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Abstract: Ein polymeres Prodrug-Konzept f�r das Chemo-
therapeutikum Paclitaxel (PTX) basierend auf einer Grafting-
From-Methode ausgehend vom Arzneistoff wird vorgestellt.
Ein Kettentransferreagenz f�r die reversible Additions-Frag-
mentierungs-Kettentransferpolymerization (RAFT) wurde mit
hoher Ausbeute und Regioselektivit�t an die f�r seine Bioak-
tivit�t entscheidende C2’-Position von Paclitaxel angebunden.
Nach anschließender RAFT-Polymerization mit einem hy-
drophilen Monomer konnten wohldefinierte Paclitaxel-Poly-
mer-Konjugate erhalten werden, die eine hohe Wirkstoffbela-
dung, Wasserlçslichkeit und Stabilit�t aufweisen. Die Vielsei-
tigkeit der Methode konnte weiterhin durch w-Endgruppen-
modifizierung des Polymers mit einem Fluoreszenzmarker
demonstriert werden. In In-vitro-Experimenten wurden diese
Konjugate bereitwillig von Zellen in deren Endosome aufge-
nommen, von wo aus das native PTX ergiebig freigesetzt
wurde und an seine subzellul�ren Wirkorte gelangte. Dies
konnte �ber das Zytotoxizit�tsprofil des Konjugats best�tigt
werden, da es mit den kommerziellen PTX-Formulierungen
�bereinstimmt, die nur auf einfachen physikalischen Verkap-
selungen beruhen.

Krebs bleibt weiterhin eine der h�ufigsten Todesursachen.
Aufgrund der Vielzahl an Nebenwirkungen, die durch Che-
motherapeutika hervorgerufen werden, bedarf es der Ent-
wicklung neuartiger und effizienter Formulierungsstrategien
f�r solche Arzneistoffe. Paclitaxel (PTX) z�hlt zu den po-
tentesten und am h�ufigsten angewendeten Wirkstoffen in
der Krebstherapie. Durch seine hohe Affinit�t zu Tubulin
stabilisiert es die Mikrotubuli in den Zellen und verhindert
deren Depolymerisierung. Dadurch werden sich teilende
Zellen in die G2/M-Phase gezwungen, die zum kontrollierten
Zelltod (Apoptose) f�hren kann.[1] PTX allein besitzt jedoch
nur eine geringe Wasserlçslichkeit. Seine erste klinisch zu-
gelassene Formulierung Taxol enth�lt daf�r Cremophor EL,
ein Tensid, das selbst wiederum f�r eine Vielzahl an Neben-
wirkung verantwortlich ist. Seither haben sich umfangreiche

Studien damit besch�ftigt, alternative nanopartikul�re For-
mulierungsstrategien f�r PTX auf der Basis nicht-toxischer
Tenside zu entwickeln. Darunter sind inzwischen Formulie-
rungen mit Albumin (z. B. Abraxane) oder amphiphilen
Blockcopolymeren (z.B. Genexol-PM) kommerziell erh�lt-
lich.[2–5] Ihnen werden geringere Nebenwirkungen zuge-
schrieben, und sie erlauben eine Verabreichung hçhere PTX-
Dosierungen.[6,7] Obwohl diese Formulierungen als nanopar-
tikul�r eingestuft sind, weisen beide in der Pharmakokinetik
des Wirkstoffs keine signifikanten Unterschiede zu freiem
PTX auf.[8] In der Literatur wird dieses Verhalten dadurch
erkl�rt, dass PTX sehr schnell mittels passiver Diffusion vom
Nanopartikel systemisch freigesetzt wird und anschließend
unmittelbar an Plasmaproteine wie endogenem menschlichen
Serumalbumin (HSA) adsorbiert. Eine wirklich kontrollierte
Freisetzung vom Wirkstofftr�ger sei eher in Frage gestellt.[9]

Hier kçnnte die chemische Anbindung von PTX eine
vielversprechende Lçsung sein, um vor allem solch plçtzliche
und schlagartige Freisetzungen auszuschließen. Dadurch
w�rde nicht nur die abrupte systemische Toxizit�t vermieden,
sondern es kçnnten auch l�ngere Blutzirkulationszeiten er-
reicht werden, die letztlich zu einer verbesserten Tumor-
anreicherung �ber den EPR-Effekt f�hren.

In diesem Zusammenhang haben Polymer-Wirkstoff-
Konjugate bereits seit ihrer Einf�hrung durch Ringsdorf in
den 1970er Jahren eine rasante Entwicklung erlebt.[10] Als
beliebte Anbindungsstrategie hat sich die Verkn�pfung was-
serlçslicher Polymere an PTX durch Veresterung der Hy-
droxyeinheiten am Arzneistoff etabliert. Viele dieser PTX-
Polymer-Konjugate wurden durch Anbindung von PTX an
die Seitenketten oder Kettenenden der zuvor hergestellten
Polymere synthetisiert.[11] Solche Grafting-Onto-Methoden
weisen jedoch �hnliche M�ngel auf, wie bei Polymer-Protein-
Konjugaten.[12, 13] Darunter fallen Probleme wie sterische
Beeintr�chtigungen, die zu geringen Anbindungseffizienzen
f�hren, sowie Schwierigkeiten bei der Reaktionskontrolle
(Regioselektivit�t) und der anschließenden Aufarbeitung
(aufw�ndige Abtrennung von freiem Wirkstoff und nicht-
modifiziertem Polymer). Alternativ kann auch auf Monomer-
Wirkstoff-Konjugate zur�ckgegriffen werden, die bereits zu
einem Einbau des Arzneistoffs w�hrend der Polymerisation
f�hren. Hierbei kçnnen aber nicht nur Probleme w�hrend der
Synthese auftreten. Bereits bei zu hohen Beladungseffizien-
zen bilden sich hydrophobe Dom�nen, in die Wasser keinen
Zugang findet, und es kommt dadurch zu verzçgerter Wirk-
stofffreisetzung. H�ufig werden die Arzneistoffe auch �ber
Ester, Hydrazone oder Ketale an die Polymere angebunden.
Nach der Abgabe des Wirkstoffs tragen die polymeren Ab-
bauprodukte jedoch polyanionische oder polykationische
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Motive, oder bestehen aus Polyhydrazinen/Polyhydraziden
bzw. Polyaldehyden/Polyketonen, die alle ein toxisches Risiko
darstellen kçnnen, vor allem bei dauerhaften Ablagerungen
im Kçrper.

Demzufolge sollten alternative Synthesestrategien ent-
wickelt werden, die einen besseren Zugang zu wohldefinier-
ten Polymer-Prodrugs ermçglichen. Dabei sollten die Kon-
jugate eine geringe Uneinheitlichkeit, aber gleichzeitig auch
eine hohe Wirkstoffbeladung aufweisen. Weiterhin sollte die
Lçslichkeit in Wasser und die Mçglichkeit zur Einf�hrung
weiterer Funktionalit�ten gegeben sein. Als vielverspre-
chende Strategie, die all diese Voraussetzungen erf�llt, hat
sich die Grafting-From-Methode ausgehend vom Wirkstoff
etabliert, erneut vergleichbar zu den Polymer-Protein-Kon-
jugaten.[14–19] Durch die Einf�hrung kontrollierter Polymeri-
sationsmethoden ermçglicht diese Strategie den Zugang zu
wohldefinierten Polymer-Wirkstoff-Konjugaten mit hoher
Kontrolle �ber die Kettenl�nge und nur einem Wirkstoff-
molek�l pro Polymer. Grçßere Bedeutung finden hierbei vor
allem die Aufarbeitungsmethoden, die eine einfache Ab-
trennung des �bersch�ssigen Monomers erlauben (keine
nicht-modifizierten Polymere oder freier Wirkstoff). In der
Literatur findet man diesbez�glich Berichte �ber die ring-
çffnende Lactid-Polymerisation ausgehend von PTX hin zu
wohldefinierten PTX-haltigen Polymilchs�uren.[20] Durch
ihren wasserunlçslichen Charakter bençtigten diese polyme-
ren Prodrugs jedoch zus�tzliche Tenside, die erst eine stabile
Formulierung in w�ssriger Lçsung ermçglichen. Die Nicolas-
Gruppe hat ebenfalls k�rzlich eine Pr�parationsmethode
�ber hydrophobe Nanopartikel vorgestellt, die aus Poly-
squalenmethacrylaten aufgebaut sind. Diese wurden �ber
RAFT- oder NMP-vermittelte Polymerisation hergestellt,
ausgehend von Gemcitabin, das mit einem RAFT-Ketten-
transferreagenz oder einem NMP-Initiator kovalent modifi-
ziert wurde.[21]

In dieser Arbeit stellen wir ein Konzept zur Synthese re-
gioselektiver, amphiphiler PTX-Polymer-Konjugate vor, die
�ber eine RAFT-Polymerisation mithilfe eines PTX-Ketten-
transferreagenz hergestellt wurden. Dabei dient PTX als hy-
drophobes Segment und die hydrophile Polymerkomponente
als unterst�tzender wasserlçslicher Anteil. Um die Vielsei-
tigkeit dieser Methode voll auszuschçpfen, kann in einem
nachfolgenden Schritt die Trithiocarbonatgruppe am entge-
gengesetzten Polymerende f�r weitere Modifikationen aus-
genutzt werden. Als Beispiel haben wir einen Farbstoff zur
Fluoreszenzmarkierung des Polymers angebunden. Denkbar
sind hier aber auch weitere Molek�le, wie etwa Erken-
nungsstrukturen zum aktiven Targeting von Krebszellen.
Schema 1 fasst unsere gesamte Synthesestrategie zusammen.
Im ersten Schritt wurde ein RAFT-CTA (hier 2-(Butyl-
thiocarbonothioylthio)propans�ure (PABTC)) regioselektiv
an die C2’-Hydroxygruppe von PTX als Ester angebunden.
Jene Hydroxygruppe weist die hçchste Reaktivit�t zum Ve-
restern auf.[22] Nach s�ulenchromatographischer Aufreinigung
wurde der PTX RAFT-CTA (PTX-PABTC) mit einer Aus-
beute von 93% isoliert und mittels NMR-Spektroskopie und
Massenspektrometrie (ESI-MS) nachgewiesen (Abbildung 1
und Abbildungen S10–S15 in den Hintergrundinformatio-
nen). Im 1H-NMR-Spektrum findet man eine gute �berein-

stimmung der Signale von sowohl PTX als auch PABTC,
wobei das Verschwinden des C2’-Hydroxyprotons bei
3.85 ppm (d, J = 5.5 Hz, 1H), sowie die Verschiebung des
benachbarten Protons am C2’-Kohlenstoff von 4.77 ppm (dd,
J = 5.5, 2.8 Hz, 1H) zu 5.45 ppm (dd, J = 12.9, 2.6 Hz, 1H)
eindeutige Hinweise f�r die regioselektive PTX-Modifizie-
rung sind. Da die C2’-Hydroxygruppe von entscheidender
Bedeutung f�r die Bioaktivit�t von PTX ist,[23] kann das
Konjugat als Prodrug angesehen werden. In einer anschlie-
ßenden RAFT-Polymerisation von N,N-Dimethylacrylamid
(DMA) wurde PTX-PABTC als Kettentransferreagenz ver-
wendet. PolyDMA selbst ist ein hydrophiles und biokompa-
tibles Polymer.[24] Denkbar sind aber auch andere Vinylmo-
nomere, sofern diese sich in denselben organischen Lç-
sungsmitteln lçsen wie der PTX-funktionalisierte RAFT-
CTA. Ein mittelgroßer Polymerisationsgrad (DP) von 30
DMA-Wiederholungseinheiten wurde angepeilt, um ein Po-
lymerkonjugat zu erzeugen, das sowohl eine hohe Wasser-
lçslichkeit als auch eine hohe Wirkstoffbeladung aufweist.
Dar�ber hinaus wurden auch ein PTX-polyDMA-Konjugat
mit einem DP von 15 sowie ein Kontrollpolymer mit PABTC
ohne PTX und einem DP von 30 hergestellt. Die Polymer-
konjugate und das Kontrollpolymer konnten durch dreifaches
F�llen in Ether problemlos isoliert werden, da sowohl die
verschiedenen Kettentransferreagenzien als auch das freie
PTX darin lçslich sind. Mittels Grçßenausschlusschromato-
graphie (SEC, Abbildung 2A) wurden f�r die erzeugten Po-
lymere enge Molekulargewichtsverteilungen ohne jegliche
hoch- oder niedermolekulare Nebenprodukte nachgewiesen.
In den jeweiligen 1H-NMR-Spektren (Abbildung 1A und
Abbildungen S17–S20 in den Hintergrundinformationen)
konnten die funktionellen Endgruppen dieser Polymere
wiedergefunden werden, wobei die Protonensignale von PTX
und PABTC exakt �bereinstimmten. Freies PTX oder PTX-
PABTC konnte weiterhin durch Diffusions-NMR (DOSY-
NMR) ausgeschlossen werden. In Abbildung 1B erkennt
man jeweils, dass die Protonsignale von PolyDMA und PTX
f�r PTX-polyDMA15 bzw. PTX-polyDMA30 dasselbe Diffus-
sionsverhalten zeigen, wobei das Polymer mit einem hçheren
Polymerisationsgrad eine geringere Diffusion aufweist. In
Tabelle 1 werden die Eigenschaften aller isolierten Polymere
zusammengefasst.

In nachfolgenden Experimenten wurde das Verhalten der
PTX-Polymer-Konjugate im w�ssrigen Millieu untersucht.
PTX-polyDMA30 ergab sowohl in Reinstwasser als auch in
PBS bei Konzentrationen bis mindestens 30 mgmL�1 eine
transparente Formulierung. Mit einer Wirkstoffbeladung von
rund 21 % wurde so die Lçslichkeit von PTX auf das 2 � 104-
fache gesteigert.[25] Im Gegensatz dazu konnten die PTX-
Polymer-Konjugate mit einem DP von 15 (also PTX-poly-
DMA15) im W�ssrigen weder gelçst noch hinreichend dis-
pergiert werden (z. B. in PBS). Selbst nach intensiver Ultra-
schallbehandlung oder Verd�nnung blieb die Lçsung tr�b,
wodurch der Beitrag der hydrophilen Polymerkette an der
PTX-Lçslichkeit deutlich wird. Analog kçnnten hier auch
wasserunlçsliche Polymerketten anpolymerisiert werden, um
daraus unter kontrolliertem Lçsungsmittelaustausch in An-
wesenheit von Detergentien harte hydrophobe Nanokolloide
zu erzeugen. In einem n�chsten Schritt wurde das supramo-
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lekulare Verhalten von PTX-polyDMA30 im w�ssrigen
Medium n�her betrachtet. Bei einer Konzentration von
30 mg mL�1 in PBS wiesen dynamische Lichtstreumessungen
(DLS; Abbildung 2C) auf das Vorhandensein selbstassem-
blierter Nanostrukturen mit einem z-gemittelten hydrody-
namischen Mittelwert von 27.9 nm � 0.8 und einer niedrigen
Dispersit�t (PDI) von 0.100� 0.038 (Abbildung 2D) hin. F�r
das Kontrollpolymer polyDMA30 selbst konnten bei �hnli-
chen Konzentrationen (z. B. 30 mgmL�1 in PBS) dagegen nur
einzeln gelçste Polymerketten gefunden werden. Im Verlauf
von f�nf Tagen konnten keine Ver�nderungen in der Grçße
und der Dispersit�t festgestellt werden, sodass ein Auskris-
tallisieren von freigesetztem PTX ausgeschlossen werden
kann. Derart w�ssrige PTX-Formulierungen kçnnen somit
auch nicht zu schlagartigen Wirkstofffreisetzungen f�hren.
Mithilfe der Pyren-Fluoresenzspektrophotometrie wurde f�r
PTX-polyDMA30 eine kritische Aggregationskonzentration
(CAC) von 102� 12 mgmL�1 gefunden (Abbildung 2B). Im
Vergleich zu anderen amphiphilen Blockcopolymeren ist
dieser Wert ausgesprochen groß, was an dem relativ kleinen
hydrophoben Anteil im PTX-polyDMA30-Konjugat liegt.
Solche CAC weisen darauf hin, dass unter physiologischen

Bedingungen das Polymer hçchstwahrscheinlich als lçsliche
Einzelkomponente vorliegt und damit auch sicherlich an Se-
rumproteine binden kann. Dennoch kann, falls stabile nano-
partikul�re Formulierungen gew�nscht sind, die Vielseitigkeit
der RAFT-Polymerisation dazu ausgenutzt werden, reaktive
Komonomere mit in das Polymer einzubauen, die dann ent-
weder zur kovalenten Vernetzung oder als abbaubare Mo-
nomere mit transienter Lçslichkeit[19] verwendet werden.

Wie bereits zuvor erw�hnt, ermçglicht die RAFT-Poly-
merisation im Vergleich zu anderen Polymerisationsarten
auch den direkten Zugang zu a,w-telechelen Polymeren.[26]

PTX-polyDMA30 selbst tr�gt ein PTX an seinem a-Ketten-
ende, w�hrend seine w-Endgruppe f�r weitere Modifikatio-
nen verwendet werden kann.[27] Im Rahmen dieser Arbeit
konnten wir dies durch die Anbindung des Fluoreszenzfarb-
stoffs Tetramethylrhodaminmaleimid zeigen. Daf�r wurde
zun�chst die Trithiocarbonatfunktion am w-Ende durch
Aminolyse in ein Thiol �berf�hrt (nachgewiesen durch UV/
Vis-Spektroskopie, Abbildung S21 in den Hintergrundinfor-
mationen). Im Anschluss wurde das Thiol unmittelbar mit
dem Tetramethylrhodaminmaleimid (Rho-Maleimid) umge-
setzt, um eine stabile Thioetherbindung zwischen Polymer

Schema 1. A) Illustration des funktionalisierten polymeren PTX-Prodrug-Konzepts mit einer (konzentrationsabh�ngigen) Selbstassemblierung im
w�ssrigen Milieu zu Nanopartikeln und (B) das dazugehçrige Reaktionsschema. Nach Veresterung von PTX mit einem RAFT-CTA erfolgt eine
kontrollierte radikalische Polymerisation mit N,N-Dimethylacrylamid. In der anschließenden Modifikation wird die Trithiocarbonat-Endgruppe zur
Anbindung eines Maleimid-funktionalisierten Fluoreszenzfarbstoffs genutzt.
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und Farbstoff auszubilden. Eine �hnliche Strategie kçnnte
analog verfolgt werden, um radioaktive Markierungen oder
Erkennungsstrukturen anzubinden. Nach abschließender
Dialyse wurde kein freier Farbstoff mehr auf der Umkehr-
d�nnschichtchromatographieplatte nachgewiesen (Abbil-
dung S22 in den Hintergrundinformationen). Dynamische
Lichtstreumessungen best�tigten, dass die Anbindung des
Rhodamin-Farbstoffs an das so erzeugte PTX-polyDMA30-

Rho-Polymerkonjugat keinen signifikanten Einfluss auf
dessen supramolekulares Verhalten hatte (Abbildung S23 in
den Hintergrundinformationen).

Nachfolgend wurde die Wirkung dieser PTX-polyDMA30-
Rho-Polymerkonjugate auf menschliche Eierstockkrebszel-
len SKOV-3 untersucht. Nach zweist�ndiger Inkubation
wurden die Konjugate �ber konfokale Mikroskopie bereits
innerhalb dieser Krebszellen gesichtet. In Abbildung 3 A1

Abbildung 1. A) 1H-NMR- und B) DOSY-NMR-Spektren von PTX, PTX-PABTC und PTX-polyDMA15/30.

Tabelle 1: �bersicht der synthetisierten Polymere.

Polymer [DMA]0/
[CTA]

Umsatz
DMA [%][a]

DPUmsatz[b] DPEndgruppe [c] Mn

[Da][d]
�[d] PTX-

Beladungskapazit�t [%][e]

PTX-polyDMA15 15 90 14 16 2648 1.09 35
PTX-polyDMA30 30 99 30 31 4356 1.07 21
polyDMA30 30 91 27 29 3477 1.09 –

[a] Ermittelt durch 1H-NMR-Spektroskopie. [b] Ermittelt durch 1H-NMR-Spektroskopie basierend auf dem Monomer-Umsatz. [c] Ermittelt durch 1H-
NMR-Spektroskopie basierend auf der Endgruppen-Analyse. [d] Bestimmt durch Grçßenausschlusschromatographie mit DMAc als Laufmittel und
einer Kalibrierung mit PMMA-Standards. [e] Berechnet �ber den Umsatz (ermittelt durch 1H-NMR-Spektroskopie): MWPTX/MWPTX-polyDMA � 100%.
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erkennt man punktfçrmige
Fluoreszenzsignale im Zellin-
neren, was auf eine effektive
Aufnahme der Konjugate in
diese Zellen hindeutet. Um den
Aufnahmeprozess zu verdeutli-
chen, wurden die Zellen neben
PTX-polyDMA30-Rho auch mit
Alexa-Fluor-488-markiertem
Dextran (Abbildung 3A2) ko-
inkubiert oder zus�tzlich mit
LysoTracker angef�rbt (Abbil-
dung 3A2). Dextran-Konjugate
werden bekanntlich von den
Zellen mittels Pinozytose[28]

aufgenommen, w�hrend LysoT-
racker gewçhnlich lysosomale
Vesikel markiert. Eine hohe
Kolokalisation von PTX-poly-
DMA30-Rho mit Dextran-
AF488 und eine teilweise vor-
handene Kolokalisation mit
LysoTracker weist auf eine
aktive Endozytose mit an-
schließendem Verbleib in sich
ans�uernden intrazellul�ren
Vesikeln hin. Bei einer Wie-
derholung dieser Experimente
bei 4 8C, wenn eine energieab-
h�ngige Endozytose nicht mehr
mçglich ist, konnte keine Auf-
nahme der Konjugate festge-
stellt werden (Daten nicht ge-
zeigt). Aus diesen Ergebnissen
l�sst sich insgesamt r�ckschlie-
ßen, dass der polymere Pro-
drug-Wirkstoff im Vergleich
zum membrang�ngigen PTX[29]

nur �ber aktive Endozytose
(z. B. Pinozytose) in die Zellen
gelangt und dort nach zwei
Stunden nicht ausschließlich in
lysosomalen Vesikeln zu finden
ist. Da PTX von Krebszellen
bekanntermaßen recht schnell
wieder �ber P-Glycoprotein-
Effluxpumpen ausgeschleust
werden kann, ermçglichen
andere Zellaufnahmewege, wie
der von uns nachgewiesene,
eine l�ngere intrazellul�re
PTX-Verweildauer. Somit er-
g�ben sich mçglicherweise
sogar Ans�tze zur �berwin-
dung der Wirkstoffresistenz.[30]

Abschließend wurde der
Einfluss von PTX-polyDMA30

auf die In-vitro-Viabilit�t der
SKOV-3-Zellen untersucht.

Abbildung 2. A) Grçßenausschlusschromatogramme von PTX, PTX-PABTC, PTX-polyDMA15/30 und poly-
DMA30. B) CAC von PTX-polyDMA30 in PBS ermittelt durch Pyren-Fluoresenzspektrophotometrie (n = 2).
C) Grçßenverteilung von PTX-polyDMA30 und polyDMA30 (30 mgmL�1 in PBS) ermittelt durch dynami-
sche Lichtstreuung (n =4). D) Kolloidale Stabilit�t von PTX-polyDMA30 ermittelt durch dynamische Licht-
streuung (30 mgmL�1 in PBS, 37 8C) (n =4).

Abbildung 3. A) Konfokale Mikroskopiebilder von menschlichen Eierstockkrebszellen SKOV-3, die mit PTX-
polyDMA30-Rho-Konjugaten inkubiert wurden. Zellkerne wurden daf�r mit Hoechst und die Plasmamem-
branen mit Phalloidin angef�rbt (A1). Die Konjugate wurden zus�tzlich zusammen mit Dextran-AF488 den
Zellen verabreicht, um deren (fr�he) Endosome zu markieren (A2). Außerdem konnten lysosomale Vesikel
mit LysoTracker angef�rbt werden (A3). Als Hilfestellung sind in A2 und A3 Kolokalisationen mit einem
gelben Pfeil bzw. zwei Nicht-Kolokalisationen mit einem roten oder gr�nen Pfeil markiert. Maßstabskalen
(weiß, jeweils in den Teilbildern unten rechts) entsprechen einer L�nge von 15 mm. B) In-vitro-Zytotoxizit�t
von PTX-polyDMA30 im Vergleich zu den kommerziell erh�ltlichen PTX-Nanoformulierungen Abraxane and
Genexol-PM. PolyDMA30 ohne PTX diente als Kontrollprobe (n = 6).

Angewandte
ChemieZuschriften

11971Angew. Chem. 2016, 128, 11967 –11973 � 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


Daf�r wurden die Zellen f�r 72 Stunden jeweils mit dem
PTX-polyDMA30-Konjugat, dem polyDMA30-Kontrollpoly-
mer oder den zwei kommerziell erh�ltlichen PTX-Nanofor-
mulierungen Abraxane bzw. Genexol-PM inkubiert. Die
Zellviabilit�t wurde anschließend mittels MTT-Test nachge-
wiesen. Aus den Ergebnissen in Abbildung 3 B wird deutlich,
dass das Polymer polyDMA30 als Kontrolle selbst keinen
Einfluss auf die Viabilit�t der Zellen nimmt und damit als
zellkompatibel im Rahmen dieser experimentellen Studien
angesehen werden kann. Demgegen�ber weist das PTX-po-
lyDMA30-Konjugat einen IC50-Wert von 79� 7 nm auf, der
�hnlich zu den Ergebnissen von Abraxane und Genexol-PM
ist (IC50 = 56� 11 nm f�r Abraxane bzw. 65� 13 nm f�r
Genexol-PM). Dies deutet darauf hin, dass trotz der kova-
lenten Anbindung eines Polymers an die f�r seine Bioakti-
vit�t notwendige C2’-OH-Position vergleichbare In-vitro-
Zytotoxizit�ten von PTX erzielt werden kçnnen wie f�r die
sonst �blichen physikalischen Verkapselungen. Mit anderen
Worten sprechen diese Ergebnisse daf�r, dass selbst nach
einem Verbleib des Polymer-Wirkstoff-Konjugats in endo-
somalen/lysosomalen Vesikeln ausreichend Esterasen wie
z. B. Cathepsin B[31] vorhanden sind, um natives PTX vom
inaktiven polymeren Prodrug freizusetzen, welches unmit-
telbar an seine subzellul�ren Wirkorte gelangen und dort
seine zytotoxische Wirkung entfalten kann.

Zusammengefasst haben wir in dieser Arbeit die Synthese
wohldefinierter polymerer Prodrugs f�r das Krebsmedika-
ment PTX basierend auf einer Grafting-From-Methode aus-
gehend von Arzneistoff in Kombination mit der RAFT-Po-
lymerisation vorgestellt. PolyDMA konnte regioselektiv an
einen modifizierten PTX-Ester-CTA polymerisiert werden,
wodurch die Wasserlçslichkeit des Wirkstoffs deutlich
zunahm und sich stabile Nanopartikel ausbilden konnten bzw.
je nach Konzentration einzeln gelçste PTX-Polymerketten
vorlagen. Weiterhin ermçglichte diese Strategie die Anbin-
dung eines Fluorophors an das w-Polymerkettenende, wo-
durch das intrazellul�re Verhalten dieses Prodrugs erst ver-
folgt werden konnte. Dabei verloren diese PTX-Polymer-
konjugate auch nicht ihre In-vitro-Aktivit�t.

Wir gehen davon aus, dass die Vielseitigkeit dieser Stra-
tegie großes Interesse wecken kçnnte, vor allem im Hinblick
auf die Synthese ganzer Substanzbibliotheken an Polymer-
PTX-Konjugaten ausgehend von umfassend charakterisierten
PTX-Kettentransferreagenzien. Solche Bibliotheken kçnnten
Konjugate mit unterschiedlichen Polymerkettenl�ngen um-
fassen, aufgebaut aus verschiedenen Monomeren mit diver-
sen Seitenketten- und Endgruppenfunktionen, und dazu ge-
nutzt werden, um Struktur-Wirkungs-Beziehungen aufzukl�-
ren, die das pharmakokinetische Profil von PTX besser auf
den Tumor ausrichten. In Anbetracht der Tatsache, dass unser
PTX-Polymer-Konjugat als inaktives Prodrug angesehen
werden kann, sollte dies auch zu einer hçheren maximal to-
lerierten Dosis (MTD) f�hren, mit der ein verbesserter the-
rapeutischer Effekt erzielt werden kçnnte. Neben diesen
Untersuchungen sollten in Zukunft auch noch Strategien zum
aktiven Tumor-Targeting, der Einbau transient lçslicher Mo-
nomere und weitere Mçglichkeiten zur �berwindung der
Tumor-Wirkstoffresistenz in Angriff genommen werden.
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