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Polymere Therapeutika

Polymere Therapeutika umfassen Polymer-Protein-Konjugate,
Wirkstoff-Polymer-Konjugate und supramolekulare Wirkstofftrans-
portsysteme. Zahlreiche Polymer-Protein-Konjugate mit verbesserter
Stabilitit und Pharmakokinetik wurden z. B. durch Ankniipfen einer
Polyethylenglycolkomponte (PEGylierung) an Enzyme oder thera-
peutisch relevante Proteine entwickelt. Einige davon sind bereits als
Medikamente zugelassen, z. B. die PEGYylierte Form der Adenosin-
Desaminase. Die Kupplung von niedermolekularen Cytostatika an
hochmolekulare Polymere durch einen spaltbaren Linker ist eine ef-
fektive Methode zur Verbesserung des therapeutischen Index klini-
scher Wirkstoffe, und erste Kandidaten wurden bereits klinisch eva-
luiert, darunter N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid-Konjugate von
Doxorubicin, Paclitaxel und Platin(1))-Komplexen. Zu einem weiteren
Typ polymerer Therapeutika, den Wirkstofftransportsystemen, fiihrte
der Fortschritt bei definierten multivalenten und dendritischen Poly-
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meren. Beispiele sind polyanionische Polymere als Inhibitoren der
zelluldren Bindung von Viren, polykationische Komplexe mit DNA
oder RNA (Polyplexe) und dendritische Kern-Schale-Partikel zur
Verkapselung von Wirkstoffen. In diesem Aufsatz geben wir einen
Uberblick iiber polymere Therapeutika mit einem Schwerpunkt auf
Konzepten und Beispielen, die die besonderen Merkmale des jeweili-

gen Wirkstofftransportsystems charakterisieren.

1. Einleitung

Die Verbesserung des therapeutischen Index von Wirk-
stoffen(!] ist ein vorrangiges Ziel der modernen Arzneimit-
telentwicklung fiir eine Vielzahl von Indikationen, etwa Tu-
morerkrankungen sowie entziindlichen und infektiosen Er-
krankungen. Im Bereich der polymeren Therapeutika bieten
makromolekulare Wirkstofftransportsysteme eine Basis zur
Entwicklung von Medikamenten mit verbesserter Wirksam-
keit bei geringeren Nebenwirkungen.?™!

Bei den heutigen klinisch verwendeten Medikamenten
handelt es sich zum iiberwiegenden Teil um Verbindungen
mit niedrigem Molekulargewicht (typischerweise unter
500 gmol '), die eine kurze Halbwertszeit im Blutkreislauf
und eine hohe Clearance aufweisen. Niedermolekulare
Wirkstoffe wechselwirken gewohnlich iiber zahlreiche, aber
monovalente Bindungen mit einem bestimmten Rezeptor. Sie
diffundieren schnell in gesundes Gewebe und verteilen sich
gleichmiBig im Korper, weshalb nur relativ kleine Mengen
des Wirkstoffs den Wirkort erreichen und die Therapie mit
Nebenwirkungen verbunden ist. Diese Nachteile sind be-
sonders ausgeprigt bei Medikamenten mit einem niedrigen
therapeutischen Index!'! wie Cytostatika, Antirheumatika
oder Immunsuppressiva. Haufige Nebenwirkungen dieser
Medikamente sind Nierentoxizitit, Knochenmarkschidi-
gung, Schdden des Nervensystems, Herztoxizitdt, Schleim-
hautentziindungen und gastrointestinale Toxizitdt. Solche
Nebenwirkungen sind dosislimitierend und verhindern des-
halb eine effektive Behandlung.
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menten zu verbessern, wird der Ein-
satz makromolekularer Transportsys-
teme untersucht. Diese lassen sich all-
gemein als partikuldre Wirkstofftrans-
portsysteme und als Polymer-Wirk-
stoff-Konjugate klassifizieren. Zu den
partikuldren Transportsystemen, bei
denen die Wirkstoffe physikalisch
durch Nanopartikel aufgenommen
werden, gehoren Emulsionen, Liposo-
men und nichtkovalente Polymer-
Tréager-Systeme. Bei den Wirkstoff-Polymer-Konjugaten ist
der Wirkstoff dagegen kovalent an Polymere gebunden, z.B.
an Proteine, Polysaccharide oder synthetische Polymere.

Historisch betrachtet, erfuhren die Forschungen zur
Kupplung von Wirkstoffen an makromolekulare Trdger eine
entscheidende Wende im Jahr 1975 mit der Entwicklung
monoklonaler Antikérper durch Milstein und Kohler!® und
durch Ringsdorfs Konzept eines allgemeinen Wirkstoff-
transportsystems auf der Basis von synthetischen Polymeren
(Abibldung 1). Anfingliche Forschungsarbeiten konzen-
trierten sich auf den Ansatz, Antikorper-Wirkstoff-Konjugate
selektiv an zellspezifische Antigene oder Rezeptoren zu
binden. Dieser Ansatz verfolgte das therapeutische Konzept
des Wirkstoff-Targetings, das auf Paul Ehrlichs Vision der
»Zauberkugel®“ griindete. Allerdings dauerte es viele Jahre,
bis die Forschung iiber polymere Therapeutika in Schwung
kam.1
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Abbildung 1. Ringsdorfs Modell fiir Wirkstofftransportsysteme auf der
Basis synthetischer Polymere.

In Ringsdorfs urspriinglichem Modell (Abbildung 1) sind
mehrere Wirkstoffmolekiile tiber einen Linker an ein Ma-
kromolekiil gebunden. Der Linker kann eine Sollbruchstelle
aufweisen, um die Freigabe des Wirkstoffes am Zielort zu
ermoglichen. Das Polymerkonjugat kann weitere Kompo-
nenten enthalten, z.B. Antikorper- oder Zuckerfragmente,
die auf krankheitsrelevante Antigene oder Rezeptoren
zielen. Weiterhin konnen loslichkeitsvermittelnde Gruppen
an das Polymerriickgrat gekuppelt werden, um die Wasser-
loslichkeit und Bioverfiigbarkeit zu modifizieren.

Die Makromolekiile zur Herstellung von Wirkstoff-Poly-
mer-Konjugaten sollten idealerweise wasserloslich, nicht to-
xisch und nicht immunogen sein und auB3erdem vom Orga-
nismus abgebaut und/oder eliminiert werden.®! Dariiber
hinaus sollte der makromolekulare Tréger passende funktio-
nelle Gruppen zur Kupplung der Wirkstoffe und Linker
aufweisen. In ersten Studien wurden HPMA-Copolymere
(HMPA = N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid) als lineare
Polymere zur therapeutischen Anwendung nach dem Rings-
dorf-Modell untersucht.”'" Heute kennt man ein breites
Spektrum synthetischer Polymere mit vielféaltigen Strukturen,

Tabelle 1: Klinisch zugelassene Polymer-Protein-Konjugate.

R. Haag und F. Kratz

darunter A) monofunktional-lineare, B) polyfunktional-li-
neare, C) sternformige und D) dendritische Architekturen
(Abbildung 2).

A) Linker B)
- RRIERARS
Wirkstoff Polymer

Abbildung 2. Ausgewihlte Strukturtypen von Polymer-Wirkstoff-Konju-
gaten.

Wirkstoff-Polymer-Konjugate und andere polymere
Transportsysteme fasst man unter dem Begriff polymere
Therapeutika zusammen.[** Seit neuerer Zeit zihlen hierzu
auch supramolekulare Wirkstofftransportsysteme und andere
definierte Systeme in NanometergroBe.'>™¥ Durch Ankniip-
fen einer Polyethylenglycolkomponente (PEGylierung) an
Enzyme oder therapeutisch relevante Proteine wurden zahl-
reiche Polymer-Protein-Konjugate mit verbesserter Stabilitét
und Pharmakokinetik erhalten, von denen mittlerweile
mehrere fiir eine Reihe von Indikationen zugelassen sind
(Tabelle 1).41 Als eine weitere wirksame Methode zur Ver-
besserung des therapeutischen Index klinisch etablierter

Handelsname Protein Polymer Indikation Firma

Adagen Adenosin-Desaminase PEG (5 kDa) schwere kombinierte Immundefizienz Enzon
Oncaspar Asparaginase PEG (5 kDa) akute lymphatische Leukidmie Enzon
Pegvisomant GH-Antagonist PEG (5 kDa) exzessives Wachstum (Akromegalie)  Pfizer
PEG-Intron Interferon a2b PEG (12 kDa) Hepatitis C Schering-Plough
Pegasys Interferon a2a PEG (40 kDa) Hepatitis C Roche

Neulasta granulocytenkoloniestimulierender Faktor PEG (20 kDa) Neutropenie Amgen
SMANCS/Lipiodol Neocarzinostatin Copolymer aus Styrol hepatozelluldres Karzinom Yamanouchi

und Maleinsiureanhydrid
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Wirkstoffe erwies sich die Kupplung von Cytostatika an Po-
lymere iiber einen spaltbaren Linker. Erste Polymer-Cyto-
statikum-Konjugate befinden sich seit einigen Jahren in der
klinischen Priifung.

Fortschritte auf dem Gebiet der strukturell definierten
multivalenten und dendritischen Polymere!™™ erméglichten
die Herstellung von maf3geschneiderten selbstorganisierten
Systemen als polymere Therapeutika. Hierzu gehoren:
a) polyanionische Polymere, die die Virus-Rezeptor-Wech-
selwirkung hemmen oder als Heparinanaloga eingesetzt
werden; b) polykationische Polymere, die mit DNA oder
RNA Polyplexe bilden; c) polymere Micellen mit kovalent
gebundenen Wirkstoffen und dendritische Kern-Schale-Par-
tikel zur Verkapselung von Wirkstoffen. In diesem Aufsatz
geben wir einen Uberblick iiber polymere Therapeutika mit
einem Schwerpunkt auf therapeutischen Konzepten und
Beispielen, die die besonderen Merkmale einzelner Wirk-
stofftransportsysteme charakterisieren. Weitere Beispiele
finden sich in einer Reihe von Ubersichtsartikeln, die in den
letzten zehn Jahren zu diesem Thema erschienen
sind.[*>11:162] Njicht behandelt werden Polymere fiir galeni-
sche Anwendungen und Systeme mit langsamer Freisetzung,
deren Wirkungsweisen auf dem Zerfall der Polymermatrix
beruht.?"!

2. Makromolekiile als Wirkstofftransportsysteme:
biologische Rationale

2.1. Passives Wirkstoff-Targeting und spezifisches Gewebe-
Targeting; der EPR-Effekt

Bedenkt man die seit langem bekannte Tatsache, dass
Biopolymere eine wichtige Rolle als freie und membran-
gebundene ,, Therapeutika®“ spielen, so iiberrascht es, dass
synthetische Polymere lange Zeit nur als Plasmaexpander
diskutiert wurden, wie z. B. Pervirlon und Polyvinylpyrrolidon
wihrend des Zweiten Weltkrieges.*

Die passive Anreicherung von Makromolekiilen und an-
deren Nanopartikeln in soliden Tumoren ist ein Phdnomen,
das als biologischer Angriffspunkt fiir tumorselektive The-
rapien offenbar lange Zeit iibersehen wurde. Das Grund-
prinzip, Makromolekiile als Tréger fiir den Transport von
Cytostatika zu verwenden, auch wenn diese nicht auf ein
Antigen oder einen Rezeptor auf der Oberfliche der Tu-
morzelle zielen, wurde in den bahnbrechenden Arbeiten von
Maeda und Mitarbeitern®**! sowie Jain et al.*"* entwickelt.
Die Ergebnisse dieser Studien erméglichten einen detaillier-
ten Einblick in die Pathophysiologie von Tumorgewebe, die
durch Angiogenese, Hypervaskularisierung, defekten Ge-
faaufbau und eingeschrinkte oder fehlende Lymphdrainage
gekennzeichnet ist.

Unterschiede in den biochemischen und physiologischen
Eigenschaften zwischen Normal- und Tumorgewebe sind
ausschlaggebend fiir die passive Anreicherung von Makro-
molekiilen im Tumor. Dieses Phdnomen, das in Abbildung 3
dargestellt ist, wird als erhohte Permeabilitdt und Retention
(,,enhanced permeability and retention®) oder EPR-Effekt
bezeichnet.[33
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der anatomischen und physio-
logischen Charakteristika von Normal- und Tumorgewebe in Bezug auf
ihre vaskulire Permeabilitit und die Retention von kleinen und grofen
Molekiilen (EPR-Effekt).

pH =6

Im Allgemeinen diffundieren niedermolekulare Verbin-
dungen durch die Endothelzellschicht der Blutkapillaren in
gesundes Gewebe und Tumorgewebe. Makromolekiile hin-
gegen konnen die Kapillarwdnde von gesundem Gewebe
gewoOhnlich nicht passieren. Ein Austritt von Makromolekii-
len in das Tumorgewebe findet in den Kapillaren statt, in
denen der Blutfluss verringert ist und Nihrstoffe in das
Gewebe diffundieren. Im Unterschied zu den Kapillaren im
gesunden Gewebe ist die Endothelzellschicht der Kapillaren
im Tumorgewebe fenestriert und pords, sodass Makromole-
kiile und andere Nanopartikel in das maligne Gewebe ge-
langen. Da Tumorgewebe generell eine mangelhafte
Lymphdrainage haben, werden Makromolekiile zuriickge-
halten und auf diesem Weg in soliden Tumoren angereichert.

Die GroBe des Makromolekiils ist der entscheidende
Faktor fiir die Aufnahme in den Tumor. Der EPR-Effekt wird
bei Makromolekiilen beobachtet, die ein Molekulargewicht
iiber 20 kDa haben. Das heil3t, es existiert eine Korrelation
zwischen der Plasmahalbwertszeit, der renalen Clearance und
der Anreicherung des Makromolekiils im Tumor. In den
meisten Studien der letzten Jahre zu Polymer-Wirkstoff-
Konjugaten wurden Makromolekiile mit Molekulargewich-
ten im Bereich von 20 bis 200 kDa verwendet. Es wird all-
gemein angenommen, dass im gesunden Organismus die
Nierenschwelle bei 30 bis 50 kDa liegt, um einen Verlust der
Korperproteine in die Blase zu verhindern.P!

Etliche klinische Studien belegen, dass die physikoche-
mische Beschaffenheit eines Biopolymers oder synthetischen
Polymers einen starken Einfluss auf sein pharmakokineti-
sches Profil und den Grad der Tumoranreicherung hat.[*!
Die Bioverteilung und die Aufnahme des Polymers in den
Tumor ist wesentlich durch sein Molekulargewicht, seine
Ladung, Konformation, Hydrophobie und Immunogenitét
bestimmt. Préklinische Studien belegen auBerdem, dass die
GroBe des Tumors die Aufnahmerate des Polymers in soliden
Tumoren beeinflusst. Kleinere Tumorknoten akkumulieren
eine groBere Menge des Polymers als grofere Knoten.””! Dies
deutet auf die Moglichkeit hin, polymere Kontrastmittel zur
Entdeckung kleiner Tumorknoten und Metastasen anwenden
zu konnen.

Der Einfluss der verschiedenen Faktoren auf die EPR-
vermittelte Aufnahme von Polymeren in soliden Tumoren ist
noch nicht in allen Einzelheiten verstanden. Als allgemeine
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Regel gilt, dass ein Molekulargewicht des Polymers oberhalb
der Nierenschwelle (ca. 30 kDa) und eine neutrale Ladung
des Polymers eine lange Plasmahalbwertszeit gewéhrleisten.
Diese verliangerte Aufenthaltszeit im Plasma ist eine wichtige
Voraussetzung fiir eine signifikante Anreicherung des zirku-
lierenden Polymers im Tumor.®>*% Ein #hnlicher Aufnahme-
mechanismus zeigt sich auch in anderen pathogenen Gewe-
ben, etwa in entziindetem oder infiziertem Gewebe, und kann
dort ebenfalls zu einer erhohten Aufnahme von Makromo-
lekiilen fithren.>!

Abgesehen von diesem einfachen, groBenabhédngigen
Targeting haben sich zahlreiche Forschungsgruppen auch
dem zellspezifischen Targeting durch Antikorper, Oligosac-
charide und Peptide zugewandt.>*!

2.2, Zellulére Aufnahme des Polymers, ortsspezifische Wirkstoff-
Freisetzung und Auswirkungen auf das Wirkstoff-Design

Im Allgemeinen werden Makromolekiile durch rezep-
torvermittelte Endocytose, adsorptive Endocytose oder
Flussigphasen-Endocytose in die Zelle aufgenommen (Ab-
bildung 4).5”! Wihrend der Endocytose kommt es zu einem
deutlichen Abfall im pH-Wert vom physiologischen Wert im

adsorptive Endocytose
Flussigphasen-Endocytose

rezeptorvermittelte
Endocytose

;- Diffusion des Wirkstoff .:i
n das Cytoplasma /

Abbildung 4. Zellulire Aufnahme von Makromolekiilen und Nano-
transportern zum Wirkstofftransport durch unterschiedliche Endocyto-
semechanismen.

Extrazellularraum (pH 7.2-7.4) auf pH 6.5-5 im Endosom
und auf pH 4 in priméren und sekundédren Lysosomen. Eine
grole Zahl lysosomaler Enzyme, z.B. Phosphatasen, Nuc-
leasen, Proteasen, Esterasen und Lipasen, wird im sauren
Milieu dieser Vesikeln aktiviert.
Polymer-Wirkstoff-Konjugate oder -Komplexe sollten im
Blutkreislauf ausreichend stabil sein, damit der Wirkstoff erst
am Zielort freigesetzt wird. Im Prinzip kann der polymerge-
bundene Wirkstoff im Korper durch unspezifische Hydrolyse,
durch Enzyme, durch Reduktion oder pH-abhingig freige-
setzt werden. Idealerweise wird die Spaltung des Polymer-
Wirkstoff-Komplexes durch eine biochemische oder physio-
logische Eigenschaft ausgelost, die fiir den jeweiligen Tumor
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charakteristisch ist. Streng tumorspezifische Eigenschaften
sind zwar selten anzutreffen, allerdings bieten sich durch die
Uberexpression bestimmter Enzyme, eine saure und hypoxi-
sche Umgebung in soliden Tumoren sowie die Endocytose
von Makromolekiilen mehrere Ansatzpunkte zur Entwick-
lung von Polymer-Wirkstoff-Konjugaten, die bevorzugt in
einem bestimmten Tumor gespalten werden.

Anfangs konzentrierte sich die Entwicklung von Polymer-
Wirkstoff-Konjugaten auf enzymatisch spaltbare Varianten,
die die intrazelluldre Freisetzung des Wirkstoffs nach zellu-
larer Aufnahme ermoglichten. In jlingerer Zeit wurden auch
Spaltungsmechanismen vorgestellt, die zu einer Freiset-
zungskaskade fithren."**! Der Vorteil dieser Methode ist
eine hohere lokale Wirkstoffkonzentration, die zu einer bes-
seren Wirksamkeit fiihren konnte.

Sowohl die niedrigen pH-Werte in Endosomen und
Lysosomen als auch die Anwesenheit lysosomaler Enzyme
sind intrazelluldre Besonderheiten, die zur Freisetzung poly-
mergebundener Wirkstoffe in Tumorzellen genutzt wurden.
Weiterhin wurde berichtet, dass in Tiermodellen und beim
menschlichen Patienten das Mikromilieu von Tumoren
schwach sauer ist; durch nichtinvasive Techniken wurde
hierbei nachgewiesen, dass der pH-Wert in Tumorgewebe
meist 0.5-1.0 Einheiten niedriger liegt als in normalem
Gewebe (vgl. Abbildung 3).1! Diese Differenz kann zur ex-
trazelluldren Freisetzung von Wirkstoffen genutzt werden,
die durch sdurelabile Linker an Polymere gebunden sind,
insbesondere wenn das Polymer-Wirkstoff-Konjugat fiir 14n-
gere Zeit im Tumor verweilt.

SchlieBlich koénnen Wirkstoff-Polymer-Konjugate auch so
entwickelt werden, dass sie den polymergebundenen Wirkstoff
durch Hydrolyse unter physiologischen Bedingungen langsam
freisetzen, wie etwa bei PEG-Wirkstoff-Konjugaten.[*!

2.3. Polymerkonjugate zur Proteinstabilisierung

Die Kupplung von Polymeren an therapeutisch relevante
Proteine kann einige Vorteile bieten: Die Konjugation kann
die Immunogenitit des Ursprungsproteins reduzieren, seine
Stabilitdt erhohen und seine biologische Halbwertszeit ver-
langern, sodass eine weniger hiaufige Medikamentengabe er-
forderlich wird. Das am haufigsten eingesetzte Polymer zur
Entwicklung von Polymer-Protein-Konjugaten ist Polyethy-
lenglycol (PEG). Bei der entsprechenden PEGylierung
werden lineare oder verzweigte PEG-Komponenten an die
Oberfliche des Proteins gekniipft.***! Eingefiihrt und ver-
feinert wurde die Methode durch die Firmen Shearwater
Polymers und Enzon. Es wurden mehrere klinische und
kommerziell erfolgreiche Produkte entwickelt, darunter
PEGylierte Asparaginase, PEGylierte Adenosin-Desamina-
se, PEGylierte Interferone und PEGylierter granulocyten-
koloniestimulierender Faktor (Abschnitt 3.1).[]

2.4. Multivalente Wechselwirkungen

In den letzten Jahren gab es bei der Entwicklung von
multivalenten Wirkstoffen, die durch polymere Linker ver-
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bunden sind, entscheidende Fortschritte (Abschnitt 3.5).[4-5
Das grofie Potenzial dieser Systeme ist der hohe Entropie-
gewinn bei der Bildung des multivalenten Komplexes (Ab-
bildung 5). Zum Beispiel kann die Bindungskonstante bei

monovalente
Wechselwirkung

K+ 4 — [4

monovalenter monovalenter monovalenter

Rezeptor Ligand Komplex
biologische p?ll_g;i'rer
( Oberflache__‘
multivalente 4 Y
Wechselwirkung ( e
multivalenter multivalenter multivalenter
Rezeptor Ligand Komplex

Abbildung 5. Vergleich zwischen monovalenten und multivalenten
Wechselwirkungen.

bivalenten Wechselwirkungen um den Faktor 1000 hoher sein
als bei monovalenten Bindungen, und bei tri- und pentava-
lenten Wechselwirkungen werden Faktoren bis zu 10® erzielt.
Dies bietet ginzlich neue Perspektiven fiir die Wirkstoffent-
wicklung, allerdings gibt es bislang nur wenige Wirkstoff-
kandidaten in klinischer Priifung.

Ein wichtiger Ansatz zur Verwendung von multivalenten
Wechselwirkungen ist die Mimikry von funktionalen Bioma-
kromolekiilen mit therapeutischer Relevanz. Verschiedene
Ansitze, spezifische Proteine (z.B. Histone) oder Polysac-
charide (z.B. Heparin) nachzuahmen, wurden bereits be-
schrieben (Abschnitt 3.5), wobei in diesen Fillen die Mimikry
hauptsédchlich die Oberflichenladung der Molekiile betrifft
(Abbildung 6). Die Anwendungen reichen von DNA-Trans-
fektionsmitteln (polykationische Systeme) bis hin zu koagu-
lations-, entziindungshemmenden und Anti-HIV-Wirkstoffen
(polyanionische Systeme).

Abbildung 6. Mimikry der Oberflichenladung von polyionischen Bio-
makromolekiilen durch synthetische Polymere als Ansatz fiir die Ent-
wicklung von polymeren Therapeutika.

3. Ansditze und Anwendungen: ,In vivo veritas“
Im Folgenden gehen wir nédher auf die verschiedenen
Polymertherapeutika ein, mit Schwerpunkt auf ihrem pra-

klinischen und klinischen Potenzial.
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3.1. Polymerkonjugate von therapeutisch relevanten Proteinen

Therapeutisch relevante Proteine wie Antikorper, Cyto-
kine, Wachstumsfaktoren und Enzyme spielen eine zuneh-
mend wichtige Rolle bei der Behandlung von viralen, malig-
nen und Autoimmunerkrankungen. Héufig wird jedoch die
Entwicklung und erfolgreiche Anwendung von therapeuti-
schen Proteinen durch mehrere Faktoren erschwert, z.B.
unzureichende Stabilitdit und Haltbarkeit, hohe Produkti-
onskosten, immunogenes und allergisches Potenzial,
schlechte Bioverfiigbarkeit und Empfindlichkeit gegen Pro-
teasen.

FEine elegante Methode, um die meisten dieser Schwie-
rigkeiten zu umgehen, besteht darin, Polyethylenglycolketten
an der Oberfliche des Proteins anzubringen. Die PEGylie-
rung eines natiirlichen Proteins erhoht dessen Molekularge-
wicht und resultiert in einer Verldngerung der Halbwertszeit
in vivo, was eine seltenere Verabreichung des therapeutischen
Proteins erlaubt. Zusétzlich maskieren die PEG-Ketten das
Protein, wodurch es resistenter gegen Proteasen und weniger
immunogen wird.

Eine Folge der PEGylierung von Proteinen ist im Allge-
meinen eine Abnahme der biologischen Aktivitit des Prote-
ins. Dieser Aktivitdtsverlust wird jedoch durch einen Anstieg
der biologischen Halbwertszeit des PEGylierten Proteins
ausgeglichen.¥

In den vergangenen Jahren haben sich zwei PEGylie-
rungsverfahren etabliert: Bei der ersten Methode werden
eine oder mehrere lineare PEG-Ketten mit einem Moleku-
largewicht zwischen 5 und 12 kDa an die Oberfliche des
Proteins angehidngt (PEGylierte Proteine der ersten Gene-
ration). Bei der zweiten Methode bindet man eine einfach
verzweigte oder eine mehrfach verzweigte PEG-Kette an
eine spezifische Aminosiure auf der Oberfldache des Proteins
(PEGylierte Proteine der zweiten Generation). In den meis-
ten Fillen werden aktivierte PEG-Carbonsiduren (z.B. akti-
viert mit N-Hydroxysuccinimid) an die e-Aminogruppen der
Lysine oder die N-terminale Aminogruppe gebunden.
Andere chemische Modifikationen mit Aldehyd-, Tresylat-
oder Maleimid-Derivaten von PEGs sind ebenfalls in Ge-
brauch.

Der wesentliche Nachteil von PEGylierten Proteinen der
ersten Generation ist die heterogene Zusammensetzung des
pharmazeutischen Produkts, da in den meisten Fillen unter-
schiedliche lineare PEGs an das Protein binden. Trotzdem
wurden einige Kandidaten der ersten Generation zugelassen.
Die bekanntesten Vertreter sind Adagen (PEGylierte Ade-
nosin-Desaminase) zur Behandlung von schweren kombi-
nierten Immundefekten, Oncaspar (PEGylierte Asparagina-
se) zur Behandlung von akuter Leukdmie und PEG-Intron
(PEGyliertes Interferon o2b) zur Behandlung von Hepati-
tis C (Tabelle 1).

PEGylierte Proteine der zweiten Generation, bei denen
eine verzweigte oder lineare PEG-Kette an eine spezifische
Aminosédure an der Proteinoberfliche gebunden ist, haben
den Vorteil, dass es sich um definierte Produkte mit nur mi-
nimal veridnderter dreidimensionaler Konformation des Pro-
teins handelt. Der mit einer linearen PEG-Kette von 20 kDa
PEGylierte granulocytenkoloniestimulierende Faktor (G-
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CSF) (Neulasta) erhielt 2002 als erstes PEGyliertes System
der zweiten Generation die Marktzulassung (Tabelle 1).
Neulasta stimuliert die Produktion von weilen Blutkorper-
chen nach einer Knochenmarksdepletion durch Chemothe-
rapie. Die Behandlung ist bequemer als mit dem nativen
Protein, dem humanen rekombinanten G-CSF (Neupogen),
da nur eine Injektion Neulasta alle drei Wochen notig ist,
verglichen mit tiglichen Injektionen von Neupogen iiber zwei
Wochen.P!

Interferon o2a, das mit einem verzweigten PEG von
40 kDa derivatisiert wurde, ist ein PEGyliertes System der
zweiten Generation und firmiert unter dem Namen Pegasys
als Konkurrenzprodukt zu PEG-Intron, einem verwandten
Konjugat der ersten Generation (Tabelle 1). Sowohl PEG-
Intron als auch Pegasys haben in Kombination mit dem an-
tiviralen Wirkstoff Ribavarin eine signifikant bessere Wirk-
samkeit bei der Behandlung von Hepatitis C als das native
Interferon.“*>?

Weitere Beispiele PEGylierter Proteine mit Marktzulas-
sung oder in fortgeschrittenen klinischen Studien sind Peg-
visomant, eine PEGylierte Form des menschlichen Wachs-
tumshormons,” und ein PEGyliertes Rezeptor- und Anti-
korperfragment gegen Tumornekrosefaktor-o, einen Haupt-
mediator von Entziindungen (PEG-TNF-RI bzw. PEG-anti-
TNF-Fab).5+%!

Neben PEGylierten Proteinen wurde auch ein Polymer-
Protein-Konjugat bestehend aus dem tumorhemmenden
Protein Neocarcinostatin in Verbindung mit einem Copoly-
mer aus Styrol und einem Maleinsdureanhydridwirkstoff
entwickelt (Tabelle 1). Der als SMANCS bezeichnete Wirk-
stoff ist in Japan zur Behandlung des Leberzellkarzinoms
zugelassen.”!

3.2. Polymer-Wirkstoff-Konjugate mit spaltbaren Linkern

Die Entwicklung von Polymer-Wirkstoff-Konjugaten ist
eine vielversprechende Strategie, um den therapeutischen
Index von cytotoxischen Wirkstoffen zu verbessern, insbe-
sondere fiir die antitumorale Chemotherapie. Einige Poly-
mer-Wirkstoff-Konjugate werden derzeit in klinischen Stu-
dien in Phasen I-III untersucht (Tabelle 2).

Trotz einer derzeit intensiven Suche nach neuen Trager-
polymeren beschrénken sich die bislang klinisch evaluierten

Tabelle 2: Wirkstoff-Polymer-Konjugate in klinischer Priifung.

R. Haag und F. Kratz

Polymer-Wirkstoff-Konjugate auf Systeme mit HPMA-,
PEG- und Polyglutaminsidure-Tragern. Hinzu kommt Albu-
min, das als Tragerprotein von Cytostatika klinisch untersucht
wird. Die Cytostatika, die in erster Linie zur Herstellung von
Polymer-Wirkstoff-Konjugaten verwendet wurden, sind
Doxorubicin, Camptothecin, Taxol, Methotrexat und Platin-
komplexe.

Mehrere Polymer-Wirkstoff-Konjugate mit dem HPMA-
Copolymer wurden klinisch untersucht. Das erste klinisch
evaluierte Polymer-Wirkstoff-Konjugat war das Doxorubicin-
(HPMA-Copolymer)-Konjugat PK1 mit einem Molekular-
gewicht von ca. 28 kDa und einem Gehalt an Doxorubicin
von ca. 8.5 Gew.-%.P" In PK1 ist Doxorubicin mit seinem
Aminozucker iiber einen Tetrapeptid-Linker (Gly-Phe-Leu-
Gly) an das Polymer gebunden (Schema 1). Diese Peptidse-
quenz wird durch lysosomale Enzyme der Tumorzellen ge-
spalten. Priklinisch korrelierte der Expressionsgrad der ly-
sosomalen Enzyme in Tumoren mit der antitumoralen Akti-
vitit des Konjugats in vivo.P”

Nach einer Phase-I-Studie liegt die maximal tolerable
Dosis (MTD) bei 320 mgm ™2 Doxorubicin-Aquivalenten, was
fiinffach hoher ist als die Standarddosierung von Doxorubi-
cin.®®! Die in dieser Studie beobachteten dosislimitierenden
Faktoren waren Knochenmarkstoxizitdt und Schleimhaut-
entziindungen; weitere Nebenwirkungen (z.B. Ubelkeit,
Durchfille) waren moderat (CTC-Grad 1; CTC: allgemeine
Toxizitdtskriterien, common toxicity criteria). Eine bemer-
kenswerte Beobachtung war, dass selbst bei diesen hohen
Dosen keine akute Kardiotoxizitdt auftrat. Zwei partielle
Remissionen sowie zwei schwache Responsen wurden bei
vier Patienten mit Lungen-, Brust- und Kolontumoren be-
obachtet. Die empfohlene Dosis fiir Phase-1I-Studien lag bei
280 mgm 2 alle drei Wochen. Phase-II-Studien bei Brust-
krebs, nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen und Kolon-
karzinomen wurden Ende 1999 gestartet, und eine erste
Zwischenauswertung ergab, dass Tumorriickbildungen in
Einzelfillen beobachtet wurden.”®

PK2 ist eine zu PK1 verwandte Verbindung, die zusétzlich
Galactosamin als Targeting-Gruppe enthélt und hierdurch
eine hohe Affinitidt zum Asialoglycoproteinrezeptor aufweist,
der von Lebertumoren exprimiert wird (Schema 1). In einer
Phase-I-Studie wurden 31 Patienten mit priméren oder me-
tastatischen Lebertumoren untersucht.”” Die MTD von PK2
lag bei 160 mgm 2 Doxorubicin-Aquivalenten, was etwa der

Verbindung Linker MW [kDa] Entwicklungsstand
PK1, Doxorubicin-(HPMA-Copolymer) Gly-Phe-Leu-Gly 30 Phase Il
PK2, galactosaminiertes Doxorubicin-(HPMA-Copolymer) Gly-Phe-Leu-Gly 30 in Phase | abgebrochen
PNU-166945, Taxol-(HPMA-Copolymer) Ester 40 Phase | beendet
MAG-CPT, Camptothecin-(HPMA-Copolymer) Gly-6-Aminohexanoyl-Gly 30 Phase | beendet
AP5280, Diamminplatin(11)-(HPMA-Copolymer) Gly-Phe-Leu-Gly 25 Phase | beendet
AP5286, Diaminocyclohexanplatin (11)-(HPMA-Copolymer) Gly-Phe-Leu-Gly 25 Phase |
Prothecan, Camptothecin-PEG-Konjugat Alaninester 40 Phase Il
CT-2103, Taxol-Polyglutamat-Konjugat Ester 40 Phase I1/111
CT-2106, Camptothecin-Polyglutamat-Konjugat Glycinester 50 Phase |
MTX-HSA, Methotrexat-Albumin-Konjugat - 67 Phase Il
DOXO-EMCH, 6-Maleinimodcaproylhydrazon-Derivat von Doxorubicin sdurelabiles Hydrazon 67 (albumin- Phase | beendet
gebundenes
Prodrug)
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Schema 1. Chemische Strukturen der ersten klinisch erprobten polyme-
ren Krebstherapeutika, PK1 (oben) und PK2 (unten)

Hilfte der MTD von PK1 entspricht, obwohl Molekularge-
wicht und Beladungsverhéltnis der beiden Konjugate sehr
dhnlich sind. Die dosislimitierende Toxizitdt von PK2 war
starke Miidigkeit, Neutropenie und Schleimhautentziindun-
gen. Eine Dosis von 120 mgm ™ Doxorubicin-Aquivalenten
wurde fiir Phase-II-Studien empfohlen. Zwei partielle Re-
missionen und eine schwache Response wurden in dieser
Studie beobachtet.

Zwei weitere HPMA-Konjugate mit Taxol bzw. Campto-
thecin wurden in Phase-I-Studien untersucht (Tabelle 2).
PNU-166945 ist ein wasserlosliches Konjugat, in dem Taxol an
seiner 2-OH-Position iiber einen Gly-Phe-Leu-Gly-Linker an
das Polymerriickgrat gebunden ist. Camptothecin ist im
Konjugat MAG-CPT an seiner 20-OH-Gruppe iiber einen

Angew. Chem. 2006, 118, 1218 —1237

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Gly-6-Aminohexanoyl-Gly-Linker an das HPMA-Copoly-
mer gebunden. Priklinische Ergebnisse waren zwar vielver-
sprechend, beide Konjugate hatten wegen ihres Toxizitéts-
profils aber nur eingeschréinkten Erfolg in der klinischen
Priifung [**6"

Zwei HPMA-Wirkstoff-Konjugate, die erst kiirzlich in
Phase-I-Tests aufgenommen wurden, sind AP5280 und
AP5286, in denen eine Diammin- oder eine Diaminocyclo-
hexanplatin(in)-Gruppe an einen Dicarboxylatliganden ge-
bunden ist. Dieser ist iiber den Cathepsin-B-sensitiven Te-
trapeptidlinker Gly-Phe-Leu-Gly, der auch in PK1, PK2 und
PNU-166945 vorhanden ist, an das Polymer gekuppelt
(Schema 2).2%1 Interessanterweise bildet die Platin(i)-

CHg CHs
€=0lgs ¢=0ls

INH NH

¢ cHy

CHOH ¢=0

CHs NH
QH—CHz@
c=0

¥ c=0
: O NH
% HC o
=0 C-0 NH.R

NH—HC  Pf
c-0 NH;R
d

Schema 2. HPMA-Wirkstoff-Konjugate AP5280 und AP5286 mit einer
Diammin- bzw. Diaminocyclohexanplatin(i1)-Gruppe.

Gruppe wihrend der Synthese anfangs ein O,0-Chelat, das
sich dann in das stabilere N,O-Chelat umlagert. Die prikli-
nische Evaluierung belegte eine hohe antitumorale Wirkung
und fiir AP5280 eine signifikant erhohte MTD verglichen mit
den Kklinischen Standards (Cisplatin und Carboplatin). In
einer Phase-I-Studie war die dosislimitierende Toxizitét
schweres Erbrechen (Grad 3) bei 4500 mg(Pt)m™ (Platin-
Aquivalente); die Dosisempfehlung fiir die Phase-II-Studie
war 3300 mg(Pt)m 2. Bei fiinf Patienten wurde eine Stabili-
sierung der Erkrankung festgestellt.® Detaillierte Uber-
sichten iiber klinische Studien zu Polymer-Wirkstoff-Konju-
gaten mit HPMA-Copolymeren wurden von Duncan und
Rihova et al. publiziert.!!]

Doxorubicin-Polylactid-Konjugate wurden vor kurzem
von Sengupta et al. vorgestellt.[”) Die Konjugate waren in ein
bioabbaubares Polylactidnanopartikel (~ 150 nm) eingebet-
tet, um, durch den EPR-Effekt, eine bessere Tumorselekti-
vitdt zu erreichen.

Das erste Wirkstoffkonjugat mit Polyethylenglycol als
Tragerpolymer, das klinisch untersucht wurde, war das
Camptothecinkonjugat Prothecan (Schema 3). Das Konjugat,
bei dem die 20-OH-Position von Camptothecin iiber einen
Glycinlinker an PEG gebunden ist,** weist mehrere Vor-
teile gegeniiber freiem Camptothecin auf: a) Der EPR-Effekt
vermittelt die Anreicherung in Tumoren (in préklinischen
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0O-CO-CH,-0O-PEG40k-O-CH2-CO-O

Schema 3. Prothecan, ein Camptothecinkonjugat mit 40-kDa-PEG.

Modellen). b) Die Veresterung der 20-Hydroxygruppe von
Camptothecin stabilisiert den Wirkstoff in seiner aktiven
Lacton-Form (geschlossener E-Ring), die sonst unter phy-
siologischen Bedingungen zur inaktiven Hydroxycarbonsdure
hydrolysiert. ¢) Der Einbau eines Glycinlinkers gew&hrleistet
eine kontrollierte Abgabe des Wirkstoffs. d) Die Verwendung
von PEG fiihrt zu einer wasserloslichen Form von Campto-
thecin.

In priklinischen Studien hatte Prothecan im Tiermodell
an humanen Tumoren eine bessere antitumorale Wirksamkeit
als freies Camptothecin./®™® Prothecan wird mittlerweile in
Phase-II-Studien zur méglichen Behandlung von Magentu-
moren und gastroesophagealen Tumoren untersucht, nach-
dem eine Phase-I-Studie eine moderate nichthdmatologische
Toxizitit bei einer MTD von 200 mgm™> Camptothecin-
Aquivalenten aufzeigte.[*)

PG-TXL (CT-2103), ein Poly(L-glutaminsiure)-Konjugat
von Paclitaxel (Schema 4), ist gegenwirtig das erfolgreichste

Schema 4. PG-TXL (CT-2103), ein Poly(L-glutaminsiure)-Konjugat mit
Taxol (Paclitaxel).

Wirkstoff-Polymer-Konjugat und befindet sich in Phase-III-
Studien in Kombination mit Standardchemotherapie gegen
Ovarialkarzinome und nicht-kleinzelligen Lungenkrebs.™
PG-TXL hat ein hoheres Beladungsverhiltnis (ca. 37 Gew.-%
Paclitaxel) als andere Wirkstoff-Polymer-Konjugate, und das
Paclitaxel bindet durch seine 2'-OH-Gruppe an das Poly-
glutaminsdure-Riickgrat. Phase-I- und Phase-II-Studien bei
unterschiedlichen Tumoren zeigten vielversprechende An-
sprechraten auch bei Patienten, die resistent gegen Therapie
mit Taxanen waren.”"’? Die empfohlene Dosis fiir PG-TXL
lag zwischen 175 und 235 mgm™ (Paclitaxel-Aquivalente),
was ungefahr der doppelten Dosis einer iiblichen Therapie
mit Paclitaxel entspricht. Die dosislimitierende Toxizité4t des
Konjugats war Neurotoxizitdt und Neutropenie. Eine be-
merkenswerte Eigenschaft von PG-TXL ist der physiologi-
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sche Abbau des Polyglutaminsdure-Riickgrats und die Frei-
setzung von Paclitaxel und Paclitaxel-Glutaminsdure-Deri-
vaten in vitro und in vivo, die vermutlich zum Teil durch
Cathepsin B vermittelt wird.”™! Eine Phase-I-Studie mit
einem analog konstruierten PG-Konjugat mit Camptothecin
wurde kiirzlich erfolgreich beendet.”

Neben synthetischen Polymeren wird auch Albumin in
klinischen Studien als Wirkstofftrager untersucht. Es wurde
ein Methotrexat-Albumin-Konjugat (MTX-HSA) syntheti-
siert, indem das Methotrexat direkt an humanes Serumalbu-
min (HSA) gekuppelt wurde. Dieses Konjugat wies eine si-
gnifikante Anreicherung in Rattentumoren und eine hohe
antitumorale Wirksamkeit in ausgewéhlten Nacktmausmo-
dellen auf.>’ Dosislimitierend war Mundschleimhautent-
ziindung bei iiber 50 mgm = MTX-HSA (MTX-Aquivalente)
in einer Phase-I-Studie.””’ Zwei Patienten mit Nierenzell-
karzinom und ein Patient mit Mesotheliom sprachen auf die
MTX-HSA-Therapie an (eine partielle Reaktion, zwei
schwache Responsen). Das Nierenzellkarzinom ist ein Tumor
mit niedrigen Ansprechraten auf konventionelle Chemothe-
rapie. Phase-II-Studien werden derzeit durchgefiihrt.

Neue Ansitze hatten zum Ziel, durch selektive Kupplung
von intravends verabreichten Wirkstoffvorstufen (Prodrugs)
an zirkulierendes Albumin ein Wirkstoff-Albumin-Konjugat
in vivo zu erzeugen."*®! Dieses Prodrug-Konzept zeichnet
sich durch zwei Merkmale aus: a)schnelle und selektive
Bindung eines mit Maleimid funktionalisierten Prodrugs an
die Cystein-34-Position des endogenen Albumins nach in-
travendser Gabe und b) Freisetzung des albumingebundenen
Wirkstoffes am Zielort durch den Einbau einer sdurelabilen
oder enzymatisch spaltbaren Bindung zwischen Wirkstoff und
Trager.

Ein erster klinischer Kandidat ist das (6-Maleimidocap-
royl)hydrazon-Derivat von Doxorubicin, DOXO-EMCH
(Abbildung 7), das eine sdurelabile Hydrazonbindung als
Sollbruchstelle enthélt. Mitte 2003 wurde eine Phase-I-Studie
mit DOXO-EMCH gestartet, nachdem eine hohere Wirk-
samkeit und ein verbessertes Toxizitdtsprofil verglichen mit
freiem Doxorubicin, dem klinischen Standard, nachgewiesen
worden war.[””!

Als Beispiel sind die therapeutischen Effekte von Doxo-
rubicin und DOXO-EMCH in einem Nierenzellkarzinom-
modell in Abbildung 8 gezeigt. Méuse, die mit der maximal
tolerablen Dosis von Doxorubicin (4 x 6 mgkg ') behandelt
wurden, wiesen charakteristische Nierentumore auf (Kor-
pergewichtsverlust —10 % ). Hingegen zeigte sich bei Méusen,
die mit DOXO-EMCH bei 4x12mgkg ' Doxorubicin-
Aquivalenten behandelt wurden, kein Korpergewichtsver-
lust, und bei fast allen Tieren wurde eine komplette Remis-
sion erzielt.

In der laufenden Phase-I-Studie mit DOXO-EMCH
wurden 37 Patienten mit fortgeschrittenen Tumorerkran-
kungen mit einer intravendsen DOXO-EMCH-Infusion
einmal alle drei Wochen in einer Dosierung von 20-
340 mgm ™ Doxorubicin-Aquivalenten behandelt. Die Be-
handlung mit DOXO-EMCH wurde bis zu einer Dosis von
200 mgm 2 ohne Nebenwirkungen gut toleriert. Myleosup-
pression (Grad 1-2), Mucositis (Grad 1-2), Haarausfall (Grad
1-2), Ubelkeit und Erbrechen (Grad 1), Mundtrockenheit
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Abbildung 7. Struktur des DOXO-EMCH-Prodrugs, das derzeit in der
klinischen Phase | untersucht wird (oben), und Struktur von humanem
Serumalbumin (unten); die Bindungsstelle des Prodrugs, Cys 34, ist
orange hervorgehoben.

(Grad 1) und Miidigkeit (Grad 1) wurden oberhalb einer
Dosis von 260 mgm™ beobachtet und waren durch Myleo-
suppression (Grad 2-3) sowie Mucositis (Grad 2-3) bei
340 mgm? dosislimitierend. Bei 29/37 auswertbaren Patien-
ten kam es in 13 Fillen zu einer fortschreitenden Erkrankung,
in 13 Fillen stabilisierte sich die Erkrankung und ein Brust-
krebs- und ein Sarkom-Patient hatten eine partielle Remis-
sion; ein Patient mit kleinzelligem Bronchialkarzinom hatte
eine vollstindige Remission. Die empfohlene Dosis fiir
Phase-II-Studien liegt nach aller Voraussicht bei 260 mgm 2.

Obwohl sich die klinischen Daten fiir Wirkstoff-Polymer-
Konjugate auf wenige hundert Patienten beschrinken, sind
einige allgemeine Trends erkennbar. Der Befund aus den
préklinischen Studien, dass Wirkstoff-Polymer-Konjugate in
hoheren maximal tolerablen Dosen eingesetzt werden
konnen als die ungebundenen Wirkstoffe, bestétigte sich in
den klinischen Studien. AuBlerdem ist dem Polymer keine
besondere Toxizitidt zuzuschreiben, und die dosislimitieren-
den Toxizitdten sind mit denen des freien Wirkstoffs ver-
gleichbar. Die Bedeutung des Molekulargewichts und des
spaltbaren Linkers der Wirkstoff-Polymer-Konjugate ist noch
nicht geklidrt. Die meisten der biologisch nichtabbaubaren
Polymere haben Molekulargewichte nahe der Nierenschwelle
(ca.30 kDa, siche Abschnitt 2.1), wodurch eine Anreicherung
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Abbildung 8. Reprisentative photographische Aufnahmen von gesun-
den Nieren (jeweils links) und tumorbehandelten Nieren (jeweils
rechts). Die Entnahme aus je drei Miusen erfolgte 24 Tage nach Be-
handlungsbeginn. Gruppe a wurde mit 4x12 mgkg™' Doxorubicin be-
handelt (Kérpergewichtsinderung: —10%), Gruppe b mit

4x12 mgkg™" Doxorubicin-Aquivalenten von DOXO-EMCH (Kérperge-
wichtsinderung: +1%).

in soliden Tumoren und eine gewisse renale Ausscheidung
stattfindet. Einige Konjugate mit Albumin, Polyglutamin-
sdure und PEG haben allerdings Molekulargewichte um 40—
80 kDa. Ob die Unterschiede im pharmakokinetischen Profil
— bedingt durch das unterschiedliche Molekulargewicht — die
Toxizitdt und die antitumorale Wirksamkeit beeinflussen,
muss an einer grof3eren Patientenzahl evaluiert werden.

Ebenfalls Gegenstand weiterer Studien bleibt die im
Wirkstoff-Polymer-Konjugat eingebaute Sollbruchstelle. Die
Mehrheit der HPMA-Wirkstoff-Konjugate verwendet das
Tetrapeptid Gly-Phe-Leu-Gly, das von lysosomalen Enzymen
wie Cathepsin B gespalten wird. Préklinische Daten weisen
darauf hin, dass die antitumorale Wirksamkeit dieser Kon-
jugate mit der Expression von Cathepsin B im Tumor korre-
liert,” ein Befund, der noch nicht ausreichend in klinischen
Priifungen beriicksichtigt wurde. Detaillierte Kenntnisse zur
Expression von tumorassoziierten Proteasen in den einzelnen
Tumorentitdten wéren bei der zukiinftigen Entwicklung von
enzymatisch spaltbaren Wirkstoff-Polymer-Konjugaten hilf-
reich. Ob die Wirkstoff-Polymer-Konjugate, die durch un-
spezifische Hydrolyse oder im sauren Milieu des Tumors ge-
spalten werden, universeller in der Anwendung sind, muss in
klinischen Studien untersucht werden. Erste vorklinische
Studien mit Doxorubicin-HPMA-Konjugaten belegen, dass
ein sdurelabiler Linker wirksamer ist als ein durch Cathep-
sin B spaltbarer Linker.[*?
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3.3. Ein kombinierter Ansatz: das PDEPT-Konzept

Die polymerdirigierte Enzym-Prodrug-Therapie
(PDEPT, polymer-directed enzyme prodrug therapy) ist eine
neue zweistufige Antitumortherapie, die ein makromoleku-
lares Prodrug und ein Polymer-Enzym-Konjugat so kombi-
niert, dass im Tumor ein cytotoxischer Wirkstoff freigesetzt
wird.®™ Im Rahmen der PDEPT wird zunichst das Polymer-
Wirkstoff-Konjugat systemisch verabreicht und nach dessen
Anreicherung im Tumor das Polymer-Enzym-Konjugat ap-
pliziert, das das Wirkstoff-Polymer-Konjugat spaltet (Abbil-
dung 9). Gegeniiber der antikorperdirigierten Enzym-Pro-
drug-Therapie (ADEPT) bietet PDEPT einige Vorteile: Die
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Abbildung 9. Das PDEPT-Konzept: Nach Verabreichung des Polymer-
Wirkstoff-Konjugats und Gewebsaufnahme durch EPR wird das Poly-

mer-Enzym-Konjugat zugesetzt, um den Wirkstoff im Tumorgewebe
freizusetzen und den Zelltod zu induzieren.

relativ kurze Verweildauer des makromolekularen Prodrugs
im Plasma ermoglicht die nachfolgende Applikation des Po-
lymer-Enzym-Konjugats, ohne dass eine mafigebliche Akti-
vierung des Prodrugs im Blutkreislauf zu befiirchten wire.
Des Weiteren ist die Immunogenitdt von Polymer-Enzym-
Konjugaten reduziert.

Zwei PDEPT-Ansdtze mit Doxorubicin wurden unter-
sucht: Im einen Fall wurde das makromolekulare Prodrug
PK1 (FCE28068; siche Schema 7 in Abschnitt 3.6.1), das sich
zurzeit in der klinischen Priifung befindet, als ein Modell-
prodrug in Kombination mit einem (HPMA-Copolymer)-
(Cathepsin-B)-Konjugat verwendet. In der polymergebun-
denen Form behielt das (HPMA-Copolymer)-(Cathepsin-B)-
Konjugat etwa 20 bis 25% der urspriiglichen In-vitro-Akti-
vitdt von Cathepsin B bei. Nach intravenoser Applikation in
tumortragende B16F10-Méuse fiihrte das Konjugat zu einer
4.2fach hoheren Tumoranreicherung als das freie Enzym. Bei
Verabreichung von Doxorubicin, PK1 oder der PDEPT-
Kombination zur Behandlung von B16F10-Melanomen lag
die antitumorale Wirksamkeit (in % 7/C = Uberlebenszeit
der behandelten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe) der
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PDEPT-Kombination bei 168 %, verglichen mit 152% fiir
PK1 allein und 144 % fiir freies Doxorubicin.[*!

Eine weitere PDEPT-Kombination besteht aus (HPMA-
Copolymer)-(Methacryloyl-Gly,Gly-Cephalosporin)-Doxo-
rubicin (HPMA-co-MA-GG-C-Dox) als makromolekulares
Prodrug und einem (HPMA-Copolymer)-Konjugat, das das
bei Sdugetieren nicht vorkommende Enzym f-Lactamase als
aktivierende Komponente enthidlt (HPMA-co-MA-GG-3-
L).® HPMA-co-MA-GG-C-Dox hatte ein Molekularge-
wicht von ca. 31600 Da und einen Doxorubicin-Cephalo-
sporin-Gehalt von 5.85 Gew.-%. Freie -Lactamase hat ein
Molekulargewicht von 45kDa, das Molekulargewicht des
Konjugats HPMA-co-MA-GG-B-L lag im Bereich von 75 bis
150 kDa. Gegeniiber dem Cephalosporin-C- und HPMA-co-
MA-GG-C-Dox-Substrat behielt das HPMA-co-MA-GG-f3-
L-Konjugat 70 % bzw. 80 % seiner Aktivitit bei. Intravenose
Applikation von HPMA-co-MA-GG-C-Dox und, nach 5h
Wartezeit, von HPMA-co-MA-GG-p-L bei Miusen mit sub-
kutan implantierten B16F10-Melanomen fiithrte zur Freiset-
zung von Doxorubicin im Tumor. Die Tumorgro3e nahm sig-
nifikant ab (7/C=132%), und weder freies Doxorubicin
noch HPMA-co-MA-GG-C-Dox allein hatten eine antitu-
morale Wirkung. Weiterhin zeigte die PDEPT-Kombination
in den verabreichten Dosen keine Toxizitit.*!

3.4. Polymerkonjugate mit antiangiogenen Wirkstoffen

FEin therapeutischer Ansatz, der sich vom direkten Angriff
polymergebundener Cytostatika auf den Tumor unterschei-
det, ist die Hemmung der fiir das Tumorwachstum entschei-
denden Angiogenese mit einem HPMA-Polymerkonjugat des
Angiogenese-Inhibitors TNP-470.%%! Der Ansatz erbrachte
vielversprechende Ergebnisse in einem Mausmodell, und es
wurde keine mit dem Wirkstoff verbundene Toxizitit fest-
gestellt.

3.5. Multivalente Therapeutika

Ein grundlegend anderer Zugang zu polymeren Thera-
peutika basiert auf den multiplen Wechselwirkungen von
Liganden, die mit dem Polymer verbunden sind und gleich-
zeitig mit multiplen Rezeptorstellen in Proteinkomplexen
oder multiplen Rezeptoren auf einer Oberflache wechsel-
wirken. Dieses Konzept ahmt biologische Wechselwirkungen
wie zelluldre Erkennung und Signaliibertragung nach, bei
denen multivalente Vorgédnge eine wichtige Rolle spielen.
Trotz vieler interessanter Ansédtze wurden bisher nur wenige
klinische Entwicklungen verfolgt.

3.5.1. Multivalente Wirkstoffe (Toxine und Bakterien)

Eine Reihe multivalenter Inhibitoren wurde entwickelt,
die auf Wirkstoffen mit niedrigem Molekulargewicht basieren
und dimere oder multimere Proteine angreifen, die mehrere
identische Rezeptorstellen enthalten.*! Beispielsweise
wurde iiber einen pentavalenten sternférmigen Kohlenhy-
dratliganden berichtet, der exakt in die Bindungstasche der
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finf Untereinheiten des Shiga-dhnlichen Bakterientoxins
passt, eines engen Verwandten des Choleratoxins (Abbil-
dung 10).* Die Bindungsaffinitit bei dieser pentavalenten
Wechselwirkung ist um den Faktor 107 hoher als beim mo-

Abbildung 10. Pentavalente Bindung eines Polysaccharidinhibitors an
das dimere Shiga-dhnliche Toxin: a) Seitenansicht, b) Ansicht von
oben. (In modifizierter Form aus Lit. [88].)

novalenten Liganden. Das Beispiel zeigt deutlich, dass den-
dritische und sternférmige Molekiile geeignete Geriiste sind,
um Liganden fiir multivalente Wechselwirkungen zu prasen-
tieren.

Ein weiteres Beispiel ist die Bindung von Vancomycin-
derivaten oder -oligomeren an das D-Ala-D-Ala-Motiv der
bakteriellen Zellwand. Whitesides et al. berichteten tiber di-
valente und trivalente Vancomycinderivate mit sehr hohen
Bindungsaffinitdten. Der trivalente Modellkomplex Vanco-
mycin-D-Ala-D-Ala hat mit einer Dissoziationskonstanten
von 4x107""m eine hohere Affinitit als der Avidin-Biotin-
Komplex.[®!
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Das Konzept multivalenter Wechselwirkungen mit Van-
comycin wurde von der pharmazeutischen Industrie fiir In-
vivo- und klinische Studien aufgegriffen. Zum Beispiel be-
richteten Theravance (South San Fransisco) iiber den Wirk-
stoff Telavancin, ein sehr schnell bakterizid wirkendes, inji-
zierbares Antibiotikum, das auf einem Vancomycinderivat
mit mehreren Wirkmechanismen basiert. Diese Entwicklung
ist Teil eines Forschungsprogramms zu multivalenten Wirk-
stoffen, das sich der Erforschung von neuen Antibiotika
gegen schwere Infektionen mit Staphylococcus aureus (ein-
schlieBlich hochresistenter Stimme) und anderen Gram-po-
sitiven Bakterien widmet.”” Telavancin befindet sich zurzeit
in klinischen Phase-III-Studien.

3.5.2. Multivalente Wechselwirkungen an Oberfliichen —
Inhibition der Virusanheftung

Die Inhibition der Virenanheftung an Zelloberfldchen ist
eine wichtige Strategie zur Verhinderung von Virusinfektio-
nen wie Influenza und HIV-Infektion. Wie in Abbildung 11

Rezeptor

Rezeptor

Abbildung 11. Monovalente Bindung eines Wirkstoffs (links) und multi-
valente Bindung eines Viruspartikles an eine Zelloberfliche (rechts).
(Mit freundlicher Genehmigung von Starpharma.)

dargestellt ist, konnen herkommliche monovalente Wirk-
stoffe die multiplen Adhisionen des Virus an die Zellober-
fliche nicht verhindern. Deshalb ist die Entwicklung von
multivalenten Liganden (Abbildung5), die an Membran-
proteine von Viren binden, ein wichtiges Forschungsziel.
Viele Strukturtypen von Polymeren, darunter lineare,
sternférmige und dendritische Strukturen (Abbildung 2),
wurden als Geriiste fiir multivalente Wirkstoffe in Betracht
gezogen.[*3"%%] Neben linearen Glycopolymeren wurden
verschiedene Dendrimere als multivalente Liganden fiir zu-
ckerbindende Proteine (z.B. Lectine) mit multiplen Kohlen-
hydratteilen an der Oberfliche (,,Zuckerhiille*) untersucht.
Zum Beispiel zeigen L-Lysin-Dendrimere mit 2 bis 16 Sialin-
sdureresten verstdarkte Bindungsaffinitdten im Limax-flavus-
Lectinprézipitationstest und Hé&magglutinationstest von
Erythrocyten.” In diesen Systemen scheinen vier bis sechs
Sialinséurereste ideal fiir die antivirale Aktivitidt gegen In-
fluenza-A-Viren zu sein. Dabei wurde eine 200fach hohere
Bindungsaffinitdt zum trivalenten Hdmagglutinin verglichen
mit dem monovalenten Liganden erzielt. Eine Hauptein-
schrinkung dieses Ansatzes besteht darin, dass Dendrimere
(3-5 nm) viel kleiner sind als die Abstinde der Rezeptor-
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stellen auf der Virusoberflache und somit nur an einen oder
zwei trivalente Hémagglutininrezeptoren binden konnen
(Abbildung 12). Ein lineares Acrylamidpolymer mit hohem
Molekulargewicht (10°Da) zeigte in vitro einen bis zu

Abbildung 12. GréRenverhiltnis zwischen einem HIV-Partikel mit
seinen trivalenten Oberflichenrezeptoren und dendritischen Wirkstoff-
konjugaten. (Mit freundlicher Genehmigung von Starpharma.)

10%fachen Anstieg der Bindungsaffinitit und blockierte den
Angriff des Influenzavirus auf die Zelloberfliache sehr viel
effektiver.”*® Allerdings ist dieses Polymer zu groB, um iiber
die Nieren ausgeschieden zu werden, und ein schneller Bio-
abbau ist unwahrscheinlich. Abgesehen von seiner sehr hohen
Bindungskonstanten kann es die Viruspartikel sterisch ab-
schirmen, wenn es in Kombination mit anderen monovalen-
ten Liganden verwendet wird.[”

Starpharma (Melbourne) befasst sich ebenfalls mit der
Entwicklung von multivalenten Wirkstoffen. Ein Beispiel ist
die mikrobiozide Substanz VivaGel, ein topisches Vaginalgel,
das moglicherweise die Ubertragung von HIV verhindern
oder das Infektionsrisiko vermindern kann. VivaGel ist ein
dendritisches Polyanion auf der Basis eines Polylysin-Kerns
und wird gegenwadrtig in klinischen Phase-II-Studien getestet.
Verschiedene therapeutische Ansdtze von Starpharma ba-
sieren auf multivalenten Dendrimeren, die die Bindungsaffi-
nitdt zu multivalenten Rezeptoren oder Rezeptoren auf
Zelloberflichen erhohen konnen.['™

Ein weiterer Ansatz zur HIV-Prédvention basierend auf
multivalenten Wechselwirkungen wurde von Shaunak et al.
beschrieben.""!! Dextrin-2-sulfat blockiert sehr effektiv die
HIV-Infektion, indem es an die Zelloberflichen bindet. Die
Wirksamkeit dieser multivalenten Wechselwirkung wurde in
klinischen Phase-II-Studien nachgewiesen.

3.5.3. Polyanionische Polymere: Heparinanaloga

Heparin, ein Glycosaminoglycan (Schema 5), ist seit fast
siebzig Jahren der Wirkstoff der Wahl zur Vorbeugung und
Behandlung von thromboembolischen Beschwerden. Es be-
steht ein groBes Interesse an Alternativen sowohl fiir un-
fraktioniertes Heparin (UFH) als auch fiir Heparine mit
niedrigem Molekulargewicht (low-molecular weight hepa-
rins; LMWH), da Heparin einige Nachteile aufweist: Erstens
muss es aus Sdugetierorganen isoliert werden, was zu Kon-
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Schema 5. Struktur einer Heparinuntereinheit.

tamination mit Pathogenen wie Viren oder Prionen fiihren
kann, zweitens kommt es durch den steigenden Verbrauch an
Heparin, besonders von LMWH, zu einer zunehmenden
Knappheit des Rohmaterials, und drittens ist Heparin eine
polydisperse Mischung von Molekiilen unterschiedlicher
Kettenlinge und chemischer Struktur.l%”! Etliche Parameter,
wie die verwendete Tierart zur Gewinnung des Heparins, die
Isolationsmethode oder der Reinigungsgrad des Produktes,
beeinflussen die Zusammensetzung, sodass Heparinpriaparate
eine groBe chemische und damit auch pharmakologische
Variationsbreite haben.

Zusétzlich zu ihrer antithrombischen Aktivitédt zeichnen
sich Heparin und andere natiirliche sulfatierte Polysaccharide
durch eine Reihe weiterer Wirkmechanismen aus, darunter
Komplementinhibition,'”® antiinflammatorische,'**!%! anti-
angiogene,'™  antimetastatische,'”  antiarterioskleroti-
sche,'® antiproliferative,'*” antiadhisivel’” und antivirale
Effekte.''"! Diese zusitzlichen Wirkmechanismen kénnen in
manchen Fiéllen zum therapeutischen Nutzen von Heparin
beitragen.['”

Aus den genannten Griinden sind Heparinanaloga mit
gleichem oder sogar verbessertem pharmakologischem Profil,
aber ohne die Nachteile des Tierproduktes von groflem In-
teresse. Neben partialsynthetischen sulfatierten linearen Po-
lysacchariden!"'*1% gelten auch vollsynthetische sulfatierte
lineare Polymere,'' die frei von Kohlenhydraten sind, als
vielversprechende Heparin-Mimetika.'™™! Kiirzlich wurde ein
neuer Typ eines polysulfatierten Heparinanalogons basierend
auf verzweigten Polysacchariden beschrieben, der eine viel
hohere koagulationshemmende Aktivitét als entsprechende
lineare Spezies zeigt.'"®! Angesichts nur weniger natiirlicher
Quellen sind verzweigte Polysaccharide jedoch relativ schwer
zuginglich, weshalb ein einfacher und effizienter Weg zu
hochverzweigten polysulfatierten Heparinanaloga basierend
auf dendritischen Polyglycerinen entwickelt wurde
(Schema 6).'""! Diese Polyglycerinsulfate verldngern die ak-
tivierte partielle Thromboplastinzeit ebenso wie die Throm-
binzeit und inhibieren sowohl die klassische als auch die al-
ternative Komplementaktivierung effektiver als Heparin
selbst. Anders als bei sulfatierten Polysacchariden héngen
ihre Aktivitdten nicht direkt vom Molekulargewicht ab, was
mit der globuldren 3D-Struktur der dendritischen Polygly-
cerinsulfate zusammenhéngen konnte. Da Gerinnung, Kom-
plementaktivierung und Entziindung zur Pathophysiologie
zahlreicher Erkrankungen gehoren, sind Polyglycerinsulfate
mit Antikoagulations- und Antikomplementaktivitdt viel-
versprechende Kandidaten fiir die Wirkstoffentwicklung.

Kiirzlich wurden immunmodulatorische und antiangio-
gene Eigenschaften von Glucosamin-modifizierten Poly-
amidoamin(PAMAM)-Dendrimeren  beschrieben. Wenn
dendrimeres Glucosamin und dendrimeres Glucosamin-6-
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Schema 6. Dendritisches Polyglycerinsulfat als entziindungshemmen-
des Heparinanalogon.

sulfat zusammen in einem validierten und klinisch relevanten
Kaninchenmodell zur Bildung von Narbengewebe nach
Glaukom-Filtrations-Operation angewendet wurden, so ver-
besserte sich der Langzeiterfolg der Operation von 30 % auf
80 %1%

3.5.4. Polykationische Polymere als DNA/RNA-Transfektions-
mittel

Angesichts der Probleme, die mit der viralen Gentrans-
fektion einhergehen (z.B. Immunantwort und begrenzte Se-
lektivitdt), befasst man sich intensiv mit der Suche nach
nichtviralen Alternativen.!"*! Im Laufe der letzten zehn Jahre
wurden viele Methoden untersucht, die auf der Verwendung
von kationischen Amphiphilen, Polymeren und Blockcopo-
lymeren sowie anderen pH-schaltbaren Polymeren beru-
hen.' %] Die kolloidale Oberfliche und die chemischen
Eigenschaften von DNA- und RNA-Komplexen mit Polykat-
ionen steuern das Ausmaf} und die Geschwindigkeit der Gen-
Abgabe an die Zelle. Allerdings miissen zusitzliche Hiirden
auf der zelluliren Ebene iiberwunden werden (Abbil-
dung 13): Die Komplexe miissen durch die Zellmembran in
die Zelle gelangen, dem Abbau in endosomalen oder lyso-
somalen Kompartimenten im Cytoplasma entgehen und in
den Zellkern eindringen. Die physikochemischen Charakte-
ristika der Polyplexe (GroBe, Ladung, Hydrophobie, Puffer-
kapazitit) spielen fiir den effizienten Transport und die bio-
logische Aktivitit von Genwirkstoffen eine wichtige Rolle.['"

Die Protonenschwamm-Hypothese postuliert eine ver-
stiarkte Transfektion durch kationische Polymer-DNA-Kom-
plexe (Polyplexe), die protonenpuffernde Polyamine durch
verstdrkte endosomale Chlorid-Akkumulation enthalten und
zu osmotischer Schwellung und Lyse des Endosoms fiihren
(Abbildung 13)."”"1 Fiir therapeutische Anwendungen ist
aber ein frither endosomaler Freisetzungsmechanismus ge-
geniiber einer lysosomalen Fusion vorzuziehen, um eine
Freisetzung lysosomaler Enzyme in das Cytosol zu verhin-
dern.[1?®!
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Abbildung 13. Intrazellulire Aufnahme von therapeutischer DNA oder
RNA durch polykationische Polymere, insbesondere dendritische Poly-
amine.

Die zum In-vitro-Gentransport meistgenutzten kationi-
schen Polymere sind Polyethylenimin (PEI), Poly(L-lysin) und
Chitosane. Eine weitere Spezies sind Polyamin-Dendrime-
re,?" 1213 die die globulire Form des natiirlichen Protein-
komplexes imitieren. Allerdings erfordern dendritische
Strukturen im GroBenbereich des Histonkomplexes (ca.
8nm)™!! einen sehr hohen Syntheseaufwand (12-18
Stufen).””l Auch die Beobachtung, dass ein teilweise zer-
stortes (hydrolysiertes) dendritisches Riickgrat sogar eine
hohere Transfektionsgeschwindigkeit zeigte,'**'*3) unter-
streicht die Bedeutung leicht verfiigbarer Alternativen.

Ein einfacher Ansatz zur Synthese von dendritischen
Polyaminen mit unterschiedlichem Molekulargewicht und
einstellbarer Flexibilitat (Verzweigungsgrad) wurde kiirzlich
beschrieben.* Beide Parameter beeinflussen die Effektivi-
tit der Transfektion und die Cytotoxizitdt. Durch zweistufige
Funktionalisierung von hyperverzweigtem PEI konnten par-
tiell oder voll verzweigte Pseudodendrimere erzeugt werden
(Analoga von Polypropylenimin(PPI)- und Polyamidoamin-
(PAMAM)-Dendrimeren). Die hochsten DNA-Transfek-
tionseffizienzen wurden bei Molekulargewichten zwischen
M,=5000 und 10000 gmol™ der nicht funktionalisierten
PEI-Kerne beobachtet, was ungefidhr der Grof3e der natiirli-
chen Histone entspricht (8 nm). Maximale Transfektionseffi-
zienz wurde bei einem 58-prozentigen Verzweigungsgrad des
PPI-Analogons und einem Molekulargewicht des PEI-Kerns
von M,=10000 gmol™ im PB-Gal-Assay fiir verschiedene
Zelllinien festgestellt.

PEGylierte Polyethylenimine!*! wurden kiirzlich zum
Transport von siRNA in tumortragenden Méusen verwen-
det."¥! Die Experimente zeigten das Potenzial polykationi-
scher Trager fiir therapeutische Anwendungen in vivo auf.
Jedoch muss die Toxizitit dieser Systeme noch weiter redu-
ziert werden.
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3.6. Supramolekulare Polymer-Wirkstoff-Komplexe

Ein groes Hindernis bei der Entwicklung neuer Wirk-
stoffe ist die geringe Loslichkeit vieler Substanzen im wiss-
rigen Milieu des Korpers. Oftmals wird die therapeutische
Wirkung durch eine zu geringe Dosis am Wirkort beein-
trachtigt, was dazu fiihrt, dass Wirkstoffkandidaten entweder
nicht klinisch einsetzbar sind oder nur in groen Volumina
wissrig-ethanolischer Losungen, in Verbindung mit Tensiden
oder als chemisch modifizierte Wirkstoffvorstufen verab-
reicht werden kénnen. Solche Modifikationen fiithren jedoch
hiufig zu geringeren Wirksamkeiten oder haben sogar ge-
genldufige Effekte.

Viele Ansidtze zum Transport hydrophober Wirkstoffe
beruhen auf der Verwendung von polymeren Tragersystemen
wie Blockcopolymeren und dendritischen Polymeren.™

3.6.1. Blockcopolymermicellen
Im Allgemeinen sind polymere Micellen (Abbildung 14)

stabiler als Micellen aus kleinen Tensidmolekiilen. Dank ihrer
langsameren Dissoziation konnen sie verkapselte Wirkstoffe

(9999-'\/\

spontane

Selbstorganisation

ca. 10-50 nm
[l = aktives Agens (z.B. Farb- oder Wirkstoff)
p =dirigierende Gruppe (z.B. Oligosaccharid)

Abbildung 14. Aufbau von Blockcopolymermicellen durch spontane
Selbstorganisation in Wasser. Charakteristisch ist eine ausgepragte
Kern-Schale-Architektur, die iiber die einzelnen Polymerblécke gesteu-
ert werden kann. Beispiele fiir solche Micellen sind PEO-b-PPO, PEO-
b-PCl und PEO-b-PAsp.

iiber einen ldngeren Zeitraum stabilisieren und transportie-
ren.l'”7'*¥ Die Blockcopolymermicellen bilden sich in Wasser
spontan durch Selbstorganisation, sobald die Konzentration
der amphiphilen Blockcopolymere die kritische micellare
Konzentration (CMC) iibersteigt."* Die treibende Kraft
kann zum einen eine hydrophobe Wechselwirkung des inne-
ren Blocks sein, z. B. bei einem unpolaren Poly(caprolacton)-
Block (PLC), zum anderen eine ionische Wechselwirkung,
z.B. bei einem Poly(aspartat)-Block (PAsp) im Komplex mit
einem negativ geladenen Polymer wie DNA (Bildung einer
polyionischen Micelle).'*”! Der duBere Block ist in vielen
Fillen ein polarer Poly(ethylenoxid)-Block (PEO), der die
Schale des Nanotransporters bildet und damit den Kern durch
sterische Stabilisierung schiitzt. Es konnte gezeigt werden,
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dass PEO die Adsorption von Proteinen verhindert!*?! und
somit eine biokompatible polymere Nanotransporterschale
bildet.

Die GroBe der Blockcopolymermicellen wird durch
thermodynamische Parameter bestimmt, eine gewisse
Steuerung ist auch durch Variation der Blocklinge mog-
lich.¥1 Ubliche Durchmesser liegen bei 20-50 nm bei einer
relativ engen GrofBenverteilung. In ihrer Grofe dhneln sie
damit Viren, Lipoproteinen und anderen natiirlichen Trans-
portsystemen.!"””! Ein grofes Hindernis fiir derartige Nano-
transporter ist die unspezifische Aufnahme durch das reti-
culoendotheliale System (RES). GroBe und Oberflichenei-
genschaften von Blockcopolymer-Nanotransportern miissen
daher sorgfiltig eingestellt werden, damit lange Zirkulati-
onszeiten im Blut gewihrleistet sind und die verkapselten
Wirkstoffe ihren Wirkungsort erreichen konnen.['*/

Uber die Polaritit und Funktionalitit jedes Blocks kann
die Bildung von Kern-Schale-Architekturen gesteuert
werden. Endstdndige Funktionalititen am &dufleren Block
(Schale) beeinflussen die Biokompatibilitit, und gegebenen-
falls konnen dirigierende Gruppen angebracht werden. Der
innere Block dient zur Komplexierung oder kovalenten Bin-
dung an aktive Wirkstoffmolekiile (siche Abbildung 14). Das
Konzept der Kern-Schale-Architektur wird haufig zur Solu-
bilisierung unpolarer Wirkstoffe mit geringer Loslichkeit in
Wasser verwendet; Beispiele fiir Blockcopolymere sind die
Pluronics: PEO-5-PPO und PEO-6-PPO-b-PEO.!

Durch Anbringen einer Blockcopolymerschale um ein
dendritisches Porphyrin wurden ebenfalls supramolekulare
Aggregate hergestellt."*! Diese ,,aufgepumpten” Micellen
(ca. 100 nm) sind durch den verstirkten EPR-Effekt mogli-
cherweise deutlich spezifischer fiir Tumorgewebe als bishe-
rige Kern-Schale-Micellen.

Kataoka et al. beschrieben kiirzlich einen pH-sensitiven
supramolekularen Nanotransporter fiir Doxorubicin, der auf
biokompatiblen Blockcopolymermicellen basiert.'*! Das
System unterscheidet sich grundlegend von den bisherigen
Polymer-Wirkstoff-Konjugaten, bei denen die Cytostatika
kovalent an einzelne Makromolekiilketten gebunden sind.
Das Doxorubicin wurde iiber einen sdurelabilen Hydrazon-
linker an ein PEO-b-PAsp-Copolymer gekuppelt (Schema 7).

PEG PAsp

H,CO i H H
3 f/\O)V\N )’
n H m

QO

HCO O OH o
H3CF07|
on NH2

Schema 7. Doxorubicin-Blockcopolymer-Konjugat, das durch spontane
Selbstorganisation in Wasser eine Micelle bildet. Die siurelabile Hyd-
razonbindung wird bei pH < 6 gespalten, und Doxorubicin wird freige-
setzt.
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Nach der spontanen Selbstorganisation der wirkstoffbelade-
nen supramolekularen Nanotransporter (siche Abbildung 14)
kommt es laut kinetischer Analysen zur effektiven Spaltung
der Hydrazonbindungen bei pH <5 unter Freisetzung von
Doxorubicin. Unter den physiologischen Bedingungen im
Zellkulturmedium (pH ~7) war die Freisetzung vernachlis-
sigbar gering.

Die mit Doxorubicin beladenen Nanotransporter waren
in vitro cytotoxisch gegen eine kleinzellige humane Lungen-
krebszelllinie (SBC-3) und wurden zeitabhéngig durch En-
docytose in die Zellen aufgenommen. Erste Kandidaten von
Antitumorwirkstoffen auf der Basis von Polymermicellen
sind in Japan fiir klinische Priifungen in Vorbereitung.!*

3.6.2. Nanotransporter auf Basis von dendritischen Polymeren

Physikalische Aggregate aus amphiphilen micellaren
Strukturen werden héufig als Wirkstofftransportsysteme ge-
nutzt,”! konnen aber wegen ihres nichtkovalenten Aufbaus
instabil sein, vor allem unter dem Einfluss von Scherkriften
und anderen #uBeren Einfliissen wie hoher Verdiinnung,['*!
hoher Temperatur und hohem Druck, z. B. wihrend der Ste-
rilisation. Ein alternativer Ansatz ist die kovalente Ver-
kniipfung dendritischer Makromolekiile mit einer entspre-
chenden Schale. Dabei entstehen stabile micellenartige
Strukturen, die sich zur nichtkovalenten Verkapselung von
Gastmolekiilen verwenden lassen (Abbildung 15).11414.162]

selektive *
Wirkstoff- pH-Spaltung
verkapselung und
—_—
% Transport kantrolllene
: Frasetzung
dendritischer ! _5=20nm !
Nanotransporter

Abbildung 15. Unimolekularer dendritischer Nanotransporter fiir die
Verkapselung und den Transport von biologisch aktiven Verbindungen
(z.B. DNA, RNA, Farb- und Wirkstoffen). Die verkapselten Molekiile
werden gezielt in saurem Milieu z. B. des Tumorgewebes freigesetzt,
wobei die saurelabilen Linker der Kern-Schale-Struktur kontrolliert ge-
spalten werden.

Die GrofBe dieser dendritischen Nanotransporter kann zwi-
schen 5 und 20 nm exakt festgelegt werden. Die Verkapselung
von Gastmolekiilen beruht auf nichtkovalenten Wechselwir-
kungen (z.B. ionischen Wechselwirkungen, Wasserstoffbrii-
cken und Van-der-Waals-Wechselwirkungen). Sie kann so
konzipiert werden, dass sich unterschiedliche Wirkstoffe
transportieren lassen, wihrend Wirkstoff-Polymer-Konjugate
individuell und in aufwéndigen mehrstufigen Synthesen her-
gestellt werden miissen.

Dendritische Polymere mit ihrem genau definierten uni-
molekularen Aufbau koénnen im Kern (zur Erhohung der
Hydrophobie) oder in der Schale (zur Erhohung der Hydro-
philie) weiter chemisch modifiziert werden. Diese dendriti-
schen Nanotransporter werden derzeit intensiv fiir die Sol-
ubilisierung und den Transport von Wirkstoffen untersucht.!"”
Beispielsweise wurde in ersten Arbeiten gezeigt, dass der
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schwer wasserlosliche Antitumorwirkstoff Taxol durch
Komplexierung in Glycerindendrimeren™" der 3. bis 5. Ge-
neration in Wasser gelost werden kann.'*!! PEGylierung von
dendritischen PEI-, PPI- und PAMAM-Architekturen fiihrte
ebenfalls zu wasserloslichen Nanotransportern, die kleine
organische Molekiile einschlieSlich Cytostatika solubilisie-
I.en.[152—156]

Die Verkapselung und der Transport von Gastmolekiilen
in dendritischen Architekturen wurde von mehreren Ar-
beitsgruppen untersucht,!>'* dennoch ist bis heute sehr
wenig iiber die aktive Abgabe der verkapselten Gastmolekiile
durch pH-induzierte Spaltung der Schale im physiologischen
pH-Bereich bekannt (Abbildung 15). In vielen Fillen wurde
die pH-abhingige Freisetzung aus dendritischen Kern-
Schale-Architekturen nur unter drastischen Bedingungen!'”
oder durch Protonierung von Poly(propylenamin)-Dendri-
meren und deren Derivaten erreicht.[*”

Kiirzlich haben wir iiber ein einfaches und allgemeines
Konzept zur Herstellung von Kern-Schale-Architekturen aus
einfach zuginglichen hyperverzweigten Polymeren berich-
tet.') Mehrere pH-sensitive Nanotransporter wurden auf
der Basis von kommerziellen dendritischen Kernstrukturen
hergestellt (Polyglycerin und Polyethylenimin), indem eine
pH-sensitive Schale beispielsweise iiber Iminbindungen an-
gebracht wurde (Abbildung 16). In einigen Fillen wiesen die
Nanotransporter sehr hohe Transportkapazititen auf, was ein
weiteres wichtiges Kriterium fiir einen effizienten Wirkstoff-
transport ist. Unterschiedliche Gastmolekiile wie polare

Abbildung 16. Dendritische Kern-Schale-Architektur auf der Basis von
kommerziell erhiltlichem hyperverzweigtem PEI mit sidurelabilem
Linker (orange) und biokompatibler PEG-Schale (blau). Die dendriti-
sche Architektur bildet stabile supramolekulare Komplexe mit Gast-
molekiilen wie Farb- und Wirkstoffen oder Oligonucleotiden. Die Imin-
bindung wird bei pH 6 rasch unter Freisetzung der verkapselten Gast-
molekiile gespalten. Die abgebildete Stuktur zeigt ein idealisiertes
Fragment des wesentlich gréfleren dendritischen Polyaminkerns.
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Farbstoffe, Oligonucleotide und Cytostatika wurden in den
dendritischen Kern-Schale-Architekturen verkapselt.

Die dendritischen Polyamin-Kernstrukturen mit Imin-
verkniipfter Schale (Abbildung 16) zeigten das erforderliche
Freisetzungsprofil im Tumorgewebe: schnelle Freisetzung bei
pH 5-6 und nur langsame Freisetzung bei pH 7.4.°° Diese
supramolekularen Systeme werden derzeit von uns auf ihre
Eigenschaften beim Transport von Cytostatika untersucht.

4. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die Entwicklung polymerer Therapeutika ist ein span-
nendes Forschungsgebiet, das vielversprechende Moglich-
keiten bietet, die Toxizitdt und Wirksamkeit von Wirkstoffen
zu verbessern. Die PEGylierung therapeutisch relevanter
Proteine ist mittlerweile eine etablierte Methode, und wenn
man bedenkt, dass sich einige Hundert proteinbasierte The-
rapeutika in der klinischen oder praklinischen Entwicklung
befinden, ist davon auszugehen, dass neue PEGylierte Pro-
teine in den nichsten Jahren die Marktzulassung erhalten
werden.

Ausgangspunkt der Entwicklung von tumorhemmenden
Polymer-Wirkstoff-Konjugaten ist der EPR-Effekt, der zu
einer passiven Anreicherung von Makromolekiilen in soliden
Tumoren fiihrt; zahlreiche makromolekulare Prodrugs hatten
in préklinischen Modellen eine stirkere antitumorale Wir-
kung als ihre Stammsubstanzen. Mehrere Kandidaten befin-
den sich in der klinischen Priifung, und in den meisten Féllen
wurde ein gutes Toxizitdtsprofil nachgewiesen. Um das
Konzept der Wirkstoff-Polymer-Konjugate zu validieren,
werden vergleichende Studien zu den etablierten klinischen
Protokollen sowie Forschungen zum EPR-Effekt beim
Menschen und zur klinischen Bedeutung von tumorassozi-
ierten Proteasen notwendig sein.

Weitere Konzepte, wie multivalente Wechselwirkungen
sowie die Mimikry von funktionalen Biomolekiilen durch
synthetische Analoga, sind vielversprechend, iiber Effekte in
vivo ist bislang aber nur wenig bekannt.

Insgesamt bieten sich mit der Bionanotechnologie vollig
neue Perspektiven bei der Entwicklung polymerer Thera-
peutika. Mit Nanotransportern, die in der Lage wéren, auf
physiologische oder biochemische Eigenschaften von infek-
tiosen oder bosartigen Erkrankungen anzusprechen, sollte es
moglich sein, grofe Mengen eines Wirkstoffs direkt an den
Krankheitsort zu transportieren und dort gezielt freizusetzen.

Fir die Zukunft werden weitere biologisch abbaubare
Polymere mit hohem Molekulargewicht und hoher Prézision
(M, > 30000 gmol !, Polydispersitit < 1.5) sowie neue mo-
dulare Zuginge zu ,intelligenten“ polymeren Nanotrans-
portern bendtigt. Bei der Auswahl der polymeren Thera-
peutika sollten Wirksamkeit, Toxizitdt und Pharmakokinetik
eines Kandidaten mdoglichst in einer frithen Phase gepriift
werden, letztendlich werden aber nur In-vivo-Studien iiber
das Schicksal eines potenziellen Wirkstoffs entscheiden.

Als Ansporn fiir aktive Forscher und diejenigen, die es
werden wollen, sei in diesem Sinne Helmut Ringsdorf zur
Zukunft der makromolekularen Chemie zitiert:!"*"
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»Die Zeit ist sicherlich nicht mehr fern, dass Pharmaka
nicht nur zell- und gewebespezifisch angreifen miissen, son-
dern dariiber hinaus ein spezifisches Verhalten im Cytoplasma
der Zelle zeigen miissen.*
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