte DMF stellte sicher, dass die
Kupplungen in hoher Konzentration ausgefuhrt werden konnten. Die verwendeten
Peptide wurden in einem leichten Uberschuss eingesetzt, um somit die vollstandige
Umsetzung von 31 zu ermdglichen. Anhand des HPLC-Chromatogrammes war
ersichtlich, dass 34 innerhalb von zwei Stunden gebildet worden war, wobei eine
Retentionszeit des Produktes von 15.21 Minuten gemafl dem auflerst polaren
Charakter der Verbindung beobachtet wurde. Demgegenlber eluierte das
amphipathische CPP-Doxorubicin-Konjugat (35) erst deutlich spater (23.36 min). Des
Weiteren dauerte die vollstandige Umsetzung zum Produkt im Vergleich zu 34
erheblich langer. Eine plausible Erklarung fiur dieses Phanomen ist die hohe
Aggregationstendenz von 33, wobei Aggregate bereits im niedrigen pM-Bereich
ausgebildet werden."®" Ungeachtet dessen konnten nach abgeschlossener
Reaktionszeit durch praparative RP-HPLC die Peptidiberschiisse entfernt und die

spaltbaren Doxorubicin-Peptid-Konjugate in guter Ausbeute isoliert werden.
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Abbildung 63: Synthese der Doxorubicin-CPP-Konjugate; (a) 32 (1.4 eq), DPBS, DMF, Argon, 2
h, r.t., 73 %; (b) 33 (1.5 eq), DPBS, DMF, Argon, 18 h, r.t., 67 %

Aufgrund der starken Aggregationstendenz des amphipathischen Peptides war die
NMR-spektroskopische Analyse des entsprechenden Doxorubicin-Konjugates (35)
nicht befriedigend. Unabhangig von verwendeter Konzentration oder L&sungsmittel
(Wasser, Methanol, Dimethylsulfoxid) konnten keine scharfen Signale erhalten werden.
Dennoch wurde die zu erwartende Masse des Natriumadduktes im MALDI-TOF-
Spektrum detektiert. Ebenso gelang die Detektion von 34 im erhaltenen
Massenspektrum. Im Gegensatz zu 35 konnte jedoch das Polyarginin-Doxorubicin-
Konjugat mittels NMR-Spektroskopie untersucht werden.

In der folgenden Abbildung ist das entsprechende 'H-NMR-Spektrum gemessen in
D,O dargestellt (Abbildung 64). Bei der Verwendung von D,O als Ldsungsmittel
konnen die aciden Protonen nicht mehr beobachtet werden, da diese von Deuterium
ausgetauscht werden. Dementsprechend sind die Hydroxygruppen von Doxorubicin,
die Amide des Vernetzers und Peptidrickgrates sowie die Guanidiniumgruppen nicht
sichtbar. Dennoch ist es mdglich, eine Reihe von Informationen anhand des

aufgenommenen Spektrums zu gewinnen. Da die aciden Amidprotonen gegen
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Deuterium ausgetauscht sind, werden wie zu erwarten nur die drei aromatischen
Protonen des Arzneistoff (a-¢) in Form von zwei Dubletts und einem Triplett im Tieffeld
beobachtet. = Aufgrund  der  gleichen  Wiederholungseinheiten  sind  die
Seitenkettensignale (m, t, u) und das Proton am asymmetrischen Kohlenstoffatom (h)
des Arginin leicht ersichtlich. Darlber hinaus kann unter Verwendung des COSY-
Spektrums von 34 die Aminosdure Cystein von den ubrigen des Peptidrickgrates
einfach unterschieden werden. Da Proton h des Polyarginins eine Kopplung zu t zeigt,
wohingegen Cystein eine Kopplung zwischen g und der entsprechenden

Methylengruppe (n, o) aufweist.
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Abbildung 64: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 34 in D,O (700 MHz)

Nach erfolgter NMR-spektroskopischen und massenspektrometrischen Analyse der
beiden isolierten Doxorubicin-CPP-Konjugate wurde deren Potential zur gezielten
intrazelluldren  Arzneistoffabgabe durch  Glutathion-vermittelte  Disulfidspaltung

untersucht.
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5.1.2 Glutathion-vermittelte Wirkstofffreisetzung

Das Tripeptid Glutathion ist eines der haufigsten vorkommenden natirlichen Peptide,
das nicht nur als Antioxidans, sondern auch als Reduktionsmittel fir Disulfide
fungiert.”® Diese kleine Aminosduresequenz ist in nahezu allen Saugerzellen in

21]

Konzentrationen von 1 bis 10 mM gegenwartig.! Demgegenuber liegt die

21 Dariiber hinaus

Blutplasmakonzentration von Glutathion im Micromol-Bereich.!
werden in einer Vielzahl von Tumoren (Knochenmark, Darm, Brust, Lunge) erhdhte
Glutathionspiegel beobachtet.”" Dadurch stellen reduktiv spaltbare Doxorubicin-CPP-
Konjugate einen vielversprechenden Ansatz zur intrazellularen Arzneistoffabgabe dar.
Um dies zu Uberprifen, wurde eine 1 mM Ldsung von 34 in Gegenwart von 10 mM
Glutathion bei 37°C in DPBS (pH 7.4) inkubiert. Der Abbau respektive Disulfidspaltung
des Doxorubicin-CPP-Konjugates wurde Uber 24 Stunden mit analytischer RP-HPLC
verfolgt, wobei die charakteristische Absorption des Arzneistoffs bei 480 zur Detektion
verwendet wurde (Abbildung 65). Die Reduktion des Konjugates erfolgte dabei
innerhalb klrzester Zeit, da bereits nach dem Mischen des Reduktionsmittels mit 34
ein weiterer Peak (B) im Chromatogramm beobachtet werden konnte (Abbildung 66).
Dieser Peak entspricht einem Disulfid verknipften Doxorubicin-Glutathion-Derivat.
Unter den verwendeten Bedingungen konnte das Edukt (A) aufgrund der zahlreichen
Ladungen und der Prasenz von verschiedenen Gegenionen in Form von Phosphat,
Acetat sowie Carboxylat des Glutathion nicht scharf eluieren. Nichtsdestotrotz konnte
nach einer Stunde kein Signal fir 34 mehr detektiert werden. Darliber hinaus war ein
weiterer Peak (C) nun ersichtlich, welcher dem freien Thiol von B entspricht (Abbildung
66). Dennoch war nach einer Stunde B die dominierende Spezies mit einer Intensitat
vergleichbar mit der 1 mM Ldésung von Doxorubicin (Abbildung 65; unteres
Chromatogramm). Da jedoch die Inkubation mit einem Uberschuss an Glutathion
durchgefihrt wurde, war nach wenigen Stunden der Thiol-tragende Doxorubicin-
Abkdmmling (Abbildung 66; C) das Hauptprodukt, was sich nach 24 Stunden auch
nicht mehr anderte, weil der Grofdteil an Glutathion bereits abreagiert war. Unter
physiologischen Bedingungen musste jedoch der vollstdndige Abbau von 34 zu
Verbindung C erfolgen, da stédndig ein konstanter Glutathionspiegel durch
enzymatische Vorgange bereitgestellt wird.*?

Aufgrund der hohen Hydrolysestabilitdt der Oximbindung war die Ausbildung von
freiem Doxorubicin (D) wahrend des Glutathion-vermittelten Abbaus kaum zu

beobachten. Auch in Abwesenheit von Glutathion, bei der Inkubation von 34 in saurem
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Acetatpuffer (pH 4.5), konnte keine signifikante Entwicklung von Doxorubicin im

Chromatogramm detektiert werden.
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Abbildung 65: Glutathion-abhangige Abbaustudie von 34 untersucht mit RP-HPLC
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Um die Identitat der bei der Abbaustudie des Doxorubicin-Polyarginin-Konjugates
entstehenden Verbindungen B und C zu Uberprifen, wurde zum einen 31 mit einem
Aquivalent Glutathion umgesetzt und zum anderen mit fiinf Aquivalenten TCEP
reduziert. Bei der Umsetzung mit dem Tripeptid wurde dabei ausschlieBlich ein Peak
mit dem von B Ubereinstimmend beobachtet. Demgegenuber lieferte die Reduktion von

31 mit TCEP ein Produkt dessen Retentionszeit der von C entsprach.

Glutathion

Y N H,N<__NH,
NH, o} Y

Abbildung 66: Chemische Strukturen von Glutathion, Doxorubicin (D), 34 (A) und dessen

Abbauprodukte in Gegenwart von Glutathion

Obwohl das bei dem Glutathion-vermittelten Abbau entstehende Hauptprodukt

Verbindung C in Abbildung 66 entspricht und nicht etwa Doxorubicin, kann diese
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Verbindung als zytotoxisches Agens bericksichtigt werden. Orban et al. haben bereits

gezeigt, dass derartige toxische Anthracyclin-Metabolite an DNA binden kénnen und

ebenso zytotoxische Eigenschaften aufweisen, auch wenn in einem geringeren

Ausmans. ! |

5.1.3 Sekundarstrukturuntersuchungen durch Circulardichroismus-

Spektroskopie

Fir amphipathische Peptide wie 33 ist das Vorhandensein einer Sekundarstruktur im
Vergleich zu kationischen zellpenetrierenden Peptiden unabdingbar, um eine effiziente
Aufnahme in die Zelle zu gewahrleisten." Aus diesem Grund wurden die verwendeten
Peptide sowie deren entsprechende Doxorubicin-Konjugate mittels CD-Spektroskopie
untersucht (Abbildung 67). Polyarginine wie 32 weisen gemaf der folgenden Abbildung
keine Sekundarstruktur auf. Auch die Biokonjugation Uber einen Vernetzer mit
Doxorubicin fuhrt wie zu erwarten zu keiner Ausbildung eines Strukturelementes.
Demgegentuber zeigen prolinreiche Sequenzen in wassrigen Ldsungen eine starke
Tendenz zur Ausbildung der sogenannten PPII-Helix."® Das amphipathische Peptid 33
weist ein derartiges Strukturelement auf, und das entsprechende CD-Spektrum zeigt
die charakteristische negative Bande bei 205 nm.!"®?*! Das Doxorubicin-Konjugat des
amphipathischen CPP (35) offenbart ein aquivalentes CD-Spektrum.

Als Schlussfolgerung kann somit gezogen werden, dass die Biokonjugation von 33 mit
Doxorubicin zu keiner Veranderung der Sekundarstruktur fihrt, sodass die
Voraussetzungen fir eine effiziente Zellaufnahme nach wie vor gegeben sind. Um
diese Aussage zu untermauern, wurde anschlie®end die intrazellulare Aufnahme durch

geeignete Methoden eingehend untersucht.
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Abbildung 67: CD-Spektren der zellpenetrierenden Peptide und deren entsprechendem
Doxorubicinderivat in 100 mM Phosphatpuffer (pH 7.4) bei 25°C und einer Konzentration von 1

mg/ml

5.1.4 Fluoreszenzeigenschaften der Doxorubicin-CPP-Konjugate

Die intrinsische Fluoreszenz der Anthracycline bildet die Grundlage fiir eine Reihe von
Zellaufnahme- und Zytotoxizitats-Experimenten. Um einen tieferen Einblick in die
Fluoreszenzeigenschaften von Doxorubicin und den entsprechenden CPP-Konjugaten
(34 und 35) fur derartige Experimente zu erlangen, wurde deren Emissionsverhalten
bei verschiedenen Konzentrationen (0.1, 1, 10, 50 yM) und pH-Werten untersucht
(Abbildung 68). Hierbei wurde zum einen pH 7.4 (100 mM Phosphatpuffer) und zum
anderen pH 5 (100 mM Acetatpuffer) gewahlt, um die Bedingungen in Endosomen

[25]

weitgehend zu simulieren. Dieser Versuch ist erforderlich, da fir die hier

verwendeten zellpenetrierenden Peptide endozytotische Aufnahmemechanismen
bereits beschrieben wurden.['®*!

Wie anhand der folgenden  Abbildung ersichtlich ist, werden die
Fluoreszenzeigenschaften von Doxorubicin und den Peptid-Konjugaten von den
entsprechenden pH-Werten nicht beeinflusst (Abbildung 68). Somit muissten die

Fluoreszenzintensitaten der Substanzen sowohl im Zytosol als auch in den
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Endosomen &quivalent sein. Alle untersuchten Verbindungen weisen eine

konzentrationsabhangige Zunahme der Fluoreszenzintensitat auf. Die
Emissionseigenschaften von Doxorubicin und 34 sind bei hohen Konzentrationen (10,
50 uM) nahezu identisch. Allerdings ist bei niedrigeren Konzentrationen eine deutlich
geringere Fluoreszenz fir das Peptid-Konjugat zu erkennen. Bei der kleinsten
verwendeten Konzentration ist die Fluoreszenzintensitat von 34 und 35 gleichwertig.
Nichtsdestotrotz zeigt das Doxorubicinderivat des amphipathischen zellpenetrierenden
Peptides Uber den gesamten Konzentrationsbereich eine stark verminderte
Fluoreszenz verglichen mit Doxorubicin. Eine plausible Erklarung fir dieses Phdnomen
ist die hohe Aggregationstendenz des CPP, welche bereits im niedrigen uM-Bereich

vornehmlich auftritt, wie zuvor von Martin et al. beschrieben.'®
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Abbildung 68: Konzentrationsabhangige Fluoreszenzintensitadten von Doxorubicin und den

Doxorubicin-CPP-Konjugaten — aufgenommen in wéassrigen Puffern mit pH 5 und 7.4

Fir die im Anschluss durchgefiihrte Durchflusszytometrie und Konfokalmikroskopie
ermoglichen die Ausklnfte der Fluoreszenzmessungen von Doxorubicin und den
entsprechenden CPP-Konjugaten weitreichendere Interpretationsmdglichkeiten, da bei
diesen Methoden die Emissionsintensitat des Fluorophors respektive Doxorubicin

quantifiziert wird.
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5.1.5 Bestimmung der Zellaufnahme und -viabilitat mittels

Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie ermdglicht nicht nur das Sammeln von Informationen Uber die
Struktur, den Zustand und die Funktion eines heterogenen Zellgemischs, sondern auch
die genaue Quantifizierung von Fluorophoren in der Zellumgebung.””! Aufgrund der
fluoreszierenden Eigenschaften des Doxorubicin kann somit bestimmt werden, ob und
wie viel Arzneistoff in die Zelle aufgenommen wird.

Da die zytotoxischen Eigenschaften von Doxorubicin bereits an einer Vielzahl von
Darm- und Brustkrebszelllinien untersucht worden sind und der Arzneistoff gegen diese
Tumore klinische Anwendung findet, wurden fiir die folgenden Experimente MCF-7-
(Brustkrebs) und HT-29-Zelllinien (Darmkrebs) verwendet.”® Um die Zellaufnahme zu
untersuchen, wurden die beiden Zelllinien zunachst mit verschiedenen
Konzentrationen (0.1, 1, 10, 50 yM) von Doxorubicin und den beiden CPP-Konjugaten
in Serum-enthaltendem Medium inkubiert. Im Anschluss daran wurde die
Zellinternalisierung des freien Arzneistoffes sowie dessen verwandter Peptid-
Verbindungen mittels Durchflusszytometrie untersucht. In Abbildung 69 A sind die
reprasentativen Histogramme fir die Zellaufnahme der MCF-7-Zelllinie demonstriert.
Dabei ist die konstante Zellzahl gegen die Fluorophor- respektive Doxorubicin-
Aufnahme aufgetragen. Die unbehandelten Zellen, welche keine Fluoreszenz
aufweisen, sind als graue Fillung dargestellt. Anhand der Histogramme ist zu
erkennen, dass die Zellaufnahme fir alle Substanzen mit steigender Konzentration
stetig zunimmt. Fur das Polyarginin-Doxorubicin-Konjugat (34) wird bei einer
Konzentration von 10 yM beobachtet, dass bereits mehr als 50 % der Zellen
Doxorubicin-Fluoreszenz aufweisen. Die hdchste angewendete Konzentration flhrt zur
Aufnahme von 34 in nahezu allen Zellen. Im Gegensatz dazu ist die Aufnahme von 35
selbst bei 50 yM nur annadhernd 80 %. Demgegeniber wird der freie Arzneistoff bei
einer Konzentration von 1 uM bereits von nahezu allen Zellen aufgenommen.

Die dargestellten MFI-Daten geben Auskunft Uber die Menge an aufgenommenem
Arzneistoff. Dabei ist zu erkennen, dass die beiden Doxorubicin-CPP-Konjugate in
geringerem Male Zellaufnahme zeigen. Die Menge an internalisiertem 34 bei 10 und
50 uM ist jedoch verglichen mit dem anderen Konjugat nahezu verdoppelt. Aufgrund
der ermittelten Fluoreszenzeigenschaften von 34 und 35 besteht jedoch die
Méglichkeit, dass die tatsachliche Zellaufnahme wegen der reduzierten Fluoreszenz in
Wirklichkeit hoher ist. Weiterhin muss bericksichtigt werden, dass die genaue

Bestimmung der intrazellularen Arzneistoffkonzentration ohne eine aufwendige
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Analyse des Zelllysats nicht moglich ist. Des Weiteren ist die Menge an bereits

reduziertem Doxorubicin-CPP-Konjugat ebenfalls schwer zu ermitteln.
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Abbildung 69: Untersuchung der Zellaufnahme von Doxorubicin und den entsprechenden CPP-
Konjugaten mittels Durchflusszytometrie in MCF-7- und HT-29-Zellen — (A) Repréasentative
Histogramme fir MCF-7-Zellen; (B) Konzentrationsabhangige Aufnahme der beiden Zelllinien

von drei unabhangig durchgeflihrten Experimenten

Die angesammelten Daten der Histogramme fur die Aufnahme in MCF-7- und HT-29-
Zellen von drei unabhangigen Durchflusszytometrie-Experimenten sind in Abbildung 69
B graphisch dargestellt. Die erhaltenen Werte der Aufnahme fur MCF-7-Zellen sind
dabei in guter Ubereinstimmung mit den bereits beschriebenen Werten von Abbildung
69 A. Im Vergleich zur Brustkrebszelllinie ist die Zellinternalisierung der beiden
Doxorubicin-CPP-Konjugate in HT-29-Zellen sogar weiter erhdht. Demgegeniber ist
das Aufnahmeverhalten von Doxorubicin in beiden Zelllinien aquivalent. 34 weist in

beiden Zelllinien einen abrupten Anstieg der Zellaufnahme im niedrigen micromolaren
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Bereich auf. Dies entspricht den Beobachtungen der Literatur, da Uber einer
Schwellenkonzentration im niederen micromolaren Bereich kationische
zellpenetrierende Peptide, wie das verwendete Polyarginin, rasch in einem
Endozytose-unabhangigen Prozess aufgenommen werden koénnen.”® Dabei handelt
es sich um direkte Translokation, was dazu fihrt, dass die Aminosauresequenz schnell
und hoch effizient im Cytosol angereichert wird. Dieser Vorgang ist fir eine effektive
Arzneistoffabgabe in der Zelle notwendig und ist in seiner Effizienz der Internalisierung
durch passive Diffusion gleichzusetzen. In Analogie zu den Brustkrebszellen ist die
Aufnahme von 35, im Vergleich zu 34, in HT-29-Zellen geringer, da das
amphipathische CPP ausschliellich Uber einen zeit- und energieaufwandigen
Endozytoseweg aufgenommen wird. Dabei handelt es sich um eine Lipid-Raft-
Caveolae-vermittelte Form der Endozytose, bei der das Membranprotein Caveolin
involviert ist.'®?*! Endozytose ist ein aktiver Transport entlang der Zellmembran und
kann somit eine madgliche Erklarung fir die geringere Zellinternalisierung der
Doxorubicin-CPP-Konjugate verglichen mit dem freien Arzneistoff sein. Doxorubicin
hingegen ist ein kleines Molekul, welches rasch von Zellen energieunabhangig durch
passive Diffusion aufgenommen wird.®® Das bedeutet, dass lediglich hohe
Anwendungskonzentrationen des Doxorubicin-Polyarginin-Konjugates ermoglichen mit
der Internalisierung von Doxorubicin zu konkurrieren.

Mittels Durchflusszytometrie kann neben der Zellaufnahme von Doxorubicin auch die
Viabilitdt von Zellen bestimmt werden. Daflir muissen die Zellen nach erfolgter
Inkubation (72 h) mit Doxorubicin und den Peptid-Konjugaten mit einem weiteren
fluoreszierenden Farbstoff angefarbt werden. Dieser sogenannte Viabilitats-Farbstoff
ist in der Lage tote Zellen zu markieren, indem das Fluorophor die geschadigten
Membranen penetriert und im Anschluss daran mit Aminogruppen im Cytosol
reagiert.®"! Anhand des in der folgenden Abbildung dargestellten Kontur-Diagrammes
kann die Zellviabilitdt ermittelt werden (Abbildung 70). Dabei wird die mit Doxorubicin
verknlpfte Fluoreszenz der MCF-7- und HT-29-Zellen mit der Fluoreszenzintensitat
des Viabilitdts-Farbstoffes assoziiert. Dies bedeutet, dass Zellen, welche das
Fluoreszenzsignal beider Chromophore aufweisen, durch toxische Doxorubicinderivate
abgestorben sind.

Um die entsprechenden Kontur-Diagramme zu erhalten, wurden die beiden Zelllinien
zunachst ausschlieRlich mit 50 yM Doxorubicin sowie 34 und 35 fiir 72 h inkubiert. Der
Viabilitdts-Farbstoff wurde kurz vor der durchflusszytometrischen Analyse

dazugegeben. Die Inkubation der MCF-7-Zellen mit Doxorubicin zeigt, dass in allen
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Zellen der Arzneistoff detektiert werden kann. Von diesen Zellen sind jedoch nur 21 %
tot. Demgegeniber ist 34 in nahezu 80 % und 35 in fast der Halfte der Zellen zu finden.
Dennoch weist 34 40 % tote MCF-7-Zellen auf, was ungefahr der doppelten Anzahl
verglichen mit Doxorubicin entspricht. Daraus lasst sich folgern, dass bei der
angewendeten Konzentration von 50 pM das Polyarginin-Doxorubicin-Konjugat eine
starkere Zytotoxizitat bei geringerer Zellaufnahme zeigt. Wie bereits zuvor beobachtet,
ist die Zellaufnahme von 35 (50 %) im Vergleich zu Doxorubicin (100 %) und 34 (80%)
in MCF-7-Zellen niedriger. Das Verhaltnis Zellaufnahme/Toxizitat des amphipathischen
CPP-Doxorubicin-Konjugates (4.7) ist jedoch dem von Doxorubicin (4.8) sehr ahnlich.
Das bedeutet, dass 35 genau wie der urspriingliche Arzneistoff seine zytotoxische
Wirkung entfalten kann. In guter Ubereinstimmung mit den Daten von Abbildung 69 B
ist die Aufnahme der beiden Doxorubicin-CPP-Konjugate in HT-29-Zellen verglichen
mit MCF-7-Zellen gréRer. Demgegenuber zeigt sich Doxorubicin unverandert. Dennoch
wird 34 ebenfalls von allen HT-29-Zellen aufgenommen. Allerdings ist die Toxizitat,
verglichen mit der Wirkung auf MCF-7-Zellen, verringert und nur minimal gréer als die
von Doxorubicin. Die erhdhte zelluldare Aufnahme in HT-29-Zellen wird auch fur 35
beobachtet und ist im Vergleich zu MCF-7-Zellen anders als 34 mit einer hdheren
Toxizitat assoziiert. Wobei sich der zytotoxische Effekt von 35 (17.9 %) nur geringfligig

von dem des Doxorubicin (19.4 %) unterscheidet.
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Abbildung 70: Bestimmung der Zellviabilitdt von MCF-7- und HT-29-Zellen mittels
Durchflusszytometrie - nach Inkubation von 50 yM Doxorubicin und den entsprechenden

Doxorubicin-CPP-Konjugaten fir 72 h
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Wie bei der durchflusszytometrischen Zellaufnahmestudie missen auch hier die
Fluoreszenzeigenschaften der Verbindungen berticksichtigt werden, so dass die reale
Zellaufnahme wohlmdglich hdher ist. Daraus kann ebenso gefolgert werden, dass
wohImdglich ein geringer Teil an Zellen die Doxorubicin-CPP-Konjugate aufgenommen
hat, aber aufgrund der entsprechenden Fluoreszenzintensitdt bei niedrigen
Konzentrationen nicht detektiert wurde. Somit besteht die Méglichkeit, dass nicht nur
Doxorubicin, sondern auch 34 in allen Zellen gegenwartig ist.

Um mehr Informationen Gber die zytotoxischen Eigenschaften der beiden Doxorubicin-
CPP-Konjugate zu erlangen, wurden die Verbindungen anschliefend mit einem MTT-

Test untersucht.

5.1.6 Untersuchung der In-vitro-Zytotoxizitat mittels MTT-Test

Im Gegensatz zur durchflusszytometrische Toxizitatsstudie verwendet der MTT-Test
keine Quantifizierung der Fluoreszenz, um die In-vitro-Zytotoxizitdt zu bestimmen.
Dieser Test beruht auf der Reduktion des gelben Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid zu einem Formazan in lebenden Zellen.*? Die
gemessene Absorption des neu gebildeten violetten Farbstoffs steht in direkter
Relation zur Viabilitat der Zellen.

Um den MTT-Test durchflihren zu kénnen, wurden die MCF-7- und HT-29-Zellen vorab
erneut mit Doxorubicin und den beiden Konjugaten in Serum enthaltendem Medium fir
72 Stunden inkubiert. Hierbei wurde eine Konzentrationsreihe von 0.1 bis 50 uM
angewendet. Im Anschluss daran wurde das MTT-Reagenz dazugegeben und die
Absorption des Formazans bei 570 nm gemessen. Die dabei erhaltenen Werte des
MTT-Tests wurden anschlieRend als ICso-Wert dargestellt, was der Konzentration an

Arzneistoff entspricht, bei der 50 % der Zellen tot vorliegen (Tabelle 1).

Tabelle 1: ICso-Werte von Doxorubicin und den CPP-Konjugaten in MCF-7- und HT-29-Zellen

MCF-7 HT-29
ICs0 (MM) 1Cs0 (UM)

Doxorubicin 04 1.2
34 11.4 19.0
35 27.0 247

Der zytostatische Effekt des freien Arzneistoffs ist in beiden Zelllinien mit Werten im

niedrigen micromolaren Bereich sehr hoch. Das Polyarginin-Doxorubicin-Konjugat (34)

106



5 Peptid-vermittelte Zellaufnahme von Doxorubicin

hat in HT-29-Zellen einen ICsp-Wert von 19.0 uM, wahrend der ICs-Wert in der
Brustkrebszelllinie deutlich niedriger ist (11.4 pM). Diese Daten sind in guter
Ubereinstimmung mit den zytotoxischen Eigenschaften, welche bei der
Durchflusszytometrie erhalten wurden. Die In-vitro-Zytotoxizitat von 35 ist in beiden
Zelllinien im Vergleich zu 34 geringer, wobei der zytostatische Effekt von 35 in MCF-7-
(ICs0: 27.0 pM) starker als in HT-29-Zellen (ICso: 24.7 pM) ausgepragt ist. In Analogie
zu 34 wurde dieses Verhalten ebenfalls bei der Durchflusszytometrie beobachtet.
Dennoch muss beim MTT-Test die verwendete Konzentrationsreihe bericksichtigt
werden, da die dariber ermittelten ICso-Werte niedrigeren Konzentrationen als der 50
MM des durchflusszytometrischen Viabilitdtstest entsprechen. Deshalb besteht die
Moglichkeit, dass Doxorubicin im Vergleich zu 34 bei geringen Konzentrationen eine
hohere Aktivitat aufweist, wobei 34 erst bei groeren Konzentrationen zunehmend
zytotoxischer wirkt. Eine plausible Erklarung fur dieses Phanomen ist die bei erhdhter
Konzentration gesteigerte Endozytose-unabhangige Aufnahme in Form von direkter
Translokation der Polyarginine, welche die effiziente Anreicherung des Arzneistoffes in
der Zelle erméglicht.??®!

Um den Einfluss der zellpenetrierenden Peptide auf die zytotoxischen Eigenschaften
der Konjugate zu untersuchen, wurde abschlieRend ein MTT-Test fur das Polyarginin
(32) und das amphipathische CPP (33) durchgefihrt. Wie in der Literatur bereits
beschrieben, konnte auch hier keine signifikante In-vitro-Zytotoxizitat fur die beiden
Peptide beobachtet werden.'®®! Deshalb kann abschlieRend zusammengefasst
werden, dass die zytotoxischen Eigenschaften der Konjugate 34 und 35 ausschlief3lich
auf dem Anthracyclin beziehungsweise den mit Doxorubicin-assoziierten
Abbauprodukten (Abbildung 66; B und C) beruhen. Um zu Uberprifen, ob diese
zytotoxischen Substanzen auch an ihrem eigentlichen Wirkort, dem Nukleus, aktiv
sind, wurde im Anschluss mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie die intrazellulare

Arzneistoffverteilung untersucht.

5.1.7 Konfokalmikroskopische Analyse der intrazellularen

Arzneistoffverteilung

Der hauptsachliche Wirkmechanismus, welcher fir das Anthracyclin Doxorubicin
angenommen wird, besteht in DNA-Interkalation und darauffolgender Hemmung der
Topoisomerasen-Funktionalitit.**! Deswegen muss der Arzneistoff genau betrachtet im
Nukleus angereichert werden, um seine zytotoxischen Eigenschaften zu entfalten.

Aufgrund der intrinsischen Fluoreszenz des Doxorubicin und entsprechender
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Gegenfarbung des Zellkerns kann dies leicht durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie
Uberprift werden.

Um die intrazellulare Arzneistoffverteilung mit Konfokalmikroskopie zu untersuchen,
wurden die beiden bereits verwendeten Zelllinien zunachst fur 5 Stunden mit 50 yM
Doxorubicin und den entsprechenden CPP-Konjugaten inkubiert. Im Anschluss daran
wurde der Hoechst-Farbstoff dazugegeben, fir weitere 30 Minuten inkubiert und die
Fluoreszenz mit dem Konfokalmikroskop beobachtet. Diese bis-Benzimidazol-
Farbstoffe kdnnen hoch spezifisch an Adenin und Thymin reiche DNA-Sequenzen
binden.”® Anhand der Kolokalisation von Hoechst und Doxorubicin kann somit gezeigt
werden, ob der Arzneistoff an seinem Wirkort angekommen ist.

Die in der folgenden Abbildung dargestellten Tafeln des detektierten
Fluoreszenzsignals verdeutlichen, dass freies Doxorubicin (rote Farbgebung) in den
Zellkernen beider Zelllinien gefunden werden kann (Abbildung 71). Wobei in HT-29-
Zellen das Zytostatikum ebenfalls im Cytosol beobachtet wird. Anhand der Bilder ist zu
erkennen, dass der Arzneistoff in nahezu allen Zellen gegenwartig ist. Demgegenuber
scheint die Aufnahme der Doxorubicin-CPP-Konjugate verringert zu sein, wie bereits
bei der mittels Durchflusszytometrie bestimmten Zellaufnahme zu sehen war. Dabei
besteht wiederum die Moglichkeit, dass die tatsachliche Aufnahme aufgrund der
verringerten Fluoreszenz hoher ist. Ungeachtet dessen kann 34 in beiden Zelllinien
ebenfalls sowohl im Zellkern als auch zu einem groRen Anteil im Cytosol detektiert
werden. Dadurch kdnnen zwei Schlussfolgerungen gezogen werden. Zum einen ist
nach 5 Stunden die Glutathion-vermittelte Disulfidspaltung wohl noch nicht vollstédndig
abgeschlossen, auch wenn die Abbaustudie ein anderes Resultat offenbarte, und zum
anderen wird verdeutlicht, dass das reduzierte Doxorubicin-CPP-Konjugat toxische
Metabolite in den Zellkern liefern kann. Ein ahnliches Verhalten wird auch fur 35
beobachtet, wobei Doxorubicin-assoziierte Fluoreszenz nahezu ausschliellich im
Zellkern detektiert wird. Dies ist anhand intensiver violetter Farbung durch die
simultane Farbgebung mit Hoechst ersichtlich. Allerdings muss auch hier bericksichtigt
werden, dass die Fluoreszenz des ungespaltenen Doxorubicin-CPP-Konjugates
verringert sein kann. Dies bedeutet, dass sowohl 34 als auch 35 von MCF-7- und HT-
29-Zellen aufgenommen wurde, jedoch aufgrund der geringen Konzentration durch
Konfokalmikroskopie in den Tumorzellen nicht beobachtet werden kann.

Prolinreiche zellpenetrierende Peptide wie 33 werden durch Lipid-Raft-Caveolae-
vermittelte Endozytose in die Zelle aufgenommen.*® Bei dieser Form der

Internalisierung sind keine Lysosomen involviert.*”! Dadurch kann das Doxorubicin-
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CPP-Konjugat 35 intakt das Cytosol erreichen, dort von Glutathion gespalten werden
und somit den Arzneistoff in den Zellkern abgeben. Da derartige amphipathische

zellpenetrierende Peptide typischerweise nicht in den Zellkern aufgenommen werden

kénnen, wird hierdurch das leistungsfahige Prinzip der Glutathion-vermittelten
[16,38]

Wirkstofffreisetzung erneut verdeutlicht.

Doxorubicin

MCF-7

Doxorubicin

HT-29

Abbildung 71: Untersuchung der intrazelluldaren Wirkstoffverteilung von Doxorubicin und den
entsprechenden CPP-Konjugaten in MCF-7- und HT-29-Zellen mittels konfokaler

Fluoreszenzmikroskopie (Malstabsbalken: 20 uym)
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Mit Hilfe der bisher erzielten Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die
Funktionalisierung mit nur einem zellpenetrierenden Peptid zu keiner verbesserten
Zellinternalisierung des Arzneistoffs fihrt. Daher wurde eine multivalente Doxorubicin-
CPP-Struktur entwickelt, welche die Modifikation mit zwei Thiol-tragenden
Aminosauresequenzen gestattet, um die Aufnahme der toxischen Substanz weiter zu
erhéhen. Die Synthese dieses neuartigen sowie spaltbaren Biokonjugates wird im

folgenden Teil beschrieben.

5.2 Multivalente zellpenetrierende Peptid-Doxorubicin-

Konjugate

5.2.1 Synthese und Charakterisierung

Multivalenz spielt in biologischen Systemen und bei biochemischen Vorgangen eine
wichtige Rolle,® da sich multivalente Strukturen gegeniiber monovalenten Systemen
durch eine erhebliche Verstarkung des Effektes der einzelnen Einheit auszeichnen.””!
Dieses Phanomen wurde ebenso fir zellpenetrierende Peptide beobachtet. Eggimann
et al. gelang die Synthese einer Reihe von multivalenten zellpenetrierenden Peptiden,
basierend auf dem dendritischen Kern der Aminosaure Lysin.""! Dabei wurde gezeigt,
dass bivalente kationische zellpenetrierende Peptide eine deutlich verbesserte
Zellaufnahme aufweisen. Dieser Effekt war jedoch bei bivalenten amphipathischen
Peptiden vernachlassigbar klein.

Das im vorangegangen Kapitel bereits dargestellte Doxorubicinderivat 26 erflllt die
bendtigten Anforderungen, um CPP-basierte bivalente Strukturen aufzubauen.
Aufgrund der beiden aktivierten Thiole von 26 kann dieses leicht mit terminalen
Sulfhydrylgruppen von Cysteinen in Peptiden umgesetzt werden.

Um das zwei kationische zellpenetrierende Peptide-tragende Doxorubicin Derivat 36
darzustellen, wurde deshalb zunachst 26 in einem Gemisch aus DMF und DPBS
geldst. AnschlieBend wurden zwei Aquivalente von 32 dazugegeben und das
Reaktionsgemisch unter Argon gerthrt, um die Ausbildung von Disulfiden von 32 zu
vermeiden. Der Fortschritt der Reaktion wurde mittels HPLC verfolgt und zeigte bereits
nach zwei Stunden vollstdndigen Umsatz. Nach erfolgter Aufreinigung wurde das
Lésungsmittel der Produktfraktionen entfernt, der Rickstand in Methanol geldst und

das Produkt als roter Feststoff in Diethylether ausgefalit.
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Abbildung 72: Darstellung des zwei kationische zellpenetrierende Peptide-tragenden
Doxorubicin-Abkémmlings; (a) 32 (2 eq), DPBS, DMF, Argon, 3 h, r.t., 69 %

Die durch abschlieRende Filtration erhaltene Zielverbindung zeigte im MALDI-TOF-
Massenspektrum kein Signal fir die monosubstituierte Verbindung. Um dies weiter
eingehend zu Uberprifen wurde 36 mittels NMR-Spektroskopie untersucht. Dabei
konnte die Struktur anhand der COSY-, NOESY- und TOCSY-Spektren vollstandig
aufgeklart werden. Das charakteristische 'H-NMR-Spektrum von 36 in D,O ist in
Abbildung 73 dargestellt. Da die Amidprotonen von Wasser ausgetauscht werden, sind
im Tieffeld ausschlieBlich die Peaks des Aromaten zu erkennen. In diesem Bereich
werden nur die drei aromatischen Protonen des Anthracyclins (a, b, ¢) beobachtet und
keine der 2-Pyridyldisulfid-Funktion. Dadurch wird bereits eine gute Indikation fiir das
Vorhandensein der beiden zellpenetrierenden Peptide gegeben. Daruber hinaus ist die

Gegenwart der Peptide an den zwei Singuletts bei 2.04 und 2.03 ppm zu erkennen.
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Diese entsprechen den acetylierten Aminogruppen der Cysteine. Aufgrund der grof3en
Anzahl gleicher Wiederholungseinheiten sind die Argininseitenketten ungeeignet, um
eine definitive Aussage zum Vorhandensein der beiden zellpenetrierenden Peptide zu
machen. Des Weiteren befinden sich unter den groRen Seitenkettenpeaks auch eine
Vielzahl nicht Arginin-verwandter Protonen (q, I), welche nur anhand der 2D-
Experimente ermittelt werden konnten. Obwohl das isolierte Produkt zusatzlich im
Vakuum getrocknet wurde, konnten Losungsmittelspuren detektiert werden, wobei das
fir biologische Anwendungen schadliche Triethylamin im 'H-NMR-Spektrum nicht zu

beobachten war.
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Abbildung 73: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 36 in D,O (850 MHz)

Das ergénzende Gegenstiuck zu 36 wurde ein Doxorubicin-CPP-Konjugat darstellen,
welches demgegenlber zwei Arzneistoffmolekile und nur ein zellpenetrierendes
Peptid aufweist. Hierbei wirde jedoch nicht die verbesserte Zellaufnahme der
Verbindung im Vordergrund stehen, sondern die intrazellulare Freisetzung eines hoch
DNA-affinen Doxorubicinderivates. Um ein derartiges Molekil zu synthetisieren, kann
ebenfalls ein bereits dargestellter Doxorubicin-Abkémmling verwendet werden. Da das
funktionale Doxorubicin-Dimer 14 neben den beiden Anthracylinen ein aktiviertes Thiol

besitzt, kann dieses leicht mit zellpenetrierenden Peptiden umgesetzt werden.
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5 Peptid-vermittelte Zellaufnahme von Doxorubicin

Um dies durchzuflhren, wurde zunédchst 14 in einem Gemisch aus DMF und 25 mM
TEAA-Puffer (pH 7) geldst und anschlieRend mit einem Uberschuss an 32 versetzt.
Nach beendeter Reaktion wurde mittels HPLC aufgereinigt, um das Produkt von
unreagiertem Peptid abzutrennen. Die Produktfraktionen wurden im Vakuum eingeengt

und der Rickstand in Diethylether ausgefalit.
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Abbildung 74: Synthese des Doxorubicin-Dimer-CPP-Konjugates; (a) 32 (1.5 eq), 25 mM TEAA-
Puffer (pH 7), DMF, Argon, 3 h, r.t., 72 %

Das durch Filtration isolierte Produkt wurde darauffolgend mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie untersucht (Abbildung 75). Obwohl bei der Aufreinigung durch
praparative RP-HPLC das Eluat eines Peaks eingesammelt wurde, konnten im
Massenspektrum eine Vielzahl von Signalen detektiert werden. Neben dem

Produktpeak sowie den entsprechenden Natrium- und Kaliumsalzen waren jedoch
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5 Peptid-vermittelte Zellaufnahme von Doxorubicin

keine Nebenprodukte vorhanden, da bei genauerer Betrachtung zu erkennen ist, dass
es sich Uberwiegend um Fragmentierung der eigentlichen Substanz handelt. Die
beiden Peaks bei 2667.99 und 2684.97 m/z entsprechen beispielsweise der
Produktmasse ohne das Zuckermolekul, wobei der Abstand beider Peaks mit der
Masse von Sauerstoff Ubereinstimmt. Dieses Verhalten ist durch zwei unterschiedliche
Fragmentierungswege der Etherbricke des Acetals von Daunosamin zu erklaren.
Ungeachtet dessen zeigte die Charakterisierung durch NMR-Spektroskopie, dass
beide Zucker des Biokonjugates vollstandig vorhanden sind, da die sechs Protonen der
Methylgruppe von Daunosamin sowie die charakteristischen sechs aromatischen
Protonen des Anthracyclins beobachtet werden konnten. Die Ubrigen
Fragmentierungsprodukte des erhaltenen MALDI-TOF-Massenspektrums lassen sich
in ahnlicher Weise erklaren beziehungsweise deren Koexistenz durch NMR

Spektroskopie widerlegen.
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Abbildung 75: MALDI-TOF-Massenspektrum von 37 (Matrix: aCHCA)

Anhand der beiden dargestellten multivalenten Doxorubicin-CPP-Konjugate lasst sich
nun weiter untersuchen, ob und inwieweit sich die zelluldre Aufnahme sowie die
zytotoxischen Eigenschaften im Vergleich zu Verbindung 34 &ndern. Fur 36 wére eine
héhere Zellaufnahme zu erwarten, wohingegen 37 die zytotoxischere Verbindung
darstellen musste. Allerdings haben die in dieser Arbeit bisher beschriebenen

Biokonjugate keinerlei Schutzfunktion, so dass die Peptide im menschlichen
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Organismus von Enzymen angegriffen werden kénnen. Dadurch wird deren Potential
fur mdogliche In-vivo-Anwendungen verringert. Die Funktionalisierung mit einem
Polyethylenglykol-Polymer kénnte jedoch die ,Stabilitdt® der Peptidverbindung
verbessern. Dieses Ziel wurde ebenfalls bei der Darstellung der folgenden

Doxorubicinderivate verfolgt.

5.3 Funktionale zellpenetrierende Peptid-Doxorubicin-

Abkommlinge

5.3.1 Synthese und Charakterisierung

Die Verknupfung von Peptiden und Proteinen mit Polyethylenglykol ist fir deren
therapeutische und biotechnologische Anwendungen von zunehmendem Interesse.*?
Durch die Funktionalisierung mit dem Polymer wird nicht nur die Verweildauer des
Biomolekils durch Verminderung der renalen Ausscheidung erhoht, sondern auch die
Anfalligkeit fir einen etwaigen enzymatischen Verdau minimiert.*® Des Weiteren
zeichnet sich  Polyethylenglykol durch seine hohe Wasserloslichkeit und
Biokompatibilitat aus."*" Da sowohl zellpenetrierende Peptide als auch Anthracycline
eine hohe Affinitdt fir Serumproteine besitzen, welche folglich deren Effektivitat
erheblich abschwacht, kann die Funktionalisierung mit einem ungeladenen
Polyethylenglykol-Polymer diesen Effekt reduzieren.

Um die klinische Relevanz von Doxorubicin-CPP-Konjugaten zu erhéhen, wurde daher
eine entsprechende mit Polyethylenglykol funktionalisierte Verbindung dargestellt,
wobei erneut auf die Chemie der 2-Pyridyldisulfide zurlGckgegriffen wurde. Dadurch
kann das Polymer nach erfolgter CPP-vermittelter Aufnahme durch die reduktive
intrazellulare Umgebung wieder gespalten werden.

Da die einfachste chemisch zugangliche funktionelle Gruppe des bereits
synthetisierten Doxorubicin-CPP-Konjugates 34 das Amin des Zuckers ist, wurde die
Verbindung zunachst mit N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat umgesetzt. Dabei
wurde die Reaktion in einem Gemisch aus Wasser und DMF mit einem zweifachen
Uberschuss an Vernetzer durchgefiihrt. Der Uberschuss des Vernetzers ist hierbei
unbedingt notwendig, da andernfalls durch Hydrolyse des NHS-Ester von N-
Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat kein vollstandiger Umsatz zu 38 mdglich ist.
Aufgrund der hohen Basizitat der Guanidinium-Gruppen des Polyarginin ist hier keine

Nebenreaktion mit dem Vernetzerreagenz zu erwarten. Nach vier Stunden

115



5 Peptid-vermittelte Zellaufnahme von Doxorubicin

Reaktionszeit war der Peak des Eduktes (32) gemal® HPLC vollstandig verschwunden,
so dass das Rohprodukt im Anschluss praparativ aufgereinigt werden konnte.

Die NMR-spektroskopische Untersuchung der isolierten Verbindung zeigte allerdings,
dass ein Teil der Guanidinium-Gruppen 3-(2-Pyridyldithio)-propionsaure als Gegenion
besitzen und nicht etwa wie zu vermuten die Essigsdure des HPLC-Puffers. Das
Hydrolyseprodukt des Vernetzers konnte durch erneute Aufreinigung mittels HPLC
unter veranderten Gradienten-Bedingungen ebenfalls nur zu einem kleinen Teil
entfernt werden, da die Wechselwirkungen mit den Argininseitenketten scheinbar
besonders stark sind. Die Entfernung des Propionsaurederivates ist jedoch fur weitere
Reaktionen unabdingbar, da andernfalls leicht eine Reihe von Nebenreaktionen
stattfinden koénnen.

Aufgrund des groRRen Unterschiedenes bezlglich des hydrodynamischen Radius von
38 und der 3-(2-Pyridyldithio)-propionsaure konnte dennoch das ungewilinschte
Gegenion durch GPC an Bio-Gel® P-2 mit 25 mM Triethylammoniumacetatpuffer (pH

7) als Laufmittel chromatographisch abgetrennt werden.
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Abbildung 76: Modifikation des Polyarginin-Doxorubicin-Konjugates; (a) N-Succinimidyl-3-(2-
pyridyldithio)-propionat (2 eq), Wasser, DMF, 4 h, r.t., 71 %

Um die strukturelle Identitdt von 38 zu belegen, zeigte sich MALDI-TOF-
Massenspektrometrie als keine geeignete Charakterisierungsmethode, da hierbei die
Gegenionen der Guanidinium-Gruppen typischerweise nicht detektiert werden kdénnen.

Demgegenuber kann 38 umso leichter durch NMR-Spektroskopie charakterisiert
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werden (Abbildung 77). Anhand des entsprechenden COSY-Kopplungsmuster kénnen
die aromatischen Protonen des Doxorubicin (b, ¢, €) und des 2-Pyridyldisulfid (a, d, f)
voneinander unterschieden werden, wobei das charakteristische Proton (a) in direkter
Nahe zum Pyridyl-Stickstoff als guter Anhaltspunkt dient. Bei genauerer Betrachtung
der zugehdrigen Integrale ist zu erkennen, dass alle dem zu erwartenden Wert von
eins entsprechen. Des Weiteren werden die acht Acetatgegenionen bei 1.92 ppm
beobachtet. Mit Hilfe dieser Informationen und des Massenspektrums kann
schlussgefolgert werden, dass ausschliel3lich Verbindung 38 mit den relevanten

Gegenionen isoliert wurde.
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Abbildung 77: 1H—NMR—Spektrum von Verbindung 38 in D,O (700 MHz) — inklusive COSY-

Kopplungamuster der aromatischen Protonen

Der dargestellte Doxorubicin-Abkédmmling 38 kann nun mit Thiol-funktionalisiertem
Polyethylenglykol umgesetzt werden. Daflir wurde 38 zunéachst in einer neutralen
methanolischen Pufferlésung vorgelegt und anschlieBend mit einem geringen
Uberschuss (1.1 eq) des Ethylenglykol-Polymers (Mg = 2000 g/mol) geldst in dem
gleichen Losungsmittelgemsich unter Argon langsam dazugegeben. Dadurch konnte
die Ausbildung von Nebenprodukten vermieden und der unreagierte Uberschuss des

Polymers durch GPC an Bio-Gel® P-2 mit 25 mM Triethylammoniumacetatpuffer (pH
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7) als Laufmittel chromatographisch abgetrennt werden. Das Losungsmittel der

isolierten Fraktionen wurde im Anschluss daran entfernt, der Rickstand in Methanol

geldst und das Produkt als roter Feststoff in Diethylether ausgefalit.

Abbildung 78: Darstellung des neuartigen spaltbaren Polyethylenglykol-Doxorubicin-CPP-
Konjugates; (a) Thiol-funktionalisiertes Polyethylenglykol (1.1 eq), 25 mM TEAA-Puffer (pH 7),
MeOH, Argon, tber Nacht, r.t., 82 %

Die Charakterisierung des Polyethylenglykol-Doxorubicin-CPP-Konjugates erwies sich
als nicht trivial. NMR-spektroskopische Analyse der isolierten Verbindung flihrte
unabhangig vom verwendeten deuterierten Ldsungsmittel (MeOH, DMSO, DMF,
Wasser) zu keinen fir die Sturkturaufklarung verwertbaren Signalen. Das erhaltene
MALDI-TOF-Massenspektrum von 39 war ebenfalls nicht aussagekraftig, da erneut
erhebliche Fragmentierung der vermessenen Substanz zu beobachten war und die
Molekulargewichtsverteilung des Polymers (PDI = 1.15) eine eindeutige
Peakzuordnung zusatzlich erschwerte.

Ungeachtet dessen konnte die Zusammensetzung der Struktur von 39 durch
gelektrophoretische Analyse identifiziert werden. Dabei spielen die intrinsischen
Parameter der Substanz eine entscheidende Rolle. Die erhaltenen Ergebnisse der
SDS-PAGE sind in Abbildung 79 dargestellt. Hierbei wurden in Spur 1 und 5 zwei
verschiedene Peptidstandards aufgetragen, um mehr Informationen Uber das

entsprechende Molekulargewicht der verwendeten Verbindungen zu gelangen. Das
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Polyethylenglykol-Doxorubicin-CPP-Konjugat (39) sowie der synthetische Vorlaufer
(34) sind in der dritten und zweiten Spur zu beobachten. Das Thiol-funktionalisierte
Ethylenglykol-Polymer befindet sich in Spur 4.

Da sowohl 34 als auch 39 eine Vielzahl von basischen Aminosauren aufweisen,
werden die Verbindungen effizient von Coomassie-Brilliant-Blau angefarbt, was an der
intensiven blauen Farbe zu erkennen ist (linke Tafel). Demgegenuber zeigt das
untersuchte Polymer, wie zu erwarten, keine Farbung. Obwohl das Molekulargewicht
von 39 groéRer als das des synthetischen Vorlaufers ist, liegt dessen Bande minimal
unter der von 34, entspricht aber gemall der beiden Standards dennoch dem
erwarteten Molekulargewichtsbereich (oberhalb 3.5 kDa). Des Weiteren zeigten auch
nur 34 und 39 Fluoreszenz nach Anregung mit UV-Licht, welche mit dem
Vorhandensein von Doxorubicin assoziiert werden kann (mittlere Tafel).

Anhand dieser Beobachtungen kann jedoch die Gegenwart eines Ethylenglykol-
Polymers in 39 nicht belegt werden. Um dies zu Uberprifen, wurde die von Skoog
erstmals beschriebene Methode zur Ausbildung von Polyethylenglykol-vermittelten
Bariumiodid-Komplexen angewendet.*! Diese hoch selektive Methode zur
Ethylenglykol-Polymer-Bestimmung findet ebenfalls praktische Anwendung in der SDS-
PAGE."**"l Die dabei entstehenden Komplexe zeigen eine starke Absorption im
sichtbaren Bereich des Lichtes. Dies ist anhand der intensiven orangenen Farbung der
Banden in der rechten Tafel der folgenden Abbildung zu erkennen (Abbildung 79). Da
34 kein Ethylenglykol-Polymer tragt, ist hierflr entsprechend keine Komplexbildung zu
erkennen. Demgegeniber zeigt 39 genau wie das Thiol-funktionalisierte
Polyethylenglykol ~ die  charakteristische = Bande. Aufgrund des  hdéheren
Molekulargewichtes von 39 liegt die Bande wie zu erwarten oberhalb des
unmodifizierten Polymers. Da Standard 2 eine kaleidoskopische Referenz darstellt,
sind die Peptidbanden auch ohne Coomassie-Farbung in der rechten Tafel eindeutlich
ersichtlich. Dadurch kann beobachtet werden, dass das Thiol-funktionalisierte
Ethylenglykol-Polymer mit seinem Molekulargewicht von 2000 g/mol erwartungsgemaf
unterhalb der Standardbande bei 3.5 kDa liegt. Im Vergleich dazu ist die Bande von 39

oberhalb der des Standards zu erkennen.
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Abbildung 79: SDS-PAGE des Polyethylenglykol-Doxorubicin-CPP-Konjugates, verglichen mit
dem synthetischen Vorlaufer 34 sowie dem Thiol-funktionalisierten Ethylenglykol-Polymer; linke
Tafel: Visualisierung der Peptidbanden durch Anfarbung mit Coomassie-Brilliant-Blau; mittlere
Tafel: Detektion der Doxorubicin-Fluoreszenz; rechte Tafel: Veranschaulichung der erhaltenen

Polyethylenglykolbanden durch Ausbildung von Bariumiodid-Komplexen

Anhand der durch SDS-PAGE erhaltenen Parameter kann schlussgefolgert werden,
dass es sich bei 39 um eine Substanz (eine Bande) handelt, welche die zu
erwartenden Charakteristika des Peptides, Arzneistoffs und Polymers eindeutig erfullt.
Nichtsdestotrotz wird bei der Darstellung von 39 auf das primare Amin des Zuckers
zurlckgegriffen. Da bei allen vorangegangenen Modifikationen ausschlieRlich auf das
aliphatische Keton des Doxorubicin zurtiickgegriffen wurde, soll ein weiteres Derivat
genaue Rulckschlisse uber die verwendete Funktionalisierungsmethode und deren
Auswirkungen auf die Zytotoxizitat ermoglichen.

Aus diesem Grund wurde daruber hinaus 40 synthetisiert. Bei dieser Verbindung bleibt
das Daunosamin  unmodifiert. Dennoch  ermdglicht dieses  funktionale
Doxorubicinderivat, genau wie 38, die Verknupfung mit Thiol-tragenden Ethylenglykol-
Polymeren. Um 40 darzustellen, kann wiederum auf das bereits vorhandene Repertoire
an Arzneistoffabkdmmlingen zurtckgegriffen werden. Die fur die Rezyklisierung von
Octreotid verwendete Substanz entspricht bei genauerer Betrachtung den bendtigten
Anforderungen. Diese Verbindung besitzt im Gegensatz zu 38 bereits zwei 2-
Pyridyldisulfide, jedoch kein zellpenetrierendes Peptid. Daher wurde 26 im Vergleich
zur Darstellung von 36 mit nur einem Aquivalent des CPP umgesetzt. Durch
Untersuchung der Reaktionsmischung mittels RP-HPLC konnte die Ausbildung der
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zweifach substituierten Spezies 36 nur zu einem &auferst geringen Anteil beobachtet
werden. Jedoch war bereits nach einer Stunde ein weiterer intensiver Peak mit
geringerer Retentionszeit verglichen mit 26 im erhaltenen Chromatogramm zu
detektieren. Nach vollstandiger Umsetzung wurde dieser Peak durch praparative HPLC
isoliert. Im Anschluss daran wurde das Ldsungsmittel entfernt, der Ruckstand in

Methanol gel6st und die rote Substanz in Diethylether ausgefalit.
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Abbildung 80: Darstellung der beiden Isomere des funktionalen Doxorubicin-Konjugates 40; (a)
32 (1.1 eq), DPBS, DMF, Argon, 3 h, r.t., 67 %

Die anschlieRende Charakterisierung zeigte im MALDI-TOF-Massenspektrum die zu
erwartende Masse von 40 sowie das entsprechende Natrium- und Kaliumsalz, wobei

erneut Fragmentierung und dadurch freies Peptid zu beobachten war. Das
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Vorhandensein von freiem Peptid konnte jedoch durch NMR-Spektroskopie
ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus wurde im 'H-NMR-Spektrum analog zum
Doxorubicin-Octreotid-Konjugat die Existenz zweier Isomere (Abbildung 80; A und B)
beobachtet, da beide 2-Pyridyldisulfide eine &hnliche Reaktivitdt gegeniuber dem
verwendeten CPP aufweisen. Diese Reaktivitdt wird unter anderem durch die
chemische Struktur des verwendeten Vernetzers, welcher die aktivierten Thiole an
zwei frei drehbaren Ketten tragt, bedingt. Somit kommt es zu keiner sterischen
Hinderung bei der Ausbildung der Disulfide mit der Aminosaure Cystein, was dazu
fuhrt, dass kein Disulfid bevorzugt gebildet wird. Aufgrund der geringen sterischen
Anforderung des Vernetzers kdnnen sogar Moleklle, welche zwei Sulfhydrylgruppen
besitzen, zyklisiert werden, wie bereits anhand des reduzierten Octreotides erfolgreich
demonstriert werden konnte.

Der charakteristische Bereich der aromatischen Protonen von 40 st zur

Veranschaulichung der Gegenwart beider Isomere in der folgenden Abbildung

dargestellt.
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Abbildung 81: Ausschnitt aus dem 1H—NMR—Spektrum von Verbindung 40 (A und B) in D,O (500
MHz)

Anhand des Ausschnittes des 'H-NMR-Spektrum von 40 kénnen zwar zwei
verschiedene Satze an 2-Pyridyldisulfiden leicht ausgemacht werden, jedoch ist eine
entsprechende Zuordnung zu einem der beiden Isomere nicht moglich. Auch unter
Zuhilfenahme von 2D-NMR-Experimenten konnten keine aufschlussreichen

Kopplungen zwischen der Pyridylgruppe, der Ethylenbricke und dem Aminosaurekern
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beobachtet werden, da die Protonen der Ethylenbricken eine ahnliche chemische
Verschiebung aufweisen. Den Weg uber die NOE der Methylengruppe des Cystein zu
gehen fuhrte zu demselben Ergebnis.

Obwohl die beiden 2-Pyridyldisulfide in keiner raumlichen Nahe zu den aromatischen
Protonen des Doxorubicin stehen, wird deren chemische Verschiebung beeinflusst.
Dadurch liefert das zur Methoxygruppe ortho-standige Proton zwei Dubletts bei 7.58
und 7.55 ppm. Aufgrund der annahernd gleichen chemischen Verschiebung kénnen
die beiden Peaks jedoch nicht separat integriert werden. Bei den Ubrigen aromatischen
Protonen des Arzneistoffs ist eine derartige Differenzierung nicht méglich. Allerdings
weist beispielsweise die Methylgruppe des Daunosamin fur beide Isomere ebenfalls
eine unterschiedliche chemische Verschiebung auf.

Dennoch ist es mit Hilfe des Auszuges des Protonenspektrums von 40 moglich, das
Verhaltnis der beiden Isomere zu bestimmen. Durch das COSY-Spektrum konnten die
2-Pyridyldisulfide in zwei Gruppen unterteilt werden. Anhand der Integrale der Peaks
bei 6.90 und 6.80 ppm ist ein Verhaltnis von 43 zu 56 zu erkennen. Die Ubrigen Signale
der 2-Pyridyldisulfide weisen ein ahnliches Verhaltnis auf, so dass schlussgefolgert
werden kann, dass beide Isomere mit der nahezu selben Haufigkeit vorliegen. Dieses
Verhalten wird durch die bereits zuvor erlduterte analoge Reaktivitat der beiden
aktivierten Thiole ermdglicht, so dass die Isomere zu aquivalenten Anteilen gebildet
werden kdnnen, wie auch mit Hilfe des 'H-NMR-Spektrums zu sehen ist.

Wie 38 besitzt nun 40 ebenfalls ein CPP und ein 2-Pyridyldisulfid, welches die
Funktionalisierung mit dem Ethylenglykol-Polymer ermdoglicht. Aber auch andere Thiol-
tragende Molekile kdnnten leicht mit 40 unter Ausbildung eines Disulfides verknupft
werden. Beispielgebend ware es ebenso denkbar eine Kernlokalisierungssequenz
einzufhren, um nicht nur Zellinternalisierung, sondern auch Nukleusakkumulation zu
ermoglichen. Dieser Modifikationsansatz soll auch Gegenstand des folgenden Kapitels

sein.
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6 Kernlokalisierungssignale fur Doxorubicin

Das Anthracyclin Doxorubicin entfaltet seine zytotoxischen Eigenschaften nach
erfolgter Aufnahme in den Zellkern unter anderem durch DNA-Bindung und
darauffolgende Topoisomerasen-Inhibition.!"? Dies bedeutet, dass durch eine erhohte
Anreicherung im Nukleus die Antitumor-Eigenschaften des Arzneistoffs signifikant
verbessert werden kénnen.”! Die Applikation von Doxorubicin (iber Mizellen oder mit
Dextran ummantelten Gold-Nanopartikeln hat bereits gezeigt, dass dadurch die
Aufnahme von Doxorubicin tber die Kernporen in den Nukleus gesteigert werden

[4.5]

kann. Daraus resultierte auch eine erhodhte Zytotoxizitdt, welche durch die

Anwendung von mit Kernlokalisierungssequenzen Kkonjugierten Mizellen sowie
Nanopartikeln weiter erhéht wurde.?®!

Das Prinzip der Zellkernanreicherung des Arzneistoffs spielt bei der Bekdmpfung von
arzneistoffresistenten Tumorzellen ebenfalls eine wichtige Rolle, da die in den
Tumorzellen Uberexprimierten Transmembranproteine, welche den Arzneistoff wieder
aus der Zelle transportieren, bevor er seinen Wirkort erreicht, nicht nur in der
Plasmamembran, sondern auch in der Kernhiille gegenwartig sind.!"®

Aufgrund der zahlreichen positiven Ladungen der NLS sind diese Peptide ebenfalls
dazu in der Lage die Plasmamembran zu Uberwinden, auch wenn das Mal an
Zellinternalisierung verglichen mit zellpenetrierenden Peptiden geringer ist.*'" Ein
Kernlokalisierungssignal mit einer derartigen Vielzahl an basischen Aminosauren hat
seinen Ursprung im Simian-Virus 40."7 Aufgrund der dualen Aufnahme der
Aminosauresequenz PKKKRKYV uber Plasmamembran und Kernhulle hinweg kdnnte
dieses Peptid die Abgabe von im Zellkern wirksamen Arzneistoffen wie Doxorubicin
ermoglichen. Obwohl diese Sequenz bei der Funktionalisierung von Mizellen und
Nanopartikeln fur die verbesserte Wirkstoffabgabe bereits eine breite praktische
Anwendung fand, wurden bislang keine direkt verknipften Doxorubicin-NLS-Konjugate
dargestellt, um somit Arzneistoffresistenz zu iberwinden.

Die hier synthetisierten Biokonjugate sollen auf derartige Strukturen abzielen, wobei
die eigentliche Verknipfung der NLS mit dem Arzneistoff im Vordergrund steht. Die
unterschiedlichen Konjugationsansatze finden dabei erneut am aliphatischen Keton
des Doxorubicin statt und gestatten die Darstellung reduktiv sowie hydrolysierbar
spaltbarer und persistenter Verbindungen. In Abhangigkeit von der verwendeten
Modifikationsmethode kann so uUberpriuft, welche Funktionalisierung die effiziente

Abgabe in den Zellkern vermag oder ob dies sogar keine Notwendigkeit fur das
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Konjugat dargestellt. Zusatzlich kénnten die hier gewonnen Informationen fir die
vorangegangenen Doxorubicinderivate eine wichtige Rolle spielen. Denn nicht nur die
dimeren Doxorubicin-Spezies, sondern ebenso die CPP-Konjugate zeigten im
Vergleich zum freien Arzneistoff eine geringere Anreicherung im Nukleus.
Schlussendlich koénnte der vielversprechendste NLS-Modifikationsansatz auf die
vorherigen Abkdommlinge Ubertragen werden, um somit die bisherigen Probleme zu

Uberwinden.

6.1 Spaltbare Doxorubicin-NLS-Konjugate

6.1.1 Synthese und Charakterisierung

Um die Abgabe toxischer Spezies im Nukleus zu realisieren, wurden zunachst zwei
spaltbare respektive hydrolysierbare Doxorubicin-NLS-Konjugate dargestellt. Dabei
kann wiederum auf die reaktive Plattform an bereits synthetisierten
Doxorubicinderivaten zurlGickgegriffen werden, da durch Umsetzung des 2-
Pyridyldisulfid funktionalisierten Arzneistoff-Abkémmlings mit einer am N-Terminus
Cystein tragenden NLS (Ac-CPKKKRKV-NH;) ein reduktiv spaltbares Konjugat
entsteht (Abbildung 82). Dieses kann vermittelt durch Glutathion, das nicht nur im
Cytosol, sondern auch im Zellkern zum Schutz der DNA vor oxidativem Stress,
gegenwartig ist, die zytotoxische Substanz freisetzen.!'>'

Fur die Darstellung von 41 wurde 31 in Analogie zu den zellpenetrierenden Peptiden
mit einem geringen Uberschuss an NLS umgesetzt, um die vollstandige Ausbildung

des Produktes zu ermdoglichen.
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Abbildung 82: Darstellung des reduktiv spaltbaren Doxorubicin-NLS-Konjugates; (a) Ac-
CPKKKRKV-NH; (1.3 eq), DPBS, DMF, Argon, 2 h, r.t., 67 %

Der Fortschritt der Reaktion wurde mittels analytischer HPLC tberprift (Abbildung 83).
Dabei war bereits nach finf Minuten Reaktionszeit neben der Ausgangssubstanz 31
die Entwicklung eines weiteren Peaks mit deutlich geringerer Retentionszeit zu
erkennen. Nach zwei Stunden Ruhren unter Argon war der Peak des Eduktes

verschwunden und das Hauptprodukt 41 wurde durch praparative HPLC isoliert.
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Abbildung 83: HPLC-Chromatogramm einer Probe der Reaktionsmischung zur Darstellung von
41 — aufgenommen nach 5 Minuten Reaktionszeit

Da die Vielzahl an basischen Aminosauren beziehungsweise deren Acetat-Salzen die
Polaritat des Produktes erheblich erhdht, war die verringerte Retentionszeit bereits ein
gutes Indiz flir die zu erwartende Verbindung 41. Nach dem Entfernen des
Lésungsmittels der isolierten Fraktionen und Ausfallen der methanolischen Lésung in
Diethylether wurde der rote Feststoff mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie
untersucht. In dem erhaltenen Spektrum konnte gemal® den HPLC-Daten die Masse
von 41 sowie den entsprechenden Natrium- und Kaliumsalzen beobachtet werden.

Zur vollstandigen Strukturaufklarung wurde das reduzierbare Doxorubicin-NLS-
Konjugat mittels NMR-Spektroskopie und geeigneter 2D-Experimente (COSY, NOESY,
TOCSY) untersucht (Abbildung 84). Das Protonenspektrum von 41 in D,O zeigte im
Tieffeld ausschliel3lich die zu erwartenden drei Protonen des Anthrachinongeristes.
Darlber hinaus konnte die Gegenwart des Arzneistoffs durch das charakteristische
Singulett der Methoxygruppe (j) sowie das Dublett der Methylgruppe des Daunosamin
(w) belegt werden.

Des Weiteren kann mit Hilfe des in der folgenden Abbildung dargestellten TOCSY-

Spektrums von 41 das Peptidrickgrat vollstdndig charakterisiert werden (Abbildung
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84). Aufgrund der annahernd gleichen chemischen Umgebung der vier Lysine sind
deren chemische Verschiebungen der Seitenkettenprotonen (o, u, v) sowie des
Protons (h) am asymmetrischen Kohlenstoffatom nahezu aquivalent. Die Protonen am
Stereozentrum der Aminosauren Prolin und Arginin weisen eine dhnliche chemische
Verschiebung wie die der Lysine auf. Diese kénnen jedoch anhand des erhaltenen
Kopplungsmusters des TOCSY-Spektrums eindeutig von denen des Lysins
unterschieden werden, was in der dargestellten Abbildung durch den
Einbuchstabencode (blau) der entsprechenden Aminosauren veranschaulicht ist.
Demgegentuber sind die Signale des Valins von denen der anderen Aminosauren
ganzlich verschieden und daher leicht im 'H-NMR-Spektrum auszumachen. Das
Proton am asymmetrischen Kohlenstoffatom dieser Aminosdure zeigt wie zu erwarten
als einziges die Multiplizitdt eines Dubletts. Darlber kdnnen durch das erhaltene
Kopplungsmuster die entsprechenden Peaks der CH- und CH;-Gruppen der
Isopropylseitenkette eindeutig identifiziert werden. Als letzte Aminosaure des
Peptidriickgrates von 41 kann Cystein ebenfalls von den U(brigen unterschieden
werden, da diese die einzige Aminosaure ist, welche im TOCSY-Spektrum
ausschlief3lich eine Kopplung zwischen den Protonen am a- (e) und B-Kohlenstoffatom
(o, p) aufweist.

Bei genauerer Betrachtung ist zu erkennen, dass fur die Darstellung des reduzierbaren
Disulfid-tragenden Doxorubicin-NLS-Konjugates ein Vernetzer verwendet wurde. Die
folgenden Modifikationsansatze verzichten jedoch darauf und ermdglichen die
Synthese der Biokonjugate durch reaktive Gruppen, welche sich bereits an der

Aminosauresequenz befinden.
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Abbildung 84: H,H-TOCSY-Spektrum von Verbindung 41 in D,O (850 MHz)

1 (ppm)

Verglichen mit dem durch Glutathion spaltbaren Doxorubicinderivat wird bei Molekll 43

eine andere Strategie zur Freisetzung des Arzneistoffes im Zellkern verfolgt. Durch die
Umsetzung von Doxorubicin mit dem Hydrazid der NLS (Ac-PKKKRKVG-NHNH,) wird

ein hydrolyselabiles Hydrazon ausgebildet. Unter neutralen Bedingungen werden diese
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im Vergleich zu Oximen hundertfach schneller hydrolysiert, so dass auf ein
reduzierbares Disulfid verzichtet werden kann, um die toxische Fracht abzugeben.!"
Nach erfolgter Aufnahme des Konjugates in den Nukleus und anschlieRender
Verweildauer wird somit die Abgabe des freien Arzneistoffs durch Hydrolyse im
Zellkern ermdglicht.

Das Hydrazid der NLS kann mit Hilfe von in der Peptidsynthese etablierten
Festphasenmethoden leicht am C-Terminus eingefiigt werden.''®'") Die Einfiihrung am
N-Terminus ist allerdings mit erheblichem synthetischem Aufwand verbunden und
ausschlieRlich unter der Verwendung zusatzlicher Aminosauren méglich.!®!

Fir die Darstellung des hydrolysierbaren Doxorubicin-NLS-Konjugates 43 wurde daher
das entsprechend N-terminal modifizierte Peptid 42 verwendet (Abbildung 85). Dabei
wurde der Kernsequenz der NLS zuséatzlich die Aminosaure Glycin angefligt, um die
sonst sterisch anspruchsvolle Kondensation mit dem Arzneistoff zu vereinfachen. Unter
Verwendung von &quimolaren Mengen an Doxorubicin und 42 konnte die
Kondensation katalysiert durch sauren Natriumacetatpuffer (pH 4.8) in Analogie zur
Ausbildung der Oxime in guter Ausbeute durchgefuhrt werden. Gemall HPLC war zu
beobachten, dass unter diesen Bedingungen die Reaktion in einem &hnlichen

Zeitrahmen wie die vorangegangen Kondensationen mit Doxorubicin ablief.
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Abbildung 85: Synthese des hydrolysierbaren Doxorubicin-NLS-Konjugates; (a) Doxorubicin-
Hydrochlorid (1 eq), 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH 4.8), DMF, 48 h, r.t., 63 %

Bei der Aufreinigung von 43 wurde mittels praparativer HPLC ein einzelner Peak mit
geringerer Retentionszeit im Vergleich zu Doxorubicin isoliert. Die erhaltene
Retentionszeit war dabei anndhernd aquivalent zu der von 41.

Die darauffolgende Charakterisierung durch NMR-Spektroskopie stellte sich als nicht
trivial heraus. Zum einen konnten in deuteriertem DMF, DMSO und MeOH aufgrund
der starken Peak-Verbreiterung, welche auf eine mdgliche Aggregatbildung
zuruckzuflhren ist, keine verwertbaren Signale erhalten werden und zum anderen
fuhrte die Messung in Deuteriumoxid bereits zur Hydrolyse, was die vollstandige

Strukturaufklarung anhand des '"H-NMR-Spektrums nicht erméglichte.
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Bei der Untersuchung von 43 mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie konnte die
Hydrolyse ebenfalls beobachtet werden (Abbildung 86). Neben dem eigentlichen
Produkt sowie den entsprechende Kaliumsalzen wurde ebenso das freie Peptid
detektiert. Da bei der Probenvorbereitung typischerweise auf eine saure wassrige
Lésung zuruckgegriffen werden muss, kann der Abbau des Hydrazons sogar noch
weiter beschleunigt sein. Ungeachtet dessen zeigte die isolierte Substanz nach
erneuter HPLC-Injektion nach wie vor einen Peak, so dass das Auftreten von 42 im
Massenspektrum auch mit einer etwaigen Fragmentierung des Produktes assoziiert

werden kann.

550 1 X
= fid
500 1 g
> [43+H]
450 1
4007 ¢ [43+K]
350 8
S [42+2K]'
300 1
250 1 + § §
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Abbildung 86: MALDI-TOF-Massenspektrum von 43 (Matrix: aCHCA)

Im Gegensatz zum Abbau von 41 wird bei der hydrolytischen Spaltung von 43
Doxorubicin freigesetzt. Dieses Verhalten kann fir therapeutische Anwendungen von
groBem Vorteil sein, geht jedoch gleichzeitig mit der Limitierung einher, dass das
Doxorubicin-NLS-Konjugat bereits vor seinem eigentlichen Wirkort, dem Zellkern,
unspezifisch hydrolysiert werden kann. Bei dem folgenden NLS-Biokonjugat kann
diese Spaltung jedoch nicht erfolgen, wobei fir die Darstellung erneut kein Vernetzer

verwendet wurde.
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6.2 Persistente Doxorubicin-NLS-Konjugate

6.2.1 Synthese und Charakterisierung

Das in dem folgenden Abschnitt dargestellte persistente Doxorubicin-NLS-Konjugat
vermag die vorangegangene Problematik der Hydrolyselabilitat zu GUberwinden. Hierbei
sind die beiden Biomolekiile erneut Uber ein Oxim miteinander verknupft, jedoch wird
auf die Verwendung eines reduktiv spaltbaren Disulfides bei diesem
Modifikationsansatz ganzlich verzichtet (Abbildung 87). Somit bleibt das NLS-
Biokonjugat in der Zelle vollstandig intakt.

Die Tatsache, dass der Arzneistoff im Nukleus nicht freigesetzt werden kann, muss
nicht zwangslaufig zu einer Verschlechterung der zytotoxischen Eigenschaften fuhren.
Kernlokalisierungssequenzen haben in einer Vielzahl von Anwendungen bereits
gezeigt, dass deren basische Aminosduren stabile Komplexe mit dem
Polyphosphatriickgrat von DNA-Molekiilen ausbilden kénnen.'"" Diese Eigenschaft
muss ebenfalls flr das stabile Doxorubicin-NLS-Konjugat (45) bertcksichtigt werden,
sodass rein hypothetisch betrachtet die DNA-Bindungsaffinitdt und somit auch die
zytotoxischen Eigenschaften des Arzneistoff-Konjugates sogar hoéher als die des
Doxorubicin sein kdnnen.

Um die Darstellung von 45 durchfliihren zu kénnen, wurde Doxorubicin mit einer am N-
Terminus  Aminooxyessigsaure-tragenenden  NLS  (44) umgesetzt. Dieses
Essigsaurederivat kann bei der Festphasensynthese des Peptides einfach an die
Aminosauresequenz  angefligt werden. Die Reaktionsbedingungen fur die
Kondensation mit dem Arzneistoff sind hierbei aquivalent zur Synthese von 43. Eine
solche Art der Modifikation wurde in der Literatur bereits mehrfach zur Darstellung von

verschiedenen Doxorubicin-Peptid-Konjugaten erfolgreich angewendet.?*#*!
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Abbildung 87: Synthese des persistenten Doxorubicin-NLS-Konjugates; (a) Doxorubicin-
Hydrochlorid (1.1 eq), 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH 4.8), DMF, 48 h, r.t., 69 %

Die sauer gepufferte Reaktionslosung wurde nach 20 Stunden Reaktionszeit mittels
HPLC analysiert (Abbildung 88). Aufgrund der verwandten chemischen Struktur der
verschiedenen Doxorubicin-NLS-Konjugate ist auch deren Polaritat nahezu aquivalent.
Dies ist anhand der ahnlichen Retentionszeiten von 41 und 45 in Abbildung 83 und
Abbildung 88 gut ersichtlich. Daruber hinaus ist zu erkennen, dass unter den
verwendeten HPLC-Bedingungen der freie Arzneistoff sowie dessen Derivat 31,
welches die 2-Pyridyldisulfid-Funktionalitat tragt, ebenso ein ahnliches Elutionsprofil
aufweisen. Nach zwei Tagen Reaktionszeit war die Kondensation vollstandig
abgeschlossen, und das Reaktionsgemisch wurde im Anschluss daran durch

praparative HPLC aufgereinigt.
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Abbildung 88: HPLC-Chromatogramm einer Probe der Reaktionsmischung zur Darstellung von
45 — aufgenommen nach 20 h Reaktionszeit

Das durch Ausfallen in Diethylether erhaltene rote Produkt wurde darauffolgend
massenspektrometrisch untersucht. In dem in Abbildung 89 dargestellten MALDI-TOF-
Massenspektrum kénnen der intensive Produktpeak sowie die entsprechenden Salze
beobachtet werden. Es ist ebenfalls erkennbar, dass ein Teil des Daunosamin erneut
abgespalten wurde, wobei fur das Spaltprodukt zwei Peaks mit einem Unterschied der
molaren Masse von Sauerstoff detektiert werden, da die Etherbriicke zwischen dem
Aglykon und dem Zucker, wie bereits erlautert, zwei theoretische Spaltstellen aufweist.
Anhand des Signals bei 940.45 m/z wéare es denkbar, dass freies Peptid gegenwartig
ist. Dessen molare Masse betragt jedoch 955.20 g/mol, sodass diese Vermutung
ausgeschlossen werden kann. Bei genauerer Betrachtung ist jedoch zu erkennen, dass
es sich dabei ebenso um Fragmentierung handelte, da die Oximbindung des
Doxorubicin-NLS-Konjugates bedingt durch die hohe Laserintensitat zwischen dem
Sauerstoff- und Stickstoffatom gespalten wurde. Dieses Fragmentierungsprodukt hat
die Masse von 939.63, was dem beobachteten einfach geladenen Molekulion (940.45

m/z) entspricht.
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Abbildung 89: MALDI-TOF-Massenspektrum von 45 (Matrix: aCHCA)

Durch abschlieBende NMR-spektroskopische Charakterisierung von 45 konnte gezeigt
werden, dass sowohl das Aglykon als auch der Zucker vollstandig zugegen sind.
Daruber hinaus ermdglichte die NMR-Untersuchung einen Vergleich mit dem reduktiv
spaltbaren Doxorubicin-NLS-Konjugat. Bedingt  durch die andersartige
Modifikationschemie weisen die beiden 'H-NMR-Spektren signifikante Unterschiede
auf, was anhand des folgenden Beispiels veranschaulicht wird. Dadurch dass sich am
N-Terminus von 45 die Aminooxyessigsaure befindet, kann das charakteristische
Signal des acetylierten Amins nicht beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigt 41
das zu erwartende Singulett bei 1.99 ppm (Abbildung 84; Peak s). Des Weiteren ist bei
genauerer Betrachtung der Protonen des Peptidrickgrates mittels 2D-Experimenten zu
erkennen, dass 45 keine Kopplung von Cystein-relevanten Protonen aufweist.

Wie bereits erlautert kénnte die DNA-Bindungsaffinitdt des persistenten NLS-
Biokonjugates grolRer als die von Doxorubicin sein. Die gesteigerte Affinitat kann zu
einer starkeren DNA-Topoisomerase-Inhibition flihren und somit eine erhdhte
Zytotoxizitat ermaoglichen. In Analogie zu den dimeren Doxorubicin-Molekllen kdénnte
daher das DNA-Bindungsvermdgen des Doxorubicin-NLS-Konjugates zunachst mit

Hilfe eines MST-Experimentes untersucht werden.
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Abbildung 90: 'H-NMR-Spektrum von Verbindung 45 in D,O (850 MHz)

Nach erfolgter chemischer Charakterisierung der verschiedenen Doxorubicin-NLS-

Konjugate gilt es nun zu Uberprifen, wie effizient der Arzneistoff in Abhangigkeit von

der verwendeten Modifikationschemie in den Nukleus transportiert beziehungsweise

dort wieder freigesetzt werden kann. |
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Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Darstellung modifizierter Doxorubicin-Molekile, um
die mit der therapeutischen Anwendung verbundenen Hindernisse wie DNA-
Bindungsaffinitat, Tumorselektivitat, Zell- sowie Nukleusakkumulation,
Arzneistoffaufnahme und -resistenz zu tGberwinden. Hierbei wurde zur Modifikation das

aliphatische Keton des Arzneistoffs, unter Ausbildung von hydrolysestabilen Oximen,

als Hauptstrukturelement verwendet (Abbildung 91).

Doxorubicin OH
= Antikorper NH
R= cep 2
NLS

Abbildung 91: Oxim-vermittelte Modifikation des Doxorubicin mit Biomolekulen

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte erfolgreich gezeigt werden, dass dimere
Doxorubicin-Molekile, welche unter Verwendung von neuartigen homo- und
heterofunktionalen Vernetzern dargestellt wurden, eine erhdhte DNA-Bindungsaffinitat
aufweisen. Die Affinitdtsbestimmung fiir das Anthracyclin-DNA-System wurde hierbei
zum ersten Mal mit MikromaRstab-Thermophorese aussichtsreich durchgefihrt.
Dennoch zeigten die unfunktionalisierten Doxorubicin-Dimere nur eine unzureichende
Aufnahme in die Zelle beziehungsweise den Nukleus. Das synthetisierte funktionale
Doxorubicin-Dimer ermdglichte jedoch die Modifikation mit Antikdérpern sowie
zellpenetrierenden Peptiden, um diese Limitierungen zu bewaltigen. Das bei der
Darstellung der Biokonjugate gebildete Disulfid erwies sich als hoch potente
Funktionalitdt fur eine modgliche intrazelluldre durch Glutathion-vermittelte
Arzneistoffabgabe. Dies konnte anhand der gelelektrophoretischen Charakterisierung
des Antikorperderivates, welche obendrein unter reduzierenden Bedingungen

durchgefihrt wurde, verdeutlicht werden.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Da die Zellversuche der unfunktionalisierten Dimere vorab nur mit HelLa-Zellen
durchgefihrt wurden, gilt es des Weiteren zu Uberprifen, ob die verringerte
Zellinternalisierung in Zusammenhang mit der verwendeten Zelllinie stehen konnte.
Daruber hinaus kénnten noch vielfaltige Ansatze verfolgt werden, um die DNA-Affinitat
und somit die zytotoxischen Eigenschaften des Doxorubicin weiter zu erhéhen. Hierbei
kénnten kleine Furche-Binder-Hybridstrukturen eine wichtige Rolle spielen (Abbildung
92). Bei diesem Modifikationsansatz kann auf die Strukturelemente der zur DNA-
Markierung eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe DAPI und Hoechst zurickgegriffen
werden. Dabei kénnte eine fir die Topoisomerase-Interaktion bendétigte Aminogruppe

weiterhin erhalten bleiben.

O\ OH O, q
Abbildung 92: Doxorubicin kleine Furche-Binder-Hybridstrukturen
Die selektive Adressierung von Tumorzellen koénnte nicht nur mit Doxorubicin-
Antikérper-Konjugaten, sondern auch durch Nutzen Uberexprimierter Rezeptoren, wie
dem Somatostatin-Rezeptor, bewerkstelligt werden. Deshalb wurde der Doxorubicin-
Octreotid-Hybrid mit Hilfe eines neuartigen Disulfid-interkalierenden Reagenzes
dargestellt. Der entscheidende Vorteil dieses Reagenzes besteht darin, dass im
Gegensatz zu den von Brocchini oder Smith et al. beschriebenen Verbindungen keine
stabilen Thioether, sondern reduzierbare Disulfide ausgebildet werden. Die
Verwendung dieser Modifikationschemie ermdglicht somit die intrazellulare
Doxorubicin-Freisetzung. Obwohl bei genauerer Betrachtung die neu gebildete

Verbriickung des Somatostatin Analogons sogar 13 Atome umfasst, konnte gezeigt

werden, dass die Rezeptorinteraktionen, vermittelt durch das Aminosauremotiv FWKT,
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und die damit verbundene reduzierte Hormonsekretion intakt bleiben (Abbildung 93).
Eine derartige Adressierung der Rezeptoren auf Tumorzellen durch das dargestellte
Doxorubicin-Octreotidderivat erflllt die Anforderungen des von Paul Ehrlich

beschriebenen ,magic bullet* Konzepts.

O
o SN\
® NH HN*-,)I\ ﬁ’}__NH o)
3 7 4
o eHN i o o) NO
0 S g ®
d > NH NH;
&
/ 2NH N o T~ Intaktes
Spaltstellen 0 N _ /%" Rezeptorbindungsmotiv
fur Glutation o, ) AN

Spaltstellen
far Glutation

Abbildung 93: Schematische Darstellung des synthetisierten Doxorubicin-Octreotid-Hybrides;
mit seinen Spaltstellen fur Glutathion (orange) sowie dem intakten Rezeptorbindungsmotiv
(griin)

Obwohl der Tumor-adressierende Hybrid im In-vitro-Test eine geringere Toxizitat als
Doxorubicin zeigte, muss dies fur therapeutische Anwendungen nicht von Nachteil
sein. Bedingt durch die Tumorselektivitdit konnen entsprechend hohere Dosen
appliziert werden, was durch das Vorliegen des Tri-Acetates und die damit verbundene
Wasserldslichkeit uneingeschrankt moglich ist. Ungeachtet dessen muss jedoch noch
weiter untersucht werden, wie sich dieses Doxorubicinderivat auf Zellen mit
verminderter Somatostatin-Rezeptor-Expression auswirkt. Dies kénnte anhand der
erhaltenen Western Blot-Resultate mit der GH3- oder Bon1-Zelllinie erfolgen.

Daruber hinaus koénnte der neuartige Disulfid-interkalierende Vernetzer fur weitere
Anwendungen, wie die selektive PEGylierung von therapeutisch wirksamen Proteinen
(Interferone, Interleukine) genutzt werden. Da fur derartige Anwendungen die Lange
der Disulfid-Verbriickung noch entscheidender ist, um die komplexe Tertiarstruktur der
Proteine so wenig wie moglich zu beeinflussen, kénnte das Vernetzerreagenz auch auf

Basis der Aminosaure Cystein synthetisiert werden (Abbildung 94).

143



7 Zusammenfassung und Ausblick

<
NN
? N
o S
o) O N~
(@)

Abbildung 94: Disulfid-interkalierender Vernetzer basierend auf der Aminoséaure Cystein

Im darauffolgenden Teil dieser Arbeit wurde besonderes Augenmerk auf die
Uberwindung der Zellmembran gelegt. Mit Hilfe eines bifunktionalen Vernetzers konnte
zunachst ein aktiviertes Thiol-tragendes Doxorubicinderivat synthetisiert werden,
welches die einfache Modifikation mit terminalen Cysteinen von Peptiden ermdglichte.
Hierbei wurde die Funktionalisierung des Arzneistoffs mit zwei ganzlich verschiedenen
zellpenetrierenden Peptiden durchgefiihrt.

Es konnte verdeutlicht werden, dass beide Peptide, unabhangig von deren
Sekundarstruktur und Nettoladung unter physiologischen Bedingungen, den Arzneistoff
effizient in die Zelle beférdern koénnen. Nichtsdestotrotz zeigte Doxorubicin eine
starkere Zellaufnahme, da es im Gegensatz zu den Aminosauresequenzen
konzentrationsunabhangig durch passive Diffusion aufgenommen werden kann. Zur
Verbesserung der Zellinternalisierung der Doxorubicin-Peptid-Konjugate wurde daher
ein multivalentes Doxorubicinderivat dargestellt, welches zwei zellpenetrierende
Peptide tragt.

Daruber hinaus konnte die Leistungsfahigkeit der Disulfidverkntpfung von Doxorubicin
und CPPs fur die intrazellulare Arzneistoffabgabe eingehend belegt werden. Innerhalb
weniger Stunden wurde vermittelt durch Glutathion die Bindung vollstandig gespalten,
wohingegen das Oxim uber einen weiten pH-Bereich aulierordentlich stabil war. Somit
konnten durch die reduktive Spaltung des Arzneistoff-CPP-Konjugates toxische
Doxorubicin-Spezies erfolgreich in den Nukleus der Zelle abgegeben werden
(Abbildung 95). Obwohl letztendlich die zytotoxischen Eigenschaften beider
Doxorubicin-CPP-Konjugate im Vergleich zum freien Arzneistoff verringert waren,
muss flr das Polyarginin-Doxorubicinderivat berlcksichtigt werden, dass dieses mit
Tumor-adressierenden Eigenschaften ausgestattet ist, da Futaki et al. jlingst
beobachtet haben, dass kationische zellpenetrierende Peptide eine hohe Affinitat zu

auf Tumorzellen Gberexprimierten Glykosaminoglykanen haben.
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Abbildung 95: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Glutathion-vermittelten
Arzneistoffabgabe in Zellen

Um die geringe Zellakkumulation hoch DNA-affiner Doxorubicin-Dimere zu
Uberwinden, wurde des Weiteren ein mit einem zellpenetrierenden Peptid
funktionalisiertes Dimer dargestellt. Hierbei wurde erneut auf das Disulfid als
Strukturelement zuriickgegriffen, um die toxische Fracht in der Zelle freizusetzen.

Da jedoch Peptidtherapeutika anfallig fir einen etwaigen enzymatischen Verdau sind,
wurden funktionale Doxorubicin-CPP-Abkémmlinge synthetisiert, welche erfolgreich mit
einem Polyethylenglykol-Polymer modifiziert werden konnten, um die durch Enzyme
vermittelte Zersetzung zu verringern.

Die hier dargestellten CPP-Arzneistoffderivate sind in ihren Eigenschaften einzigartig,
da die literaturbekannten Verbindungen, welche Glutathion-vermittelte Reduktion der
Biokonjugate ermdglichen, aufgrund der Hydrazone nur eine unzureichende
Hydrolysestabilitdt aufweisen, wodurch deren Potential fir In-vivo-Anwendungen
verringert wird. Bei genauerer Betrachtung kann jedoch erkannt werden, dass das
ursprungliche Arzneistoffmolekul nach erfolgter reduktiver Spaltung nicht vollsténdig
freigesetzt wird. Folgerichtig werden die zytotoxischen Eigenschaften bei geringerer
Zellaufnahme nicht mit denen des Doxorubicin konkurrieren koénnen. Dieser
Problemstellung kénnte das in der folgenden Abbildung dargestellte Doxorubicinderivat
(Abbildung 96), welches ebenfalls die Ausbildung von Disulfiden mit den terminalen
Cysteinen der zellpenetrierenden Peptide vermag, entgegenwirken. In diesem Fall
kénnte das verwendete Vernetzermolekil nach Reduktion durch Glutathion wieder
abspalten werden, wobei intramolekular ein cyclischer Thioester gebildet und

Doxorubicin freigesetzt wird.
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Abbildung 96: Neuartige reaktive Plattform fiir die Darstellung von Doxorubicin-Biomolekdil-

Konjugaten

Einer speziellen Form der zellpenetrierenden Peptide, den
Kernlokalisierungssequenzen, kam im letzten Kapitel dieser Arbeit eine Schlisselrolle
zu. Hierfir wurde die NLS unter Berlcksichtigung verschiedenartiger
Modifikationsansatze mit dem Arzneistoff funktionalisiert, wobei zum ersten Mal
kovalent verknlpfte Doxorubicin-NLS-Konjugate erhalten wurden. Dadurch konnten
sowohl spaltbare als auch persistente NLS-Biokonjugate dargestellt werden. Da die
spaltbaren Konjugate zum einen auf das in dieser Arbeit neu entwickelte
Vernetzersystem und zum anderen auf die bereits etablierte Hydrazonchemie
zurlckgreifen, kann dadurch das hier vorgestellte Konzept der exklusiven reduktiven
Spaltung als neuartiger Ansatz zur Arzneistofffreisetzung weiter kritisch bewertet
werden.

Aufgrund  der hinlanglich  bekannten  Affinitdt von  DNA-Molekllen zu
Kernlokalisierungssequenzen besteht die Mdglichkeit, dass das stabile Doxorubicin-
NLS-Konjugat starkere zytotoxische Eigenschaften im Vergleich zu seinen spaltbaren
Derivaten aufweist. Um diese Hypothese zu stitzen, koénnte der persistente
Abkdmmling zunédchst eingehend durch MikromaRstab-Thermophorese untersucht
werden.

Da bei den in dieser Arbeit dargestellten unfunktionalisierten Doxorubicin-Dimeren
nicht nur geringe Zellinternalisierung, sondern auch eine unzureichende Anreicherung
im Nukleus beobachtet werden konnte, wirde die Funktionalisierung des aktivierten
Thiol-tragenden Doxorubicin-Dimers mit einer NLS einen Uberaus potenten

Modifikationsansatz darstellen, den es zu verfolgen gilt.
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Abbildung 97: Modifikationsansatz zur Kernlokalisierung eines Doxorubicin-Dimers

Wie Raymond B. Weiss bereits vor mehr als 20 Jahren erkannt hat, ist die Suche nach
Anthracylinen mit besseren pharmakologischen Eigenschaften als die des Doxorubicin
ein aulBerst schwieriges Unterfangen. Die in dieser Arbeit dargestellten
Doxorubicinderivate haben diverse Ansatze verfolgt, um dem ,perfekten Anthracyclin
ein Stlick naher zu kommen. Auch wenn dieses Ziel mit den bisher untersuchten
Arzneistoffabkémmlingen noch nicht vollstdndig erreicht werden konnte, haben
derartige Verbindungen ein auf3erordentlich grof3es Potential das sogenannte ,bessere

Doxorubicin® in naher Zukunft ausfindig zu machen.
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8.1 Materialien, Methoden und Analytik

Chemikalien und Lésungsmittel:

Die verwendeten Ldsungsmittel und Chemikalien wurden von den Firmen Acros
Organics, Alfa Aesar, AppliChem, Bio-Rad Laboratories, Deutero, Fisher Scientific,
Fluka, Merck, Rapp Polymere sowie Sigma Aldrich bezogen und ohne weitere
Aufreinigung umgesetzt. Die Reinheitsgrade der eingesetzten Solventien waren ,zur
Analyse (p.A.) beziehungsweise ,Chromasolv“. Doxorubicin-Hydrochlorid wurde bei
Ontario Chemicals, Inc. (Guelph, Ontario, Kanada) bestellt. Immunglobulin G (100
mg/ml; Reinheit = 98%; enthalt Prolin und Immunglobulin A) wurde von der

Universitats-Hautklinik zur Verfigung gestellt.

Kundenspezifische Peptidsynthese:

Die zur Modifikation eingesetzten Peptidsequenzen wurden bei den Firmen
Genosphere Biotechnologies (Paris, Frankreich) und Severn Biotech Ltd.
(Kidderminster, Worcestershire, Grof3britannien) mit einer Reinheit von 90 % in Auftrag

gegeben.

Diinnschichtchromatographie:

Fur die analytische Dunnschichtchromatographie wurden kieselgelbeschichtete
Aluminiumfolien der Firma Macherey Nagel verwendet (ALUGRAM® SIL G/UVys,).
Detektion der Chromatographiezonen erfolgte durch Eigenfarbe, Eigenfluoreszenz bei
365 nm, Fluoreszenzldschung bei 254 nm sowie Anfarbung mit

Kaliumpermanganatlosung oder Ninhydrin Reagenz.

Préparative Sdulenchromatographie:

Als stationare Phase zur saulenchromatographischen Aufreinigung wurde Kieselgel der
Firma Macherey Nagel mit einer Korngré3e von 0.063-0.200 mm benutzt. Die jeweilige
mobile Phase, und die entsprechende Mischungsverhéltnisse sind im Syntheseteil

angegeben.
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Hochleistungsfliissigkeitschromatographie:

Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie wurde mit einem Jasco LC-
2000PIlus System mit geeignetem Dioden-Array-Detektor (MD-2015) und adaquaten
Lésungsmittelpumpen (PU-2086) durchgefuhrt. Zur analytischen HPLC wurden
ReproSil 100 C18 (250 x 4.6 mm) Saulen mit 5 ym PartikelgroRe als stationdre Phase
bei einer Flussrate von 1 ml/min verwendet. Die Aufreinigung der gewunschten
Substanzen wurde mittels ReproSil 100 C18 (250 x 20 mm) Saulen und einer Flussrate
von 15 ml/min bewerkstelligt, dabei diente 5 ym Silica ebenfalls als stationare Phase.
Die entsprechend eingesetzten Eluenten waren 25 mM Triethylammoniumacetatpuffer
(pH 7) [A] sowie Acetonitril [B]; angemessene Laufmittelgradienten sind dem folgenden

Syntheseteil zu entnehmen.

Proteininkubation und -aufarbeitung:

Die Inkubation der Antikérperproben wurde in einem Eppendorf Thermomixer®
compact ausgefuhrt. Zur Ultrafiltration wurden Amicon Ultra (500 pl; MWCO 10 kDa)
Bauelemente der Firma Millipore, in Verbindung mit einer Eppendorf MiniSpin® Plus

Zentrifuge verwendet.

Schutzgas:
Arbeiten unter Inertgasatmosphéare wurden mit Argon der Firma Linde durchgeflhrt,
welches davor durch Hydro- und Oxisorbfilter der Firma Messer Griesheim von

Sauerstoff- und Feuchtigkeitsspuren befreit wurde.

"H und "*C-Kernspinresonanzspektroskopie:

Bruker DPX 250

- Bruker AMX 300

- Bruker DRX 500 (Bruker Avance lll)
- Bruker WS 700 (Bruker Avance lll)
- Bruker WB 850 (Bruker Avance lll)
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Massenspektrometrie:

- FD: VG Instruments ZAB 2-SE-FPD (8 kV)
- MALDI-TOF: Bruker Reflex II-TOF (337 nm Sickstofflaser); als Matrix wurde
entweder 2,5-Dihydroxybenzoesaure oder fir die Peptidproben a-Cyano-4-

hydroxyzimtsaure verwendet

Mikromal3stab-Thermophorese:

MST-Messungen wurden mit einem Nano Temper Monolith NT.115 Gerat
durchgefihrt. Die benétigte Anregung der Cy5 markierten DNA wurde mit 50 % LED
Leistung erreicht und die Emission im Bereich von 670-690 nm detektiert.
Thermophorese wurde ausgehend von Raumtemperatur mit einer Infrarotlaser-
Intensitat von 10 % induziert. Die 100 nM L&sung der 36 basenpaarigen DNA wurde
mit Doxorubicin oder dem entsprechenden Dimer in 50 mM TRIS Puffer (pH 6.5), mit

15 mM Natriumchlorid, 10 mM Magnesiumchlorid sowie 0.05 % Tween 20, titriert.

SDS-Gelelektrophorese:

Zur gelelektrophoretischen Untersuchung der isolierten Peptidderivate wurden Novex®
16% Tricine Gele sowie die entsprechenden Tricine Lauf- und Probenpuffer der Firma
Invitrogen verwendet. Als Molekulargewichtsstandard dienten ,Polypeptide SDS-PAGE
Standards“ und ,Kaleidoscope Polypeptide Standards® der Firma Bio-Rad.
Gelelektrophorese der modifizierten Proteinderivate wurde unter Verwendung von
NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris Gelen, samt NUPAGE® MOPS SDS Buffer Kit der
Firma Invitrogen durchgefuhrt. Zum Vergleich wurden als Referenz ,Novex® Sharp
Pre-stained Protein Standard“ (Invitrogen) und ,Prestained SDS-PAGE Standards
#161-0318" (Bio-Rad) Molekulargewichtsstandards verwendet.

Anfarbung der Peptid- und Proteinbanden erfolgte durch Inkubation mit Coomassie-
Brilliant-Blau. Die Polyethylenglykol spezifische Anfarbung wurde mittels 5%iger

Bariumchlorid- sowie 0.1 M lodlésung durchgefihrt.
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8.2 Organische Synthesen

2-(2-Pyridyldithio)ethylamin-Hydrochlorid (10):

2,2"-Bispyridyldisulfid (25 g, 113.47 mmol) wird in 150 ml Methanol gelést und die
Lésung anschlieRend im Ultraschallbad entgast. Zu dieser Lésung wird danach R3-
Mercaptoethylaminhydrochlorid (2.15 g, 18.91 mmol) langsam dazugegeben, der
Kolben mit einem Septum verschlossen und Uber Nacht unter Argon geruhrt. Nach
beendeter Reaktion wird das Reaktionsgemisch in einen Liter Diethylether gegeben,
wobei ein schwach gelber Feststoff ausfallt, welcher anschlieRend abgesaugt wird. Der
erhaltene Feststoff wird erneut in wenig Methanol geldst, in Diethylether ausgefallt und

abgesaugt; dabei erhalt man das Produkt als farblosen Feststoff.

Ausbeute: 3.92 g (17.59 mmol, 93 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 187.00 (100%) [M+H]"

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d®, 298 K):
5 (ppm) = 8.56-8.46 (m, 1H), 8.30 (s, br, 3H), 7.88-7.80 (m, 1H), 7.76 (d, 1H, J = 8.1

Hz), 7.34-7.25 (m, 1H), 3.17-3.01 (m, 4H)

*C-NMR (75 MHz, DMSO-d®, 298 K):
5 (ppm) = 158.09, 149.80, 137.89, 121.59, 120.00, 37.65, 34.74
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2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl-2-(tert-butoxycarbonyl)aminooxyacetat (4):

(0]
ﬁ\ (0] (0]
o M1
H oA,
(0]

In 55 ml wasserfreiem Dichlormethan werden N-Hydroxysuccinimid (2.79 g, 24.28
mmol) und 2-((fert-Butoxycarbonyl)aminooxyessigsaure (4.42 g, 23.12 mmol)
suspendiert und der Reaktionskolben mit Argon geflutet. Anschlieflend wird N,N’-
Diisopropylcarbodiimid (3.06 g, 3.76 ml, 24.88 mmol) dazugegeben, wobei sich eine
klare Lésung bildet, und zwei Stunden bei Raumtemperatur unter Argon geruhrt.
Danach wird erneut N,N’-Diisopropylcarbodiimid (244 mg, 300 pl, 1.99 mmol)
hinzugefiugt und fur weitere zwei Stunden geruhrt. Bei beendeter Reaktionszeit wird
von ausgefallenem Harnstoff abfiltriert und mit wenig Dichlormethan gewaschen. Das
Filtrat wird mit 200 ml Dichlormethan verdinnt und viermal mit Wasser gewaschen. Die
organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel im

Vakuum entfernt, wobei sich ein farbloser Feststoff bildet.

Ausbeute: 6.13 g (21.27 mmol, 92 %)

MS (MALDI-TOF):
miz (rel. Int.) = 357.04 (100%) [M+3Na]*

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d®, 298 K):
5 (ppm) = 10.36 (s, 1H), 4.82 (s, 2H), 2.84 (s, 4H), 1.42 (s, 9H)

*C-NMR (75 MHz, DMSO-d®, 298 K):
5 (ppm) = 169.95, 165.14, 156.57, 80.60, 69.90, 27.93, 25.47
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2-((tert-Butoxycarbonylaminooxy)-N-(2-(2-pyridyldithio)))ethylacetamid (30):

(0] (0] z |
j\OJL /O\)LH/\/S\S \N

N
H

Der NHS-Ester (4) (3.88 g, 13.47 mmol) und das aktivierte Thiol (10) (3.00 g, 13.47
mmol) werden in 60 ml trockenem DMF gelést, mit Diisopropylethylamin (6.96 g, 9.16
ml, 53.87 mmol) versetzt und unter Argon bei Raumtemperatur fir drei Stunden
geruhrt. Danach wird das Reaktionsgemisch mit 250 ml Ethylacetat verdunnt und die
organische Phase dreimal mit Wasser gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der so gewonnene Rickstand wird an
Kieselgel mit Ethylacetat/Hexan (2:1) aufgereinigt, wobei das Produkt als schwach

gelbes Ol erhalten wird.

Ausbeute: 3.53 g (9.83 mmol, 73 %)

MS (FD, 8 kV):
m/z (rel. Int.) = 357.8 (100%) [M]"

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d®, 298 K):

5 (ppm) = 10.29 (s, 1H), 8.47 (d, 1H, J = 5.4 Hz), 8.23 (t, 1H, J = 6.6 Hz), 7.89-7.72 (m,
2H), 7.30-7.20 (m, 1H), 4.15 (s, 2H), 3.43 (q, 2H, J = 7.8 Hz), 2.93 (t, 2H, J = 7.8 Hz),
1.40 (s, 9H)

*C-NMR (75 MHz, DMSO-d®, 298 K):

o (ppm) = 168.05, 158.98, 156.78, 149.62, 137.77, 121.20, 119.31, 80.60, 74.68,
37.37,37.25, 27.92
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(2S,3S5,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-(2-hydroxy)-1-
(2-0x0-2-(2-pyridyldithio))ethylamino)iminoethyl)-10-methoxy-6,11-dioxo-

1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-pyran-4-aminiumacetat
(31):
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®

\

Die Boc-geschutzte Substanz 30 (1.87 g, 5.14 mmol) wird in 30 ml trockenem
Dichlormethan geldst, die Lésung mit 30 ml TFA versetzt und 60 Minuten bei
Raumtemperatur geruhrt. AnschlieRend werden Ld&sungsmittel und Reagenz im
Vakuum entfernt und der Riickstand fir weitere 2 Stunden im Hochvakuum getrocknet.
Dieser wird 175 ml DMF aufgenommen und Doxorubicin (1.49 g, 2.57 mmol) gel6st in
175 ml 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH 4.8) dazugegeben. Das Reaktionsgemisch wird
zwei Tage geruhrt und danach mittels HPLC aufgereinigt. Danach wird das
Lésungsmittel der gesammelten Fraktionen im Hochvakuum entfernt und der rote

Ruckstand in Methanol gelést, in Diethylether ausgefallt und das Produkt abgesaugt.

Ausbeute: 1.76 g (2.08 mmol, 81 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 807.98 (100%) [M+Na]"
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HPLC:
tz = 15.56 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7
B: ACN

0 Min. 75% A — 45 Min. 30% A

'H-NMR (700 MHz, D,0, 298 K):

5 (ppm) = 8.21 (d, 1H, J = 4.2 Hz), 7.67-7.58 (m, 2H), 7.50 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.46 (d,
1H, J = 7 Hz), 7.32 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 7.13 (t, 1H, J = 5.6 Hz), 5.41 (s, 1H), 4.83 (s,
1H), 4.61 (dd, 2H, J = 16.1 Hz, J = 20.6 Hz), 4.51 (dd, 2H, J = 12.6 Hz, J = 37.7 Hz),
4.23 (g, 1H, J = 6.5 Hz), 3.86 (s, 3H), 3.77 (s, 1H), 3.60 (t, 1H, J = 8.5 Hz), 3.42-3.31
(m, 2H), 3.13-3.02 (m, 1H), 2.94-2.79 (m, 3H), 2.40-2.25 (m, 2H), 1.99 (d, 2H, J = 7.9
Hz), 1.90 (s, 3H), 1.31 (d, 3H, J = 6.5 Hz)

(2S,3S5,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-(2-hydroxy)-1-
2-ox0-2-(dithio[Ac-Cys-SP-ArgArgArgArgArgArgArgArg-
NH;]octaacetat))ethylamino)iminoethyl)-10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-

hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-pyran-4-aminiumacetat (34):
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Das Doxorubicinderivat 31 (299.3 mg, 354.2 ymol) und Cysteinyloctaarginin-CPP (1.15
g, 495.9 ymol) werden im Rundkolben vorgelegt und mit 40 ml Dulbecco’s Phosphate
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Buffered Saline versetzt. AnschlieRend werden 20 ml DMF und weitere 40 ml
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline dazugegeben, und es wird zwei Stunden bei
Raumtemperatur unter Argon gerlhrt. Danach wird die Lésung mit HPLC aufgereinigt
und die erhaltenen Produktfraktionen werden im Hochvakuum vom L&sungsmittel
befreit. Der Rickstand wird in Methanol geldst, in Diethylether ausgefallt und Uber eine
Glasfritte abfiltriert. Das rote Produkt wird mit Methanol erneut aus der Filterfritte

herausgeldst und anschlieRend das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.
Ausbeute: 678.9 mg (258.5 pmol, 73 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 2086.18 (100%) [M+H]*

HPLC:

tz = 15.21 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 35 Min. 35% A

'H-NMR (700 MHz, D0, 298 K):

8 (ppm) = 7.98 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 7.90 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 7.62 (d, 1H, J = 7.9 Hz),
5.59-5.55 (m, 1H), 5.14 (t, 1H, J = 6.8 Hz), 4.53 (dd, 2H, J = 15.9 Hz, J = 49.0 Hz),
4.46 (s, 2H), 4.41 (t, 1H, J = 6.3 Hz), 4.35-4.24 (m, 9H), 4.26 (q, 1H, J = 6.6 Hz), 4.06
(s, 3H), 3.85-3.83 (m, 1H), 3.70-3.64 (m, 1H), 3.50-3.41 (m, 1H), 3.29-3.23 (m, 1H),
3.23-3.10 (m, 16H), 3.09-3.00 (m, 1H), 2.97-2.91 (m, 1H), 2.90-2.85 (m, 1H), 2.80-2.74
(m, 1H), 2.72-2.65 (m, 1H), 2.58-2.49 (m, 2H), 2.36-2.30 (m, 1H), 2.08-2.02 (m, 2H),
2.01 (s, 3H),1.91 (s, 24H), 1.87-1.51 (m, 32H), 1.30 (d, 3H, J = 6.6 Hz)
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(2S,3S5,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-(2-hydroxy)-1-
(2-oxo0-2-(dithio[Ac-Cys-SP-
GlyGlyTrpValGluLeuProProProValGluLeuProProProValGluLeuProProPro-
NH;]))ethylamino)iminoethyl)-10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-

hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-pyran-4-aminiumacetat (35):
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Doxorubicinderivat 31 (21.5 mg, 25.4 pmol) und das Peptid (90 mg, 38.1 umol) werden
in einem Einhalsrundkolben eingewogen. AnschlieBend werden 2.5 ml Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline, 5 ml DMF und erneut 2.5 ml DPBS dazugegeben. Danach
wird die rote Ldsung fir 18 Stunden bei Raumtemperatur unter Argon gerihrt und
nachfolgend mittels HPLC aufgereinigt. Das Ld&sungsmittel der gesammelten
Produktfraktionen wird im Hochvakuum entfernt, der zurtckgebliebene Feststoff in

Methanol gelést und das orangerote Produkt in Diethylether ausgefallt und abgesaugt.

Ausbeute: 52.7 mg (14.4 pmol, 67 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 3057.13 (100%) [M+Na]"

HPLC:

tr = 23.36 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 35 Min. 35% A
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N-((2S,3S,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-(2-hydroxy)-
1-(2-ox0-2-(dithio[Ac-Cys-SP-ArgArgArgArgArgArgArgArg-
NH;]octaacetat))ethylamino)iminoethyl)-10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-

hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-pyranyl)-3-(2-pyridyldithio)propanamid
(38):

0 0 0 0
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In 20 ml dest. Wasser wird das Doxorubicin-Peptid-Konjugat 34 (251.8 mg, 95.9 ymol)
geldst und anschlielend unter Rihren mit N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat
(59.9 mg, 191.8 pmol) geldst in 20 ml DMF versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 4
Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und zunachst mittels HPLC aufgereinigt. Die
erhaltenen Produktfraktionen werden im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird
in 10 ml Triethylammoniumacetatpuffer aufgenommen und an Bio-Gel® P-2 mit
Triethylammoniumacetatpuffer als Laufmittel chromatographisch  aufgetrennt.
Anschlieend wird das Lésungsmittel im Vakuum entfernt, der rote Feststoff in wenig
Methanol geldst und in Diethylether ausgefallt. Das Produkt wird abfiltriert, aus der

Glasfilterfritte erneut mit Methanol herausgel6st und das Lésungsmittel entfernt.

Ausbeute: 188.1 mg (68.1 pmol, 71 %)
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MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 2283.65 (100%) [M+H]"

HPLC:

tz = 19.23 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 35 Min. 35% A

'H-NMR (700 MHz, D,0, 298 K):

5 (ppm) = 8.02 (d, 1H, J = 4.3 Hz), 7.69 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 7.58 (d, 1H, J = 6.8 Hz),
7.45-7.38 (m, 2H), 7.35 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 6.89 (t, 1H, J = 4.3 Hz), 5.50 (s, 1H), 5.00
(s, 1H), 4.65-4.49 (m, 4H), 4.45 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 4.40-4.24 (m, 10H), 3.84 (s, 3H),
3.79 (s, 1H), 3.38-3.33 (m, 1H), 3.30-3.23 (m, 1H), 3.23-3.10 (m, 1H), 3.02-2.94 (m,
4H), 2.85-2.80 (m, 1H), 2.69-2.60 (m, 4H), 2.52-2.42 (m, 2H), 2.14-2.05 (m, 2H), 1.98
(s, 3H), 1.92 (s, 24H), 1.89-1.51 (m, 32H), 1.33 (d, 3H, J = 6.5 Hz)
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N-((2S,3S,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-(2-hydroxy)-

1-(2-ox0-2-(dithio[ Ac-Cys-SB-ArgArgArgArgArgArgArgArg -
NH;]octaacetat))ethylamino)iminoethyl)-10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-

hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-pyranyl)-3-(dithio(w-methoxy-
poly(ethylenglykolyl)[Mg=2000]))propanamid (39):

S \S/\/O\/\o/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/oj
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Das Doxorubicinderivat 38 (98.1 mg, 35.5 pmol) wird in 7 ml frisch entgastem 15
%igen methanolischen Triethylammoniumacetatpuffer (25 mM) gelést und bei
Raumtemperatur kraftig gerthrt. Danach wird das Ethylenglykol-Polymer (79.3 mg,
39.0 ymol, Mg = 2000 g/mol) in 7 ml des obigen Ldsungsmittels geldést und zu der
Doxorubicinldsung getropft. Nach beendeter Zugabe wird Uber Nacht bei
Raumtemperatur unter Argon gertihrt und anschlieBend mittels GPC an Bio-Gel® P-2
unter Verwendung desselben Lésungsmittelgemisches aufgereinigt. Das Produkt wird
getrocknet und der rote Rickstand aus Methanol in Diethylether ausgefallt und
abgesaugt. Danach wird die Substanz mit Methanol aus der Fritte gewaschen und im

Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 136.3 mg (29.1 ymol, 82 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 4229.95 (100%) [M+H]*
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HPLC:

tr = 23.95 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 35 Min. 15% A

N,N’-(1,4-Phenylen)bis(2-(tert-butoxycarbonylaminooxy)acetamid) (5):

L T

In 20 ml frisch destilliertem THF wird 4 (680 mg, 2.36 mmol) gelést und mit 1,4-
Phenylendiamin (127.55 mg, 1.18 mmol) gelést in 5 ml frisch destillietem THF

versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 24 Stunden unter Argon bei Raumtemperatur
geruhrt und anschlieRend das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Danach wird der
Rickstand in 50 ml Ethylacetat aufgenommen, 30 Minuten im Ultraschallbad

dispergiert und das Produkt als farbloser Feststoff abfiltriert.

Ausbeute: 444.9 mg (0.98 mmol, 83 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 492.99 (100%) [M+K]"

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d®, 298 K):
5 (ppm) = 10.49 (s, 2H), 10.02 (s, 2H), 7.59 (s, 4H), 4.34 (s, 4H), 1.42 (s, 18H)

*C-NMR (75 MHz, DMSO-d®, 298 K):
5 (ppm) = 166.62, 157.22, 134.07, 119.72, 80.84, 75.09, 27.92
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N,N’-(1,4-Phenylen)bis(2-((E)-(1-((2S,4S)-4-(((2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroxy-6-
methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-2,5,12-trihydroxy-7-methoxy-6,11-dioxo-
1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracen-2-yl)-2-

hydroxyethyliden)aminooxy)acetamid)diacetat (7):

Das Phenylendiaminderivat 5 (100 mg, 220.0 ymol) wird mit je 5 ml trockenem DCM
und TFA versetzt, und eine Stunde bei Raumtemperatur gerthrt. Danach werden
Lésungsmittel und Reagenz im Vakuum entfernt und der Rickstand im Hochvakuum
getrocknet. AnschlieRend wird das verbliebene Ol in 25 ml DMF aufgenommen und
Doxorubicin-Hydrochlorid (255.2 mg, 440.1 pmol), gelést in 25 ml 04 M
Natriumacetatpuffer (pH 4.8), dazugegeben. Die Reaktionsmischung wird 48 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt und danach mit HPLC aufgereinigt. Das Lésungsmittel der
isolierten Fraktionen wird entfernt, der Rickstand in wenig Methanol gelést und das

Produkt als roter Feststoff in Diethylether ausgefallt und abfiltriert.

Ausbeute: 229.0 mg (160.6 pmol, 73 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 1328.69 (100%) [M+Na]"
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HPLC:

tz = 26.79 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 40 Min. 40% A

"H-NMR (700 MHz, DMSO-d®, 298 K):

5 (ppm) = 8.86 (s, 2H), 7.72 (t, 2H, J = 8.2 Hz), 7.65 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 7.45 (d, 2H, J
= 8.2 Hz), 6.78 (s, 4H), 5.17-5.14 (m, 2H), 5.03 (t, 2H, J = 6.5 Hz), 4.50-4.38 (m, 4H),
4.36-4.28 (m, 4H), 3.91 (q, 2H, J = 6.5 Hz), 3.88 (s, 6H), 3.34 (d, 2H, J = 16.9 Hz), 3.30
(s, 2H), 2.90-2.84 (m, 2H), 2.70 (d, 2H, J = 16.9 Hz), 2.58-2.53 (m, 2H), 2.10-2.03 (m,
2H), 1.84 (s, 6H), 1.66-1.57 (m, 2H), 1.47-1.38 (m, 2H), 1.12 (d, 6H, J = 6.5 Hz)

N,N’-((Ethan-1,2-diylbis(oxy))bis(ethan-2,1-diyl))bis(2-(tert-

butoxycarbonylaminooxy)acetamid) (6):
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In 15 ml frisch destilliertem THF wird 4 (630 mg, 2.19 mmol) gelést und mit 2,2'-
(Ethylendioxy)bis(ethylamin) (161.95 mg, 1.09 mmol) geldst in 5 ml frisch destilliertem
THF versetzt. Die Reaktionsmischung wird unter Argon fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach wird der entstandene farblose Niederschlag abfiltriert
und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wird in 300 ml Ethylacetat
aufgenommen und jeweils zweimal mit gesattigter Natriumcarbonat- und
Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und anschlieBend das Ldsungsmittel entfernt, wobei man das Produkt als

farbloses Ol erhalt.

Ausbeute: 426.9 mg (0.86 mmol, 79 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 517.11 (100%) [M+Na]*
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"H-NMR (300 MHz, DMSO-d®, 298 K):
5 (ppm) = 10.27 (s, 2H), 8.02 (t, 2H, J = 5.3 Hz), 4.15 (s, 4H), 3.52 (s, 4H), 3.44 (t, 4H,
J=5.9 Hz), 3.28 (q, 4H, J = 5.9 Hz), 1.41 (s, 18H)

*C-NMR (75 MHz, DMSO-d®, 298 K):
5 (ppm) = 167.98, 156.81, 80.58, 74.73, 69.49, 68.86, 38.19, 27.91

N,N’-((Ethan-1,2-diyl-bis(oxy))bis(ethan-2,1-diyl))bis(2-((E)-(1-((2S,4S)-4-
(((2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-2,5,12-
trihydroxy-7-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracen-2-yl)-2-

hydroxyethyliden)aminooxy)acetamid)diacetat (8):

Die Boc-geschltzte Substanz 8 (235 mg, 475.2 pmol) wird in 10 ml trockenem
Dichlormethan geldst, die Losung mit 10 ml TFA versetzt und 60 Minuten bei
Raumtemperatur kraftig gerthrt. Anschlielend werden Lésungsmittel und Reagenz im
Vakuum entfernt und der Rickstand im Hochvakuum flir drei Stunden getrocknet. Das
verbliebene Ol wird in 55 ml DMF aufgenommen und Doxorubicin-Hydrochlorid (551.2
mg, 950.4 umol), geldst in 55 ml 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH 4.8), dazugegeben.
Die Reaktionsmischung wird fur 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und danach
mittels HPLC aufgereinigt. Das Losungsmittel der gesammelten HPLC-Fraktionen wird
entfernt, der Rickstand in wenig Methanol geldst und das rote Produkt in Diethylether

ausgefallt und abfiltriert.
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Ausbeute: 536.2 mg (365.9 pmol, 77 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 1367.87 (100%) [M+Na]*

HPLC:

tr = 26.77 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 40 Min. 40% A

"H-NMR (700 MHz, DMSO-d®, 298 K):

5 (ppm) = 7.86-7.79 (m, 4H), 7.76 (t, 2H, J = 5.6 Hz), 7.56 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 5.18-
5.14 (m, 2H), 4.83 (t, 2H, J = 5.4 Hz), 4.40-4.32 (m, 6H), 4.30-4.25 (m, 2H), 4.02 (q,
2H, J = 6.5 Hz), 3.93 (s, 6H), 3.33 (s, 4H), 3.32-3.30 (m, 2H), 3.24 (t, 4H, J = 6.2 Hz),
3.10-3.02 (m, 6H), 2.94-2.89 (m, 2H), 2.88-2.83 (m, 2H), 2.31-2.24 (m, 4H), 1.84 (s,
6H), 1.67-1.60 (m, 2H), 1.55-1.48 (m, 2H), 1.14 (d, 6H, J = 6.5 Hz)
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(2S,3S5,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-(2-
hydroxyethyl)-1-(2-oxo-2-([ProLysLysLysArgLysVal-NH,]pentaacetat)iminoethyl)-

10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-

pyran-4-aminiumacetat (45):

Doxorubicin-Hydrochlorid (40.1 mg, 69.1 ymol) und das Peptid (100 mg, 62.8 pmol)
werden in je 4 ml DMF und 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH 4.8) gelést und
anschlieRend 48 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Nach beendeter Reaktionszeit
wird das Reaktionsgemisch durch HPLC aufgereinigt und die isolierten
Produktfraktionen vom Lésungsmittel befreit. Der rote Rickstand wird in Methanol

gel6st und das Produkt in Diethylether ausgefallt und abfiltriert.

Ausbeute: 79.7 mg (43.3 pmol, 69 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 1480.63 (100%) [M+H]"

HPLC:

tr = 16.64 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 35 Min. 35% A
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'H-NMR (850 MHz, D,0, 298 K):

5 (ppm) = 7.81-7.68 (m, 2H), 7.50-7.41 (m, 1H), 5.47-5.40 (m, 1H), 4.85-4.80 (m, 1H),
4.49-4.32 (m, 4H), 4.30-4.17 (m, 7H), 4.03 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 3.97 (s, 3H), 3.75-3.66
(m, 1H), 3.56-3.45 (m, 3H), 3.15-3.06 (m, 2H), 2.96-2.84 (m, 10H), 2.38-2.15 (m, 1H),
2.00-1.88 (m, 6H), 1.84 (s, 18H), 1.80-1.47 (m, 22H), 1.42-1.27 (m, 8H), 1.24 (d, 3H, J
= 6.5 Hz), 0.90 (d, 3H, J = 7.5 Hz), 0.89 (d, 3H, J = 7.5 Hz)

(2S,3S,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-((2-
hydroxyethyl)-1-hydrazonyl-([Ac-ProLysLysLysArgLysVal]pentaacetat)-10-

methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-pyran-

4-aminiumacetat (43):

In jeweils 3.5 ml DMF und 0.4 M Natriumacetatpuffer (pH 4.8) werden Doxorubicin-
Hydrochlorid (34.9 mg, 60.2 umol) und das Peptid (100 mg, 60.2 ymol) gelést. Danach
wird zwei Tage bei Raumtemperatur geriihrt und anschliefend die Reaktionsmischung
mittels HPLC aufgereinigt. Das Lésungsmittel der isolierten HPLC-Fraktionen wird im
Vakuum entfernt, der Rickstand in wenig Methanol geldst und das Produkt als roter

Feststoff in Diethylether ausgefallt und abfiltriert.

Ausbeute: 70.3 mg (37.3 pmol, 53 %)
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MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 1519.92 (100%) [M+H]*

HPLC:

tz = 17.03 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7
B: ACN

0 Min. 100% A — 35 Min. 35% A

(S)-tert-Butyl(1,5-dioxo-1,5-bis((2-(2-pyridinyldithio)ethyl)amino)pentan-2-
yl)carbamat (24):

N“

0O
H
Y S

H

S
07INTTs X

Das geschutzte Glutaminsaurederivat (500 mg, 2.02 mmol), TSTU (1.22 g, 4.04 mmol)
sowie 10 (901 mg, 4.04 mmol) werden im Kolben vorgelegt und in 20 ml trockenem
DMF gel6st. Anschliefiend wird DIPEA (1.31 g, 1.72 ml, 10.11 mmol) hinzugefugt und

funf Stunden unter Argon bei Raumtemperatur gerihrt. Nach beendeter Reaktionszeit

wird die Reaktionsmischung mit 350 ml Ethylacetat verdinnt und dreimal mit jeweils
250 ml gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wird uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene
Ruckstand wird an Kieselgel mit Ethylacetat/Methanol (15:1) aufgereinigt, wobei das

Produkt als gelbes Ol erhalten wird.

Ausbeute: 1.02 g (1.73 mmol, 86 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 605.99 (100%) [M+Na]*
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"H-NMR (300 MHz, DMSO-d®, 298 K):

5 (ppm) = 8.51-8.43 (m, 2H), 8.07 (t, 1H, J = 6.3 Hz), 8.04 (t, 1H, J = 6.3 Hz), 7.87-7.72
(m, 4H), 7.28-7.20 (m, 2H), 6.88 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 3.92-3.74 (m, 1H), 3.44-3.24 (m,
4H), 2.88 (t, 4H, J = 6.3 Hz), 2.10 (t, 2H, J = 7.8 Hz), 1.92-1.61 (m, 2H), 1.36 (s, 9H)

*C-NMR (75 MHz, DMSO-d®, 298 K):
5 (ppm) = 171.85, 171.66, 159.09, 159.01, 155.20, 149.63, 149.57, 137.76, 121.16,
119.33, 119.23, 78.06, 54.07, 37.78, 37.67, 37.45, 31.82, 28.15, 27.79

(S)-tert-Butyl((1,5-dioxo-1,5-bis((2-(2-pyridinyldithio)ethyl)amino)pentan-2-

yl)amino)-2-oxoethoxycarbamat (25):

(0] N“
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Die Boc-geschutzte Substanz 24 (250 mg, 428.2 pmol) wird in 10 ml trockenem

Dichlormethan geldst, die Loésung mit 10 ml TFA versetzt und 60 Minuten bei
Raumtemperatur kraftig geriihrt. Anschlielend werden Lésungsmittel und Reagenz im
Vakuum entfernt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Das verbliebene Ol
wird in 5 ml trockenem DMF gel6st und nacheinander mit DIPEA (387.4 mg, 509.8 ul, 3
mmol) und 4 (135.8 mg, 471 ymol) versetzt. Danach wird das Reaktionsgemisch drei
Stunden unter Argon bei Raumtemperatur gerihrt und im Anschluss daran mit 250 ml
Ethylacetat verdunnt. Die organische Phase wird dreimal mit 150 ml gesattigter
Natriumchloridlésung gewaschen, uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel entfernt. Der Rickstand wird durch Kieselgelchromatographie mit

Ethylacetat/Methanol (15:1) aufgereinigt und liefert das Produkt als schwach gelbes Ol.

Ausbeute: 187.2 mg (284.9 pmol, 78 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 695.22 (100%) [M+K]*
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"H-NMR (300 MHz, DMSO-d®, 298 K):

5 (ppm) = 10.30 (s, 1H), 8.51-8.40 (m, 2H), 8.24 (t, 1H, J = 5.7 Hz), 8.12 (d, 1H, J = 8.0
Hz), 8.05 (t, 1H, J = 5.7 Hz), 7.88-7.70 (m, 4H), 7.28-7.19 (m, 2H), 4.33-4.09 (m, 1H),
3.43-3.24 (m, 4H), 2.89 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 2.87 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 2.09 (t, 2H, J = 8.0
Hz), 1.97-1.69 (m, 2H), 1.38 (s, 9H)

*C-NMR (75 MHz, DMSO-d®, 298 K):
5 (ppm) = 171.40, 170.88, 167.91, 159.08, 159.04, 156.86, 149.58, 137.76, 121.17,
119.25, 80.61, 74.64, 51.80, 37.84, 37.78, 37.43, 37.27, 31.59, 28.04, 27.91

(2S,3S,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-((S,E)-1-
hydroxy-6,11-dioxo-14-(2-pyridyldithio)-8-((2-pyridyldithio)ethyl)carbamoyl)-4-
oxa-3,7,12-triazatetradec-2-en-2-yl)-10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-

hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-pyran-4-aminiumacetat (26):
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In 10 ml trockenem Dichlormethan wird 25 (450 mg, 685.1 umol) gelést und mit 10 ml
TFA versetzt. Die Reaktionsmischung wird eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt
und anschliefend im Vakuum vom Lésungsmittel befreit. Der erhaltene Rickstand wird
fur weitere 2 Stunden im Hochvakuum getrocknet und in 40 ml DMF gel6st. Danach
wird Doxorubicin-Hydrochlorid (397.3 mg, 685.1 pmol) gelést in 40 ml 04 M
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Natriumacetatpuffer (pH 4.8) dazugegeben und zwei Tage bei Raumtemperatur
geruhrt. AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch mittels HPLC aufgereinigt und das
Lésungsmittel der Produktfraktionen im Vakuum abdestilliert. Der rote Rickstand wird

in Methanol gel6st und das Produkt in Diethylether ausgefallt und abfiltriert.

Ausbeute: 579.1 mg (507.0 pmol, 74 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 1104.09 (100%) [M+Na]"

HPLC:

tz = 28.88 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 40 Min. 30% A

"H-NMR (850 MHz, DMSO-d®, 298 K):

5 (ppm) = 8.42-8.37 (m, 2H), 8.24 (t, 1H, J = 5.7 Hz), 8.03 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 8.00 (t,
1H, J = 5.7 Hz), 7.93-7.87 (m, 2H), 7.79-7.47 (m, 2H), 7.70 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.65 (d,
1H, J = 8.0 Hz), 7.63 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.21-7.16 (m, 2H), 5.26-5.38 (m, 1H), 5.23-
5.17 (m, 1H), 5.10-5.02 (m, 1H), 4.95-4.90 (m, 1H), 4.57-4.27 (m, 5H), 4.25-4.18 (m,
1H), 4.07 (q, 1H, J = 6.6 Hz), 3.98 (s, 3H), 3.35-3.30 (m, 2H), 3.30-3.27 (m, 1H), 3.23-
3.17 (m, 2H), 3.07-2.99 (m, 2H), 2.87-2.81 (m, 1H), 2.84 (t, 2H, J = 6.7 Hz), 2.76 (t, 2H,
J = 6.8 Hz), 2.48-2.43 (m, 1H), 2.12-2.07 (m, 1H), 2.06-1.99 (m, 2H), 1.91-1.82 (m,
1H), 1.84 (s, 3H), 1.75-1.67 (m, 1H), 1.63-1.58 (m, 1H), 1.49-1.44 (m, 1H), 1.15 (d, 3H,
J = 6.6 Hz)
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(2S,3S,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-((S, E)-1-
hydroxy-6,11-dioxo-14-(dithio[Ac-Cys-SP-ArgArgArgArgArgArgArgArg-
NH,]octaacetat)-8-((dithio[Ac-Cys-SP-ArgArgArgArgArgArgArgArg-
NH;]octaacetat)ethyl)carbamoyl)-4-oxa-3,7,12-triazatetradec-2-en-2-yl)-10-

methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-pyran-

4-aminiumacetat (36):
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Das Doxorubicinderivat 26 (52.8 mg, 46.2 ymol) wird in jeweils 5 ml DMF und DPBS
geldst und anschlieRend mit dem Peptid (225.5 mg, 97 ymol) geldést in 10 ml DPBS
versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 3 Stunden bei Raumtemperatur unter Argon
geruhrt und danach mittels HPLC aufgereinigt. Das L&sungsmittel der isolierten
Produktfraktionen wird im Vakuum entfernt und der Ruickstand getrocknet.
AnschlieBend wird der erhaltene rote Feststoff in wenig Methanol gelést, in

Diethylether ausgefallt und das Produkt abgesaugt.

Ausbeute: 134.6 mg (31.9 pmol, 69 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 3683.79 (100%) [M+H]*

172



8 Experimenteller Teil

HPLC:

tz = 18.57 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 40 Min. 30% A

'H-NMR (850 MHz, D,0, 298 K):

5 (ppm) = 7.94 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 7.85 (t, 1H, J = 7.7 Hz), 7.59 (d, 1H, J = 7.7 Hz),
5.53-5.50 (m, 1H), 5.11-5.06 (m, 1H), 4.60-4.51 (m, 3H), 4.47-4.42 (m, 3H), 4.30-4.17
(m, 18H), 4.01 (s, 3H), 3.80-3.76 (m, 1H), 3.64-3.61 (m, 1H), 3.39-3.25 (m, 4H), 3.16-
3.06 (M, 34H), 2.98-2.94 (m, 2H), 2.84-2.78 (m, 2H), 2.72-2.61 (m, 4H), 2.44-2.39 (m,
1H), 2.37-2.31 (m, 1H), 2.23-2.17 (m, 2H), 2.02-1.93 (m, 9H), 1.86-1.82 (m, 1H), 1.84
(s, 51H), 1.81-1.65 (m, 32H), 1.63-1.49 (m, 32H), 1.24 (d, 3H, J = 6.5 Hz)

(S)-Di-tert-butyl(6-ox0-6-((2-(2-pyridinyldithio)ethyl)amino)hexan-1,5-
diyl)dicarbamat (12):

In 35 ml trockenem DMF werden das N,N’-Di-Boc-L-Lysin Dicyclohexylammoniumsalz
(1.52 g, 2.89 mmol), TSTU (955.9 mg, 3.18 mmol), sowie 10 (707.3 mg, 3.18 mmol)
gelést und anschlieBend mit DIPEA (1.49 g, 1.96 ml, 11.55 mmol) versetzt. Die
Reaktionsmischung wird 4 Stunden unter Argon bei Raumtemperatur gerihrt und
danach mit 250 ml Ethylacetat verdinnt. Die organische Phase wir dreimal mit 0.2 M
Salzsdure gewaschen, uUber Magnesiumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel im
Vakuum entfernt. Der erhaltene Rickstand wird an Kieselgel mit Ethylacetat/Hexan

(3:1) aufgereinigt, wobei das Produkt als farbloses Ol erhalten wird.
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Ausbeute: 1.16 g (2.25 mmol, 78 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 536.93 (100%) [M+Na*

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d®, 298 K):

5 (ppm) = 8.52-8.43 (m, 1H), 8.05 (t, 1H, J = 5.4 Hz), 7.88-7.79 (m, 1H), 7.76 (d, 1H, J
= 8.0 Hz), 7.31-7.18 (m, 1H), 6.82 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.75 (t, 1H, J = 5.4 Hz), 3.89-
3.73 (m, 1H), 3.47-3.19 (m, 2H), 2.98-2.77 (m, 4H), 1.58-1.17 (m, 6H), 1.36 (s, 18H)

*C-NMR (75 MHz, DMSO-d®, 298 K):

O (ppm) = 172.29, 159.03, 155.54, 155.29, 149.63, 137.75, 121.17, 119.32, 77.94,
77.29, 54.39, 39.59, 37.67, 37.45, 31.56, 29.17, 28.25, 28.16, 22.81

(S)-Di-tert-butyl((6-0x0-6-((2-(2-pyridinyldithio)ethyl)amino)hexan-1,5-

diyl)diamino)-2-oxoethoxydicarbamat (13):

Das Lysinderivat 12 (1.10 g, 2.14 mmol) wird in 15 ml trockenem Dichlormethan geldst.
AnschlieRend werden 15 ml TFA hinzugefliigt und eine Stunde bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach beendeter Reaktionszeit werden TFA und das Ldsungsmittel entfernt
und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Das verbliebene Ol wird in 25 ml
trockenem DMF geldst, nacheinander mit DIPEA (2.76 g, 3.63 ml, 21.37 mmol) sowie 4
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(1.23 g, 4.27 mmol) versetzt und daraufhin 3 Stunden unter Argon bei Raumtemperatur
geruhrt. Danach wird die Reaktionsmischung mit 300 ml Ethylacetat verdinnt und
jeweils zweimal mit 0.2 M Salzsaure und gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen.
Die organische Phase wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet, das L&sungsmittel im
Vakuum entfernt und der Ruckstand an Kieselgel mit Ethylacetat/Methanol (15:1)

aufgereinigt, wobei das Produkt als farbloser Feststoff erhalten wird.
Ausbeute: 1.14 g (1.73 mmol, 81 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 661.11 (100%) [M+H]"

"H-NMR (300 MHz, DMSO-d®, 298 K):

5 (ppm) = 10.32 (s, 1H), 10.29 (s, 1H), 8.50-8.41 (m, 1H), 8.24 (t, 1H, J = 5.4 Hz), 8.10
(d, 1H, J = 8.1 Hz), 7.98 (t, 1H, J = 5.4 Hz), 7.89-7.70 (m, 2H), 7.29-7.18 (m, 1H), 4.38-
4.08 (m, 5H), 3.49-3.19 (m, 2H), 3.08 (q, 2H, J = 6.6 Hz), 2.89 (t, 2H, J = 6.6 Hz), 1.71-
1.48 (m, 2H), 1.46-1.34 (m, 2H), 1.40 (s, 18H), 1.32-1.21 (m, 2H)

*C-NMR (75 MHz, DMSO-d®, 298 K):

o (ppm) = 171.25, 167.89, 167.70, 159.06, 156.95, 156.92, 149.59, 137.80, 121.19,
119.25, 80.64, 74.78, 74.62, 52.05, 38.04, 37.83, 37.28, 31.78, 28.72, 27.91, 22.66
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(2S,3S,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-((S, E)-1-
hydroxy-6,11-dioxo-14-(2-pyridyldithio)-8-((dithio[Ac-Cys-SP-
ArgArgArgArgArgArgArgArg-NH,]octaacetat)ethyl)carbamoyl)-4-oxa-3,7,12-

triazatetradec-2-en-2-yl)-10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracenyl-

1-oxy)tetrahydro-2H-pyran-4-aminiumacetat (40-A),

(2S,3S,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-((S, E)-1-
-6,11-dioxo-14-(dithio[Ac-Cys-SP-ArgArgArgArgArgArgArgArg-
NH;]octaacetat)-8-((2-pyridyldithio)ethyl)carbamoyl)-4-oxa-3,7,12-triazatetradec-2-

en-2-yl)-10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracenyl-1-

oxy)tetrahydro-2H-pyran-4-aminiumacetat (40-B):
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In jeweils 2.5 ml DMF und DPBS wird 26 (25 mg, 21.9 umol) geldst und danach das
Peptid (65.9 mg, 24.1 pmol), gelést in 5 ml DPBS, langsam dazugegeben. Die
Reaktionsmischung wird 3 Stunden unter Argon bei Raumtemperatur geriihrt und
darauffolgend mittels HPLC aufgereinigt. Das Losungsmittel der isolierten
Produktfraktionen wird im Vakuum abdestilliert und der Rickstand getrocknet. Der
dabei erhaltene rote Feststoff wird in wenig Methanol geldst, in Diethylether ausgefallt

und die beiden aquimolaren Produkte abgesaugt.

Ausbeute: 42.9 mg (14.7 pmol, 67 %)
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MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 2381.87 (100%) [M+H]*

HPLC:

tz = 23.28 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7
B: ACN

0 Min. 100% A — 40 Min. 30% A
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N,N'-((S)-6-Ox0-6-((2-(2-pyridyldithio)ethyl)amino)hexan-1,5-diyl)bis(2-((E)-(1-
((2S,4S)-4-(((2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)-2,5,12-trihydroxy-7-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracen-2-

yl)-2-hydroxyethylidene)aminoxy)acetamid (14):

Z H

HO

OH

NH,

Das geschitzte Lysinderivat 13 (217.5 mg, 330 pmol) wird in 10 ml trockenem DCM
geldst und anschlieBend mit 10 ml TFA versetzt. Danach wird die Reaktionsmischung
eine Stunde bei Raumtemperatur gerthrt und nachfolgend das L&sungsmittel, sowie
das Reagenz im Vakuum entfernt. Daraufhin wird das erhaltene Ol mehrere Stunden
im Hochvakuum getrocknet und der Rickstand in 40 ml DMF geldst. Zu dieser L6sung
wird Doxorubicin-Hydrochlorid (421.1 mg, 726 pmol) gelést in 40 ml 04 M
Natriumacetatpuffer (pH 4.8) hinzugefiigt und zwei Tage bei Raumtemperatur gerihrt.
Im Anschluss daran wird das Reaktionsgemisch an Bio-Gel® P-2 GPC-Gel mit

Triethylammoniumacetat Puffer (25 mM) als Laufmittel chromatographisch aufgereinigt
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und das Losungsmittel der gesammelten Fraktionen im Vakuum abdestilliert. Der rote
Ruckstand wird in wenig TEAA-Puffer (25 mM) aufgenommen und mittels HPLC weiter
aufgereinigt. AnschlieRend wird das Lésungsmittel der Produktfraktionen im Vakuum
entfernt, der Rickstand in wenig Methanol geldst und das Produkt als roter Feststoff in

Diethylether ausgefallt und abfiltriert.

Ausbeute: 354.2 mg (234.3 pmol, 71 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 1533.07 (100%) [M+Na]*

HPLC:

tz = 29.33 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 45 Min. 35% A

"H-NMR (700 MHz, DMSO-d®, 298 K):

5 (ppm) =) 8.40 (d,1H, J = 4.8 Hz), 8.16 (t, 1H, J = 4.9 Hz), 7.94 (d, 1H, J = 7.7 Hz),
7.82-7.72 (m, 5H), 7.71-7.66 (m, 2H), 7.51 (d, 1H, J = 7.0 Hz), 7.46 (d, 1H, J = 7.0 Hz),
7.22-7.15 (m, 1H), 5.22-5.17 (m, 2H), 5.14-5.05 (m, 2H), 4.78-4.72 (m, 1H), 4.71-4.64
(m, 1H), 4.46-4.36 (m, 4H), 4.35-4.27 (m, 4H), 4.17-4.05 (m, 3H), 3.90 (s, 3H), 3.86 (s,
3H), 3.61-3.56 (m, 2H), 3.35-3.20 (m, 4H), 3.04-2.88 (m, 6H), 2.83 (t, 2H, J = 7.0 Hz),
2.42-2.31 (m, 2H), 2.25-2.14 (m, 2H), 1.89-1.80 (m, 2H), 1.69-1.58 (m, 3H), 1.49-1.40
(m, 1H), 1.36-1.29 (m, 2H), 1.22-1.11 (m, 8H)
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S)-6-Ox0-6-((2-(dithio[Ac-Cys-SP-ArgArgArgArgArgArgArgArg-
NH;]octaacetat)ethyl)amino)hexan-1,5-diyl)bis(2-((E)-(1-((2S,4S)-4-(((2R,4S,5S,6S)-
4-aminiumacetat-5-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-2,5,12-

trihydroxy-7-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracen-2-yl)-2-

hydroxyethylidene)aminoxy)acetamid (37):

(o]
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Das aktivierte Thiol 14 (24 mg, 15.9 ymol) wird in je 2 ml TEAA-Puffer pH 7 (25 mM),
sowie DMF gel6st und anschlieBend mit dem Peptid (55.3 mg, 23.8 ymol) gelést in 4
ml TEAA Puffer (25 mM) versetzt. Die Lésung wird 3 Stunden unter Argon bei
Raumtemperatur gerihrt und danach mit HPLC aufgereinigt. Darauffolgend wird das
Lésungsmittel der isolierten Produktfraktionen im Vakuum abdestilliert und der
Rickstand getrocknet. AnschlieBend wird der Feststoff in wenig Methanol geldst, in

Diethylether ausgefallt und das rote Produkt abgesaugt.

Ausbeute: 39.0 mg (11.4 pmol, 72 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 2813.12 (100%) [M+H]*
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HPLC:

tz = 21.20 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 45 Min. 35% A

'H-NMR (850 MHz, D,0, 298 K):

5 (ppm) = 7.79-7.26 (m, 6H), 5.37-5.19 (m, 2H), 4.65-4.35 (m, 10H), 4.28-4.15 (m,
10H), 3.89 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.72-3.65 (m, 2H), 3.54-3.31 (m, 4H), 3.25-3.18 (m,
2H), 3.17-3.04 (m, 16H), 3.03-2.97 (m, 2H), 2.90-2.83 (m, 2H), 2.79-2.69 (m, 2H), 2.44-
2.30 (m, 2H), 1.94 (s, 3H), 1.84 (s, 30H), 1.89-1.82 (m, 4H), 1.80-1.64 (m, 18H), 1.62-
1.46 (m, 18H), 1.41-1.33 (m, 2H), 1.25 (d, 3H, J = 7.1 Hz), 1.24 (d, 3H, J = 7.1 Hz)

(2S,3S5,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-(2-hydroxy)-1-
(2-ox0-2-(dithio[Ac-Cys-SP-ProLysLysLysArgLysVal-
NH;]pentaacetat))ethylamino)iminoethyl)-10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-

hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-pyran-4-aminiumacetat (41):

HiNg OM

Das Doxorubicinderivat 31 (35.8 mg, 42.4 ymol) wird zunachst in 5 ml DPBS, sowie 10
ml DMF gel6st. Im Anschluss daran wird das Peptid (88.1 mg, 55.2 ymol) in 17 ml
DPBS gelést und zu der Ldsung hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wird nun 2
Stunden unter Argon bei Raumtemperatur gerihrt und danach mittels HPLC

aufgereinigt. Die isolierten Produktfraktionen werden vom Lésungsmittel befreit und der
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Ruckstand im Vakuum getrocknet. Anschlieliend wird der so erhaltene rote Feststoff in

wenig Methanol gel6ést und das Produkt in Diethylether ausgefallt.
Ausbeute: 58.6 mg (28.4 pmol, 67 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 1699.99 (100%) [M+H]"

HPLC:

tz = 17.19 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7

B: ACN

0 Min. 100% A — 35 Min. 35% A

'H-NMR (850 MHz, D,0, 298 K):

8 (ppm) = 7.83-7.75 (m, 2H), 7.48 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 5.46-5.42 (m, 1H), 5.03-4.97 (m,
1H), 4.63-4.59 (m, 1H), 4.57-4.52 (m, 1H), 4.50-4.46 (m, 1H), 4.44-4.39 (m, 2H), 4.35-
4.31 (m, 1H), 4.30-4.27 (m, 1H), 4.26-4.21 (m, 4H), 4.20-4.15 (m, 2H), 4.07-4.03 (d,
1H, J = 7.6 Hz), 3.97 (s, 3H), 3.70-3.65 (m, 2H), 3.53-3.47 (m, 1H), 3.34-3.28 (m, 1H),
3.27-3.21 (m, 1H), 3.17-3.11 (m, 2H), 3.04-2.98 (m, 1H), 2.97-2.79 (m, 11H), 2.61-2.55
(m 2H), 2.54-2.48 (m, 2H), 2.29-2.24 (m, 1H), 2.23-2.18 (m, 1H), 2.04-1.97 (m, 1H),
1.96-1.92 (m, 2H), 1.91 (s, 3H), 1.87 (s, 18H), 1.83-1.52 (m, 23H), 1.44-1.31 (m, 8H),
1.25 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 0.92 (d, 3H, J = 6.8 Hz), 0.91 (d, 3H, J = 6.8 Hz)
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(2S,3S,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-((S, E)-1-
hydroxy-6,11-dioxo-14,8-bis-dithioethyl[D-Phe-cyclo(Cys-S*-Phe-D-
TrpLysThrCys-SP-)Thr(ol)]diacetat)carbamoyl)-4-oxa-3,7,12-triazatetradec-2-en-2-

yl)-10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-

pyran-4-aminiumacetat (29-A),
(2S,3S,4S,6R)-3-Hydroxy-2-methyl-6-((((1S,3S)-3,5,12-trihydroxy-3-((S, E)-1-
hydroxy-6,11-dioxo-1 4,8-bis-dithioethyl[Thr(oI)-cycIo(Cys-Sp-ThrLys-D-
TrpPheCys-S*)-D-Phe]diacetat)carbamoyl)-4-oxa-3,7,12-triazatetradec-2-en-2-yl)-

10-methoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracenyl-1-oxy)tetrahydro-2H-

pyran-4-aminiumacetat (29-B):

In 5 ml frisch entgastem TEAA Puffer (pH 7, 25 mM) werden Octreotid (31.6 mg, 27.7
pmol) wie auch TCEP (79.5 mg, 277.2 ymol) gelést und anschlieBend 90 Minuten
unter Argon bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wird das reduzierte Peptid mittels
HPLC aufgereinigt und die isolierte Produktfraktion sowie 26 (26.4 mg, 23.4 pmol),
geldst in jeweils 5 ml DMF und DPBS, langsam ineinander getropft. Darauffolgend wird
die Reaktionsmischung 1 Stunden unter Argon bei Raumtemperatur gerihrt und im

Anschluss daran durch HPLC aufgereinigt. Das Lésungsmittel der gesammelten
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Fraktionen wird im Vakuum entfernt und der Rickstand getrocknet. Dieser wird in

Methanol aufgenommen und das Produkt als roter Feststoff in Diethylether ausgefalit.

Ausbeute: 39.5 mg (19.2 pmol, 83 %)

MS (MALDI-TOF):
m/z (rel. Int.) = 1882.05 (100%) [M+H]"

HPLC:

tr = 26.96 Min. (480 nm)

A: 25 mM TEAA-Puffer; pH 7
B: ACN

0 Min. 100% A — 40 Min. 30% A
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Thioliertes Immunglobulin G (17):
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Immunglobulin G (5 mg, 50 pl, 0.035 pymol) wird in 500 pl 0.1 M PBS Puffer (pH 7.2,
0.15 M NaCl, 10 mM EDTA) aufgenommen. AnschlieRend wird 2-Iminothiolan (0.96
mg, 6.96 pmol) in 1 ml des identischen Puffers gelést und 50 pl (0.348 pmol) dieser
Lésung zu der 1gG Lésung hinzugeflgt. Danach wird die Reaktionsmischung fir 90
Minuten bei 37°C in einem Eppendorf Thermomixer (300 rpm) inkubiert. Nach
beendeter Inkubation wird die Lésung in ein Amicon Ultra (MWCO 10 kDa)
Ultrafiltrationselement Uberfihrt und in einer Eppendorf MiniSpin Plus Zentrifuge (5
min, 10.000 rpm) auf 100 pl konzentriert. Zu dieser Lésung werden 400 uyl 0.1 M PBS
Puffer (pH 7.4) gegeben und die Ultrafiltration erneut durchgefuhrt. Diese Prozedur
wird ein weiteres Mal wiederholt, wobei der aufgereinigte thiolierte Antikérper als klare

viskose LOsung erhalten wird.

Ausbeute: 5 mg (0.035 ymol, quantitativ)
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Doxorubicin-lgG-Biokonjugat (18):

In 500 pl 0.1 M PBS Puffer (pH 7.4) wird 14 (1.05 mg, 0.695 pmol) sukzessive geldst
und zu 100 pl des thiolierten Immunglobulin G (5 mg, 0.035 umol) gegeben. Das
Reaktionsgemisch wird fir 3 Stunden bei 37°C in einem Eppendorf Thermomixer (300
rpm) inkubiert und darauffolgend mittels GPC an Bio-Gel® P-2 unter Verwendung von
DPBS als Laufmittel aufgereinigt. Die erhaltene rote Produktfraktion wird in einer

Eppendorf MiniSpin Plus Zentrifuge (10.000 rpm) auf 100 ul konzentriert.

Ausbeute: 5 mg (0.035 pmol, quantitativ)
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