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M afigeschneiderte makromolekulare Strukturen stellen auf dem sich

stetig entwickelnden Feld der Polymertherapeutika die Schliissel-
komponente dar, um das Potential bioaktiver Konjugate auszu-
schopfen. Die jiingsten Entwicklungen auf dem Gebiet der Wirk-
stoffkonjugate zur Krebsbehandlung zeigen, dass multifunktionelle
Polymere als Wirkstofftriger immer bedeutender werden. Die An-
wendung des vermeintlich am besten geeigneten Polymers, Po-
ly(ethylenglycol) (PEG), ist hier jedoch durch die limitierte Zahl
funktioneller Gruppen eingeschrinkt. Als Resultat ziehen multifunk-
tionelle Copolymere basierend auf Ethylenoxid (EO) und einem
entsprechenden Epoxid als Comonomer (mf-PEGs) zunehmend

Aufmerksamkeit auf sich. Wohldefiniert dargestellt durch lebende
anionische Polymerisation in Kombination mit modernen Charakte-
risierungsmethoden — beispielsweise Messungen der Polymerisations-
kinetik iiber ' H-NMR-Spektroskopie in Echtzeit —, reprisentiert diese
aufkommende Klasse an Polymeren eine leistungsstarke Plattform zur

Synthese von Bio- und Wirkstoffkonjugaten.

1. Einleitung

Polymertherapeutika stellen ein stetig wachsendes Feld
multidisziplindrer Forschung dar, ausgehend von organischer
und Polymersynthese hin zur Biomedizin einschlieBlich kli-
nischer Studien. Seit Ringsdorf in den 70er Jahren seine Vi-
sion von biologisch aktiven Polymer-Wirkstoff-Konjugaten
formulierte,? sind zahlreiche Konjugate auf dem Markt er-
schienen. In diesem Kontext erscheint Duncans Ankiindigung
eines ,,anbrechenden Zeitalters der Polymertherapeutika“®*
Anfang des Jahrtausends als symptomatische Beschreibung
einer der wichtigsten Herausforderungen in der modernen
makromolekularen Chemie. Damit das Potential dieser bio-
aktiven makromolekularen Hybridstrukturen ganz ausge-
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schopft werden kann, muss die Bio-
medizin eng mit der Polymerchemie
zusammenarbeiten, die mit innovati-
ven Synthese- und Analyseverfahren
die Makromolekiile bereitstellt. We-
gen ihres Aufbaus durch die Kombi-
nation einer synthetischen Polymer-
kette mit biologisch aktiven Molekii-
len, wie niedermolekularen Wirkstoff-
molekiilen oder Proteinen und gege-
benenfalls Targetfunktionen und Markermolekiilen, weisen
Polymertherapeutika oft eine gegeniiber den niedermoleku-
laren Verbindungen entscheidend verbesserte Pharmakoki-
netik auf.”"*! Erhohte Plasmahalbwertszeiten und Stabili-
tatl*17 oder passives Tumortargeting durch den von Maeda
und Mitarbeitern erforschten EPR-Effekt (,,erhohte Per-
meabilitit und Retention®)"**! gehéren zu den positiven
Effekten, die aus den Polymereigenschaften resultieren. Die
makromolekularen Parameter wie Molekulargewicht, Topo-
logie, Polydispersitidt, Zusammensetzung, Funktionalitdt und
Loslichkeit beeinflussen also auch die Pharmakokinetik der
resultierenden Konjugate.

In Anbetracht dieser Entwicklungen stellt sich die Frage:
Worin besteht genau die Herausforderung fiir die makro-
molekulare Chemie? Der Erfolg der jeweiligen biomedizini-
schen Anwendung héngt nicht nur von den chemischen FEi-
genschaften des Polymers ab, sondern auch von der Toxizitét
und biologischen Abbaubarkeit. Weiterhin beriicksichtigt
werden miissen die spezifische Pathophysiologie der zu
adressierenden Krankheit, die Wirksamkeit der aktiven
Substanz und die bevorzugte Art der Verabreichung, sodass
eine hohe Zahl an relevanten Faktoren fiir die Optimierung
des Gesamtsystems existiert. Die sorgfiltige Wahl der Poly-
merkomponente spielt dabei eine Schliisselrolle.
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Die meisten Polymer-Wirkstoff-Konjugate, die in den
letzten zwei Jahrzehnten auf dem Markt erschienen sind,
basieren auf Poly(ethylenglycol) (PEG).?'*! PEG, fiir Mo-
lekulargewichte iiber 20000 gmol™' auch als Poly(ethylen-
oxid) (PEO) bezeichnet, gilt derzeit als das etablierte Refe-
renzpolymer fiir pharmazeutische und biomedizinische An-
wendungen, aufgrund folgender Eigenschaften: 1) hervorra-
gende Loslichkeit sowohl in wissrigen als auch in organischen
Medien, 2) keine Immunogenitét, Antigenidt und Toxizitét,
3) hohe Flexibilitit und Hydratisierung des Polymerriick-
grats.”" In einem breiten Spektrum an Anwendungen wird
PEG in der pharmazeutischen und kosmetischen Industrie
meist als Additiv eingesetzt.*!] Dariiber hinaus werden — ba-
sierend auf den Arbeiten von Davis und Abuchowski in den
spiten 70er Jahren®>¥ — durch kovalente Verkniipfung von
PEG (PEGylierung) viele Nachteile von Peptid- und Prote-
inwirkstoffen aufgrund der Erhohung des Molekulargewichts
und Abschirmung gegen proteolytischen Abbau und Im-
munreaktionen {iberwunden.”**"! Diese PEG-Protein-
Konjugate stellen iiberzeugende Beispiele dar fiir die An-
wendung und synergistischen Aspekte von Polymerthera-
peutika.

Funktionelle Polymere mit ,definierter Copolymerzu-
sammensetzung“! und ,,ungewchnlicher Bindungskapazi-
tat“ll erlauben es jedoch, die Eigenschaften der Konjugate
iber die Anbindung von loslichkeitsvermittelnden Gruppen
und Targetfunktionen am Riickgrat einzustellen. Die Bela-
dungskapazitidten sind deutlich erhoht. Dieses Konzept wurde
insbesondere auf Basis von N-(2-Hydroxypropyl)methacryl-
amid-Copolymeren (PHPMA) als Wirkstofftrager umgesetzt.
Poly(2-oxazoline),*! Poly(glycerine)i**¢>%! und Poly(amino-
siuren)**? stellen Alternativen dar. Derzeit befindet sich
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ein Reihe von Konjugaten aus PHPMA und Zytostatika (z.B.
Doxorubicin und Paclitaxel), die auf passives Tumortargeting
abzielen, in verschiedenen Phasen der klinischen Entwick-
lung. ***I Fiir die Konjugation mit solchen niedermolekularen
Verbindungen ist PEG, das aufgrund der oben genannten
Eigenschaften vermeintlich am besten geeignet wére, unvor-
teilhaft, da lediglich zwei funktionelle Gruppen, nidmlich die
Endgruppen, fiir die Wirkstoffbeladung zur Verfiigung ste-
hen. Hohe Beladungskapazititen und einfache Modifizie-
rungen der polymeren Eigenschaften werden logischerweise
durch eine hohe Anzahl an funktionellen Gruppen pro Ma-
kromolekiil erreicht.

Die Dendronisierung von PEG* ] oder die Synthese von
PEGs mit Stern- oder dendritischen Strukturen® =" re-
prisentieren innovative Losungsansitze zur Uberwindung
der intrinsisch niedrigen Beladungskapazitit. Ebenso wie bei
Blockcopolymeren basierend auf PEG und anderen funktio-
nellen Monomeren als Epoxiden (z.B. N-Carboxyanhydri-
den) ist in diesen Féllen die Polymerstruktur und/oder die
chemische Zusammensetzung deutlich verschieden vom eta-
blierten PEG-Homopolymer.”'% In Anbetracht der ange-
strebten Eigenschaften ist es deshalb erstaunlich, dass Co-
polymere aus Ethylenoxid (EO) und einem entsprechenden
Epoxid-Comonomer eine bislang eher vernachléssigte Klasse
an Polymeren darstellen.

Obwohl bereits Mitte der 90er Jahre beschrieben,”*
sind lineare, multifunktionelle PEG-Derivate erst wihrend
der letzten Jahre zunehmend in den Fokus der Aufmerk-
samkeit geriickt, insbesondere im Hinblick auf Polymerthe-
rapeutika. In Anbetracht der Allgegenwart von PEG - von
der Food & Drug Administration zugelassen und mit her-
vorragender Dokumentation der biomedizinischen Anwen-
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dungen (wenngleich limitiert durch niedrige Beladungska-
pazitit) — weisen die Copolymere groRes Potential auf. Wei-
terhin werden z. B. multivalente Wechselwirkungen mit bio-
logischen Oberflichen™ ! und Anwendungen in der kom-
binatorischen Therapie moglich.®! Multifunktionelle PEG-
Copolymere sind jedoch nicht auf pharmazeutische und bio-
medizinische Anwendungen beschriankt, sondern beispiels-
weise fiir das Gebiet der Katalyse ebenfalls sehr interessant.
Momentan stellt PEG-Monomethylether mit einem Mole-
kulargewicht von 5000 gmol™' (MPEG-5000) den bekann-
testen 1oslichen polymeren Trédger fiir Katalysatoren dar.
Durch quasi ,,PEGylierung des Katalysators“ werden die
Reaktionskinetiken der homogenen niedermolekularen Ka-
talysatoren mit den vorteilhaften Separationseigenschaften
heterogener Katalysatoren kombiniert.”*/ Auch in diesem
Fall gehen die vorteilhaften Eigenschaften von PEG mit
niedrigen Beladungskapazitidten einher.

Lineare Copolymere aus EO und einem entsprechenden
Comonomer stellen wohldefinierte Makromolekiile dar, die

O Ethylenoxid
O Ethoxyethylglycidyl-

ether (EEGE)

Allylglycidylether
(AGE)

Isopropylidenglyceryl-

glycidylether (IGG)
Ph
o [ . )
%N N,N-Dibenzylamino-
k glycidol (DBAG)
Ph

Abbildung 1. Monomerbausteine fiir die Herstellung von multifunktio-
nellen Poly(ethylenglycolen) (mf-PEGs) mit Block- oder statistischer
Struktur.
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eine genau einstellbare Anzahl an funktionellen Gruppen am
Polymerriickgrat aufweisen (Ubersicht in Abbildungen 1 und
2). Thre Strukturen lassen sich beschreiben als PEG, bei dem
einige Wasserstoffatome des Riickgrats durch funktionelle
Seitenketten ersetzt sind (Abbildung 1). Insbesondere fiir
niedrige Comonomeranteile ist der Term ,,multifunktionelle
PEGs*“ (mf-PEGs) gut geeignet zur Beschreibung dieser li-
nearen Copolymere mit hoher Anzahl an funktionellen
Gruppen aufgebaut aus EO und einem Epoxidcomonomer.
Von Poly(glycerinen) sind die Polymere kategorisch abzu-
grenzen %% Obwohl ebenfalls biokompatibel,’”*! ist ohne
EO-Wiederholungseinheiten die chemische Beschaffenheit
deutlich verschieden. Im Unterschied zu verzweigten oder
linearen Poly(glycerinen), die eine funktionelle Gruppe pro
Wiederholungseinheit tragen, ist bei mf-PEGs der Einsatz des
kostenintensiven Comonomers auf das fiir die gewiinschten
Eigenschaften notwendige Minimum reduziert. Die Funk-
tionalitét ldsst sich individuell fiir die jeweilige Anwendung
maBschneidern. Dieser Kurzaufsatz fasst die Entwicklung
und den aktuellen Stand von mf-PEGs zusammen und pri-
sentiert ausgewdahlte neueste Beispiele dieser aufstrebenden
Klasse von Polymeren in verschiedenen Anwendungen, mit
Schwerpunkt bei den Polymertherapeutika.

2. Synthesestrategie

Das entsprechende Epoxidcomonomer fiir die anionische
Ringoffnungspolymerisation ist der Schliissel zur Synthese
von mf-PEGs (Schema 1). Die statistische Copolymerisation
einer Mischung von EO (Sdp. 11 °C) und dem Comonomer in
einem geeigneten Losungsmittel wird meist mit Alkalime-
tallalkoxiden initiiert. Die Zusammensetzung der Monomer-
mischung bestimmt die Anzahl funktioneller Gruppen pro
Polymerkette. Di- und Triblock-mf-PEGs werden iber se-
quentielle Polymerisation von EO und dem jeweiligen Co-
monomer dargestellt oder direkt durch Einsatz von kom-
merziell erhéltlichen PEG-Homopolymeren als Makroinitia-
toren.""7! Aufgrund von Ketteniibertragungsreaktionen ist
das Molekulargewicht des funktionellen Blocks oft be-
grenzt."+7]

Geeignete Comonomere stellen eine inhédrente funktio-
nelle Gruppe zur Verfiigung, die zuginglich ist fiir Postpoly-
merisationsmodifikationen entweder 1) tiber die Abspaltung
einer Schutzgruppe und/oder 2) andere polymeranaloge Re-
aktionen. Derzeit konnen ausschlielich Allylgruppen direkt,

(o]
x /\ EO
/OVoH\(O)H - + - /‘W\oﬁ%\[()ﬁ
y sequentielle y 2 simultane X Y
R Polymerisation R Polymerisation R
Blockstruktur EEGE. AGE statistische Struktur
IGG, DBAG

Schema 1. Syntheserouten fuir multifunktionelle Poly(ethylenglycole) mit Block- oder statistischer Struktur auf der Basis von Ethylenoxid und ei-
nem entsprechenden Comonomer durch lebende Ringéffnungspolymerisation. Links: sequentielle Copolymerisation zur Herstellung von mf-PEG-
Blockcopolymeren; rechts: gleichzeitige Copolymerisation zur Herstellung von statistischen mf-PEGs.
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d.h. ohne Schutzgruppen, eingefiihrt werden.’**" Eine
geeignete Schutzgruppe muss stabil sein unter den harschen
Bedingungen der anionischen Polymerisation, wenig Ket-
tentransfer aufweisen und im Anschluss an die Polymerisati-

on leicht abgespalten werden kénnen.

Die von Fitton etal. eingefithrte Ethoxyethylacetal-
Schutzgruppe erfiillt diese Anforderungen hervorragend.’®!
So stellen Copolymere aus EO und 1-Ethoxyethylglycidyl-
ether (EEGE), die durch saure Entschiitzung lineare Po-

Monofunktionelle mf-PEGs
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ly(ethylenglycol-co-glycerine) liefern, den derzeit wichtigsten
Zugang zu mf-PEGs dar.P”-774-8794 Der Jebende Charakter
der anionischen Copolymerisation von EO und EEGE ge-
wihrleistet eine sehr gute Molekulargewichtskontrolle und

Polydispersititindices (M,/M,) von iiblicherweise unter 1.1.
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Hervorzuheben ist, dass die Biokompatibilitat dieser Hy-
droxy-mf-PEGs, wie erwartet, kiirzlich sowohl in vitro als
auch in vivo bestiitigt worden ist.”” Eine interessante Alter-
native zu EEGE

stellt das neue Monomer 1,2-Iso-
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Abbildung 2. mf-PEGs mit verschiedenen Funktionalititen, hergestellt durch polymeranaloge Umsetzung von statistischen Poly(ethylenglycol-co-

glycerin)-Copolymeren. (Aus Lit. [101].)
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propylidenglycerylglycidylether (IGG) dar, das je Mono-
mereinheit eine primére und eine sekundare Hydroxygruppe
zur Verfiigung stellt.”>*"

Eine interessante Erweiterung, insbesondere im Hinblick
auf Biokonjugation, ist die Verwendung eines Initiators mit
einer orthogonalen Funktionalitdt, die selektiv adressiert
werden kann.””’ Neben Hydroxygruppen wurde bislang nur
die Einfiihrung von Aminogruppen durch Einsatz von ge-
schiitzten Monomeren beschrieben (iiber N,N-Dibenzylami-
noglycidol (DBAG)).'"™ mf-PEGs mit anderen funktionellen
Gruppen sind iiber die Umwandlung von hydroxy-, amino-
oder allylfunktionalisierten mf-PEGs zuginglich. Beispiels-
weise haben Li und Chau die Synthese einer Bibliothek von
mf-PEGs mit vielféaltigen Funktionalititen beschrieben, ba-
sierend auf der Transformation von Hydroxy-mf-PEGs in
einer oder mehreren Synthesestufen (Abbildung 2).1%!

Derartige Polymer-Transformationen konnen allerdings
in reduzierten Ausbeuten, unvollstindigen Umsitzen und der
Bildung von Nebenprodukten resultieren, wenn gewohnliche
organische Reaktionen zum Einsatz kommen. Thr Einsatz auf
makromolekularer Ebene ist oft anspruchsvoller und kann zu
weniger gut definierten Strukturen fithren, was sich negativ
auf Toxizitdt und Biokompatibilitidt auswirken kann. Prézise
definierte mf-PEGs werden am effektivsten erhalten, wenn
simple Reaktionen mit sehr hohen Ausbeuten, hoher Selek-
tivitdt und hoher Vielseitigkeit, d.h. Klickreaktionen, einge-
setzt werden.'””'% Die Umwandlung von Copolymeren aus
EO und Allylglycidylether (AGE) tiber Thiol-En-Kupplung
(TEC)M'BI stellt eine effektive modulare Plattform zur
Herstellung von maBgeschneiderten mf-PEGs dar.%7653
Uber kommerzielles AGE als Comonomer wird unkompli-
ziert eine genau einstellbare Anzahl an Allylethern am Po-
lymerriickgrat eingefiihrt (als Block- oder statistische Struk-
tur), die zugénglich fiir TEC sind. Da die Copolymerisation
mit AGE ebenfalls lebend verlduft, ist auch hier eine exzel-
lente Kontrolle tiber das Molekulargewicht mit engen Mole-
kulargewichtsverteilungen gewihrleistet.

In diesem Fall kann TEC jedoch streng genommen nicht
als Klickreaktion bezeichnet werden, da ein Uberschuss an
Thiol erforderlich ist, um Vernetzungen zu unterdriicken.!"*!
Trotzdem gewidhren diese metallfreien Reaktionen hervor-
ragenden Zugang zu mf-PEGs mit diversen Funktionalitéten,
wenn das entsprechende, oft kostengiinstige, heterodifunk-
tionelle Thiol verfiigbar ist. Die funktionelle Gruppe ist tiber
eine Ether- und Thioetherbindung mit dem Riickgrat ver-
kniipft.

2.1. Copolymerstruktur

Wihrend lineare Diblockcopolymere aus EO und einem
entsprechenden Comonomer unmittelbar mit einer préazise
definierten Struktur erhalten werden, wirft die Synthese der
statistischen Copolymere eine entscheidende Frage auf: Sind
die Comonomereinheiten wirklich statistisch entlang des
Polymerriickgrats verteilt oder weist das Polymer eine Gra-
dienten- oder gar Blockstruktur auf?

Aufgrund der elektronischen und sterischen Unterschiede
zwischen EO und den Epoxidcomonomeren vom Typ der
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Glycidylether sind zunichst unterschiedliche Reaktivitdten
zu erwarten. Unter Beriicksichtigung der spezifischen Ei-
genschaften von mf-PEGs hat sich eine Kombination der
folgenden Analysemethoden zur Bestimmung des Comono-
mereinbaus und somit der Polymerstruktur als besonders
niitzlich erwiesen.

Die chemische Verschiebung der Wiederholungseinheiten
im ®C-NMR-Spektrum variiert in Abhingigkeit von den
beiden benachbarten Wiederholungsheiten in einer ,,Mono-
mertriade®, d.h. einem Kettensegment aufgebaut aus drei
Monomereinheiten. *C-NMR-Spektroskopie erméglicht so-
mit die Analyse der Verteilung der Triadensequenzen und
liefert damit detaillierte Informationen iiber die Mikro-
struktur des Polyetherriickgrats.'">'" Ein typisches Phino-
men bei einer statistischen Verteilung ist die Abnahme der
Intensitit des Signals der Homo-EO-Triade (EO-EO-EO,
d.h. E) mit zunehmendem Comonomergehalt, exemplarisch
illustriert in Abbildung 3 fiir verschiedene AGE-basierte mf-
PEGs.

E
E
E
E E
A
W 40%
Mf " 4 20%
; [1Ee 10%
A A Lb Diblockcopolymer

80 78 76 74 72 70 68 66
chemische Verschiebung (ppm)

Abbildung 3. *C-NMR-Region (75.5 MHz, [D{]DMSO) der Polymer-
riickgratsignale eines MPEG;5-b-PAGE,-Diblockcopolymers und statis-
tischen P(EO-co-AGE)-Copolymeren mit AGE-Anteilen von 2%, 10%,
20% und 40%. E bezeichnet die Triade EO-EO-EO, A die Triade AGE-
AGE-AGE. (Aus Lit. [85].)

Trotz der groflen Fiille an Forschungsergebnissen beziig-
lich PEG ist erst kiirzlich eine simple experimentelle Me-
thode beschrieben worden, die es erstmals gestattet, die Po-
lymerisation des toxischen, gasférmigen EO durch '"H-NMR-
Spektroskopie in Echtzeit zu verfolgen (Abbildung 4).1%!
Sowohl der Umsatz als auch die Zusammensetzung der Mo-
nomermischung lassen sich zu jedem Zeitpunkt der Polyme-
risation und temperaturabhéngig im Detail bestimmen durch
Integration der isolierten Epoxidsignale jedes Monomers.
Interessanterweise wurde sowohl bei AGE als auch bei IGG,
und zu einem geringeren Maf3 auch bei DBAG, ein vollstin-
dig statistischer Einbau des Comonomers (10-20%) festge-
stellt. Die Polymerisationstemperatur (25-70°C) hatte darauf
keinen Einfluss (Abbildung 5).

Als Konsequenz der Kristallisation von PEG wirkt sich
der Einbau von statistischen ,,Comonomerdefekten unmit-
telbar auf das thermische Verhalten aus, das tiber dynamische
Differenzkalorimetrie (DSC) analysiert werden kann. Nur
ein statistischer Einbau, der zu einer homogenen Segment-

Angew. Chem. 20m1, 123, 8136 —8146


http://www.angewandte.de

Angewandte

Poly(ethylenglycole)
= DBAG 25°C
W e me 12, &S
go] e i go| & + 166 50°C 80 °o"%a vE  50°C
g u o 3 UF e B 4 a4 EO s0C B A" »  eDBAG 60°C
S 60 v L E S el A 8 60 Yo A" s EO €T
L n
° 40 - ° 40 A © 40 v,
g™ ix g = g e
= 2] Vg = 2] 4y T °%y,
0 v 0 i, 0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 8 100
Umsatz (%) Umsatz (%) Umsatz (%)

Abbildung 5. Prozent der Monomerausgangskonzentration fir die Copolymerisation von Ethylenoxid, Allylglycidylether (10%), Isopropropyliden-
glycerylglycidylether (23 %) und N,N-Dibenzylaminoglycidol (15%) aufgetragen gegen den Gesamtumsatz der Copolymerisation in [Dg]DMSO.
(Aus Lit. [85,97,100].)
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Abbildung 4. Zeitaufgeldstes 'H-NMR-Spektrum (400 MHz) mit den
Signalen von N,N-Dibenzylaminoglycidol (6 =3.02 ppm) und Ethylen-
oxid (0 =2.61 ppm) sowie den Riickgratsignalen fiir die Copolymerisa-
tion von Ethylenoxid und N,N-Dibenzylaminoglycidol (15%) bei 50°C,
gemessen in [Dg]DMSO iiber 52 min. (Aus Lit. [100].)

linge des PEG-Polymersegments fiihrt, resultiert in gleich-
miBigen Anderungen des thermischen Verhaltens bei Ver-
dnderung des Comonomeranteils.’”**1%! Wird das Comono-
mer mit einem starken Gradienten oder gar blockartig ein-
gebaut, tritt Mikrophasenseparation auf, und Schmelzpunkt-
erniedrigungen sind weniger ausgepragt.

Die statistische Copolymerisation ist ein Schliisselelement
fiir die Synthese von mafigeschneiderten mf-PEGs, und sie ist
von essentieller Bedeutung fiir die Herstellung wohldefi-
nierter Konjugate. Eine statistische Comonomerverteilung,
d.h. gleiche Abstidnde zwischen den funktionellen Gruppen
entlang des Polymerriickgrats, liefert die Voraussetzung fiir
systematische Untersuchungen von Struktur-Wirkungs-Be-
ziehungen und garantiert, dass Einfliisse struktureller Inho-
mogenitidten ausgeschlossen sind.
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3. Biomedizinische Anwendungen
3.1. Statistische Cisplatin-(mf-PEG)-Konjugate

Cisplatin (cis-Diammindichloroplatin oder CDDP) ist ein
etabliertes Therapeutikum zur Behandlung diverser Krebs-
arten wie Eierstock-, Blasen- und Lungenkrebs.[ns] Viele der
Nachteile wie akute Nieren- oder chronische Neurotoxizitiit,
schnelle Desaktivierung im Plasma und schlechte Wasserlos-
lichkeit konnen durch Konjugation mit Polymeren iiberwun-
den oder reduziert werden.""*'*! Zhou und Chau beschrieben
2010 die Herstellung eines Polymer-Wirkstoff-Konjugats zur
Krebstherapie, das erstmals auf einem Hydroxy-mf-PEG (P-
(EO-co-G)) basiert.” Dieses wurde durch Copolymerisation
von EO und EEGE und anschlieBende Entschiitzung syn-
thetisiert. Uber Modifikation der Hydroxygruppen mit Ma-
lonsdurederivaten wurden chelatartige Dicarboxylatbin-
dungsstellen fiir die reversible Konjugation mit Cisplatin
eingefiihrt (Schema 2). Die Beladungskapazititen betrugen
das vier- bis achtfache der vergleichbaren monofunktionellen
PEGs, und die Loslichkeit war gegeniiber nicht tridgerge-
bundenem Cisplatin deutlich verbessert.

1. NaH, THF, RT, 4h

R L L

/OVoﬁL(\[o}H
2. CI(CH,);CH(COOE), x y
RT, tiber Nacht Q 0,
L\_;oa
OEt
/04/\097%\[0}'4 d
x y
0 0

ONa
ONa

/°4Ao>7[f\[°ﬁ
X y
OH

NaOH, EtOH
= .
Ruckfluss, 90 min

ol
A e )
Cl/ NH; 60°c.8 H,0 NHg
/0\4/\0 O}H
x y
0 Q
Oy, wNH3
Pt
0/ \NH3
¢}

Schema 2. Synthese von Poly(ethylenglycol-co-glycerin)-Konjugaten ba-
sierend auf statistischen Hydroxy-mf-PEGs, die mittels anionischer Co-
polymerisation von Ethylenoxid und Ethoxyethylglycidylether plus an-
schlieBender Entschiitzung hergestellt wurden. (Aus Lit. [95].)
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In Bezug auf Polymertherapeutika spielt die Tatsache,
dass PEG nicht bioabbaubar ist, bei der Wahl des Moleku-
largewichts eine besondere Rolle. Fiir die intravenose Injek-
tion muss das Molekulargewicht einerseits unterhalb der
Nierenschwelle von ca. 40000 gmol~'!'2!l liegen, sodass die
renale Ausscheidung gewihrleistet ist. Andererseits muss das
Molekulargewicht so hoch sein, dass die Vorteile, die sich aus
den makromolekularen Eigenschaften ergeben (z.B. EPR-
Effekt® ), und die Multifunktionalitéit zum Tragen kom-
men.

Aus diesem Grund ist es wichtig, dass erhohte Tumorak-
kumulation bereits fiir PEGs mit Molekulargewichten ober-
halb von 10000 gmol™ nachgewiesen wurde.'”! Zhou und
Chau stellten das Molekulargewicht der Konjugate auf
1230022400 gmol ! ein und beobachteten bei Nacktmiusen,
die menschliche Nasopharynxkarzinom-Xenotransplantate
(HONE-1) trugen, eine Antitumoraktiviit auf dem Niveau
von Cisplatin, jedoch mit verminderter Reduktion des Kor-
pergewichts (Abbildung 6). In-vitro-Antitumoraktivitiat wur-
de festgestellt fiir HONE-1 und menschliche Brustkrebs-
Zelllinien, jedoch eine Potenz niedriger als bei freiem Cis-
platin. Dies steht vermutlich im Zusammenhang mit einer
anderen Aufnahmeroute der Konjugate und damit, dass auf-
grund der relativ schwachen koordinativen Bindung bereits
extrazelluldr freigesetztes Platin nicht aufgenommen werden
kann. Zusammenfassend liefert diese Untersuchung den ers-
ten, essentiellen Beleg fiir die Tauglichkeit von mf-PEGs als
hoch beladbare Triger fiir niedermolekulare (Antitumor-
)Wirkstoffe.

3.2. pH-abhdingige Doxorubicin-(mf-PEG-Blockcopolymer)-
Konjugate

Die kovalente Anbindung von Doxorubicin, einem der
vielversprechendsten Zytostatika, an mf-PEG-Diblockcopo-
lymere, aufgebaut aus AGE und EO, wurde von Vetvicka
et al. beschrieben. Mittels Thiol-En-Kupplung wurde eine
pH-empfindliche Verkniipfung eingefiihrt (Schema 3).7%7"]
Im Blutplasma aggregieren die amphiphilen Diblockcopoly-
mere zu Micellen, die in der sauren Umgebung des Tumor-
gewebes langsam zerfallen, da die Verkniipfung gespalten
wird. Es wurde eine systemische Toxizitdt festgestellt, die
gegeniiber freiem Doxorubicin um das zwanzigfache verrin-
gert war, sowie lange Plasmahalbwertszeiten mit halber Dosis
nach 24 h. Mittels Ganzkorper-Fluoreszenzbildgebung wurde
bei Méusen mit EL-4-T-Zell-Lymphomen signifikante Tu-
morakkumulation nachgewiesen. 75 % waren vollstindig ge-
heilt, und die Behandlung induzierte eine tumorspezifische
Resistenz (Abbildung 7). Anfang 2011 beschrieben Zhong
und Mitarbeiter das analoge System basierend auf statisti-
schen mf-PEGs.'*!

3.3. Nichtvirale Transfektion in vivo und in vitro
Der Erfolg nichtviraler Transfektion mittels ternérer
DNA/Polykation/Polyanion-Systeme kann entscheidend vom

Polyanion abhingen, das den DNA-Polykation-Komplex
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© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

H. Frey et al.
—o— Kontrolle (PBS)
7.0 —m— Poly(EO-co-Gly)
b —e— Poly(EO-co-Gly)-Cisplatin
60l —o— Cisplatin
5.0

>
<)
A

normalisiertes Tumorvolumen
w
o
1 |

] ;%
2.0 1 /;/{\§/§
" %%5 éiﬁ/‘% L

1.0—_
00 ] T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
3 5 7 9 11 13 15 17 19
t t t Tag
—o— Kontrolle (PBS)
1.2+ —m— Poly(EO-co-Gly)
—e— Poly(EO-co-Gly)-Cisplatin
—o— Cisplatin
e 114 /5
=
S - i\ g
P
F o] ot ﬁi\@ s
]
¥4 /¥ ® /
5 —3 ¢
3 0.9
£
5 3
0.8 \@
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

} } ! Tag

Abbildung 6. In-vivo-Antitumoraktivitit (oben) in Nacktmiusen, die
menschliche Nasopharynxkarzinom-Xenotransplantate tragen, und die
Verinderung des normalisierten Kérpergewichts (unten) bei dreimali-
ger intravendser Injektion von Poly(ethylenglycol-co-gycerin), Poly(ethy-
lenglycol-co-glycerin)-Cisplatin-Konjugaten und freiem Cisplatin im Ab-
stand von 4 Tagen (Pfeile). Die mit freiem Cisplatin behandelten Miu-
se wurden an Tag 11 aufgrund zu starker Gewichtsverluste getétet.
(Aus Lit. [95].)
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Schema 3. Synthese von Doxorubicin-Konjugaten basierend auf Po-
ly (ethylenglycol-block-allylglycidylethern). AIBN = Azobisisobutyronitril.
(Aus Lit. [76].)
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ein zusétzlicher Vorteil. Frey
und Obermeier haben kiirz-

lich eine effiziente Route zu
PEG-basierten Biokonjuga-
ten beschrieben, bei denen
die Peptide homogen entlang
des Polymerriickgrats ange-
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Abbildung 7. A) Uberlebensrate von Mausen mit EL-4-T-Zell-Lymphomen nach Behandlung mit Diblock-mf-
PEG-Doxorubicin-Konjugaten (schwarz: Kontrolle; orange: 2x5 mg (DOX) kg™'; rot: 1x 75 mg (DOX equiv)
kg™'; blau: 2x 75 mg (DOX equiv) kg™'; griin: 1x150 mg (DOX equiv) kg™'). B) Uberlebensrate von geheil-
ten Miusen, denen eine letale Dosis der gleichen Zellen implantiert und keine Behandlung gegeben wurde.

(Aus Lit. [76].)

umbhiillt und somit die Stabilitdt und die Loslichkeit bestimmt.
Sakae et al. beschrieben die Synthese von mf-PEGs mit hoher
negativer Ladungsdichte zur Beschichtung von DNA-Poly-
kation-Komplexen, um unspezifische Wechselwirkungen mit
Proteinen oder Zellen zu unterdriicken. Die Synthese er-
folgte ausgehend von statistischen P(EO-co-AGEs) durch
Modifikation mittels Thiol-En-Kupplung (Schema 4).51 Zu-
sétzlich wurde die Multifunktionalitédt genutzt zur Anbindung
von mehreren RGD-Peptid-Seitenketten, um ein aktives
Tumortargeting der Komplexe zu erreichen. Die mit dem
funktionalisierten mf-PEG umhiillten Plasmid-PEI-Komple-
xe zeigten eine mehr als dreifach erhohte Reporterprotein-
aktivitdt in vitro bei B16-Zellen sowie, nach Injektion in
Maiuse, hohe Genexpression im Tumor, der Lunge und Leber
(Abbildung 8).

3.4. Hoch beladene Peptidkonjugate

Die Kombination von Peptiden und synthetischen Poly-
meren resultiert in Hybridstrukturen, in denen die Eigen-
schaften der biologischen und der synthetischen Komponente
vereint sind.'*'®! Fiir biologische Anwendungen ist die
groBe Ahnlichkeit von mf-PEGs zu PEG-Homopolymeren

HOOC NH-GRGDSP-COOH

Schema 4. Synthese von Carboxy-mf-PEGs zur Beschichtung von DNA-
Poly (ethylenimin)-Komplexen ausgehend von statistischen Poly(ethy-
lenglycol-co-allylglycidylethern) durch Anbindung von Mercaptobern-
steinsdure und RGD-Peptid-Seitenketten. (Aus Lit. [81].)
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bunden sind.®! Statistische
P(EO-co-AGEs) wurden oh-
ne weitere Modifizierung di-
rekt mit dem Tripeptid Glut-
athion konjugiert, indem die
freie Thiolgruppe des Cys-
teins zur Thiol-En-Kupplung

DNA:PEI = 1:1 H

DNA:PEI:PEG-C =1:1:1 —
2

DNA:PEI:PEG-Suc = 1:1:

DNA:PEI:RGD-PEG-Suc = 1:1:

W AN= 0AN-= 0N

(gewichtsbezogen

RLU/mg Protein (X 1078)

Abbildung 8. Genexpression in B16-Zellkultur von DNA-Poly(ethyleni-
min)-Komplexen umhiillt mit Poly(ethylenglycol-co-allylglycidylethern),
die mit Bernsteinsiure- und RGD-Peptid-Seitenketten modifiziert wur-
den. (Aus Lit. [81].)

genutzt wurde (Schema 5). Testreaktionen mit N-Acetyl-L-
cysteinmethylester belegten enge Molekulargewichtsvertei-
lungen (M,/M, unterhalb von 1.2). Detaillierte 1D- und 2D-
NMR-spektroskopische Untersuchungen demonstrierten
praktisch vollstindigen Umsatz der Allylether-Seitenketten.
Der Comonomeranteil betrug ungefahr 10%. Mit 11 Glut-
athioneinheiten pro Polymerkette wiesen diese prizise defi-
nierten PEG-basierten Peptidkonjugate sehr hohe Bela-
dungskapazitidten auf, und sie lassen sich betrachten als Bei-
spiel einer polyfunktionellen PEGylierung (,,high-capacity
PEGylation®).

4. Zusammenfassung und Ausblick

Angetrieben durch die Entwicklung auf dem multidiszi-
plindren Feld der Polymertherapeutika und dem Status von
PEG, dessen (Sicherheits-)Profil iiber Jahrzehnte dokumen-
tiert ist, ziehen mf-PEGs zunehmend Aufmerksamkeit auf
sich. Die intrinsisch niedrige Beladungskapazitit von PEG
wird durch Einfithrung von funktionellen Gruppen am Poly-
merriickgrat iiberwunden. Basierend auf EO und einem
entsprechenden Comonomer sind diese linearen Copolymere
PEG strukturell sehr &dhnlich und stellen eine vielseitige
Plattform fiir die Herstellung von Konjugaten dar. Mit EO als
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Schema 5. Thiol-En-Kupplung des Tripeptids Glutathion an statistische
Poly (ethylenglycol-co-allylglycidylether). (Aus Lit. [85].)

Hauptkomponente kann der Comonomeranteil auf das fiir
die gewiinschte Funktionalitit notige Minimum reduziert
werden, was 6konomisch von Vorteil ist. Die lebende anio-
nische Polymerisation verbunden mit modernen Charakteri-
sierungsmethoden, wie z.B. der Analyse der EO-Copolyme-
risation durch 1H-NMR-Spektroskopie in Echtzeit, liefert
auflerordentlich prézise definierte makromolekulare Struk-
turen. Interessant sind mf-PEGs deshalb ebenfalls fiir An-
wendungen in der Katalyse, in neuartigen Hybridmaterialien,
multifunktionelle Vernetzer oder allgemein als polyvalente
Strukturen. Die in den letzten Jahren erschienenen ersten
Untersuchungen beweisen die Vielseitigkeit von mf-PEGs
und ihre Eignung fiir Polymertherapeutika, zusammen mit
dem Beleg der erwarteten Biokompatibilitét der statistischen
Hydroxy-mf-PEGs (P(EO-co-G)). Grundsitzlich ist auf-
grund ihrer Struktur fiir mf-PEGs mit diversen Funktionali-
tdten eine gute Biokompatibilitdt zu erwarten. Eine indivi-
duelle Bewertung fiir die jeweilige funktionelle Gruppe, den
entsprechenden Linker und das Gesamtkonjugat ist jedoch
unerlésslich. In Erweiterung zu den hier vorgestellten Poly-
meren sind mf-PEGs mit unterschiedlichen (orthogonalen)
Gruppen realisierbar durch statistische Polymerisation von
EO zusammen mit mehr als zwei Monomeren. In diesem
Zusammenhang koénnen weitere Schutzgruppenmonomere
eine wichtige Rolle spielen. Das Konzept o-w-hetero-
telecheler Polymere, d.h. mit definierten funktionellen
Gruppen an den Kettenenden, die verschieden sind von den
Funktionalititen innerhalb der Kette, ist fiir die weitere
Entwicklung von mf-PEGs ebenfalls von Bedeutung. Zu-
sammenfassend repréisentieren mf-PEGs eine herausragende
Plattform fiir polyvalente Konjugation im Allgemeinen und
sind speziell ideale Kandidaten fiir Polymertherapeutika.
Dariiber hinaus werden funktionelle PEG-Strukturen mit
Sicherheit eine Rolle in der Koordinationschemie, der Kata-
lyse, Oberflaichenmodifikation und fiir polymerfixierte Rea-
gentien spielen.

Die Autoren danken der Graduate School of Excellence
»Materials Science in Mainz“ (MAINZ), unterstiitzt durch die
DFG, fiir wertvolle Unterstiitzung. B.O. dankt dem Fonds der
Chemischen Industrie (FCI) fiir ein Stipendium.
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