Polymere Antitumormittel auf molekularer und zelluliirer Basis?
Von Leo Gros, Helmut Ringsdorf und Hans Schupp!”

,,Die Chemie ist eine reife Wissenschaft geworden, mit allen Vorteilen und Nachteilen der Rei-
fe: es wird reichlich geerntet, aber die Zukunft, das Abenteuer, scheint vielen anderswo zu lie-
gen“'?]. Das gilt — im Jahre des 100. Geburtstags von Hermann Staudinger — auch fir die ma-
kromolekulare Chemie. Wo liegen ihre ,,Abenteuer“? In Grenz- und Nachbargebieten wie
Biomedizin und Molekularbiologie locken ungeldste Probleme, z. B. im Bereich der Krebs-
Chemotherapie. Kann der Polymerchemiker einen Beitrag zur Losung solcher Probleme lei-
sten?

Polymere konnen fiir sich pharmakologisch aktiv sein oder als Triger fiir Pharmaka aufgrund
ihrer speziellen Eigenschaften die Korperverteilung, Ausscheidung und Zellaufnahme der
Pharmaka beeinflussen. Sie er6ffnen somit eventuell neue Moglichkeiten der Therapie mali-
gner Tumoren bis hin zur Affinitidtschemotherapie mit synthetischen Makromolekiilen.

Mit der Fahigkeit zum gezielten Ansteuern korperfremder Zellen als Grundlage fiir die immu-
nologische Abwehr von Infektionen verfiigt unser Korper iiber ein perfektes biologisches Sy-
stem zur ,, Affinitédtstherapie*: Es ist faszinierend zu sehen, was das Immunsystem mit einer Tu-
morzelle macht, wenn es dieser nicht gelingt, die Abwehrmechanismen zu unterlaufen (vgl.
Abb. 14). Kann man solche spezifischen Zell-Zell-Wechselwirkungen simulieren? Was miifite
man konnen, um sich diesem Abenteuer experimentell zu nihern? Der Aufbau stabiler Mem-
bran- und Zellmodelle ist bereits moglich. Dies konnte ein erster Schritt in diese Richtung
sein.

Weit davon entfernt, praktisch verwendbare Losungen fiir eine spezifische Tumortherapie an-
bieten zu konnen, kann die makromolekulare Chemie auf dem Weg zum angestrebten Ziel viel
lernen. Die Kooperation mit Nachbardisziplinen, denen sie bisher oft fremd gegeniiberstand,

ist dafur — Staudingers Ideen entsprechend ~ eine der Voraussetzungen.

Irrtiimer haben ihren Wert;
Jedoch nur hie und da.
Nicht jeder, der nach Indien fihrt,

Entdeckt Amerika. (Erich Kdstner)

1. Einleitung

Was vielleicht einmal als Wildern in fremden Revieren
galt, ist heutzutage notwendiger Teil wissenschaftlichen Ar-
beitens: das Eindringen in Nachbargebiete, das ,,interdiszi-
plindre Denken“. Dabei konnen gelegentlich Denkmodelle
hilfreich sein, die nicht den strengen Anforderungen an lu-
penreine Definitionen geniigen, wohl aber als Wegweiser im
Dickicht der Fakten brauchbar sind. In diesem Sinn ist es zu
verstehen, wenn wir, nach einer Unterscheidungsmoglichkeit
fiir verschiedene Wirkungen von Antitumormitteln suchend,
von solchen auf molekularer und zellulidrer Basis sprechen.

Die meisten zur Zeit gebriuchlichen Antitumormittel sind
als Pharmaka auf molekularer Basis zu betrachten. Stellen
wir uns ein Zellgift vor, das in eine Zelle eindringt und eine
chemische Reaktion (z. B. eine DNA-Vernetzung) auslost
oder ein wichtiges Enzym hemmt. Der ,,Tod*, d. h. die Zer-
storung der so angegriffenen Zelle, ist auf eine chemische
Reaktion zuriickzufithren. Der Stoffwechsel wird gestort, das
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innere Milieu der Zelle wird geschidigt, und zwar auf der
Ebene molekularer Vorginge. Solche Stoffe sollen deshalb
als Antitumormittel auf molekularer Basis bezeichnet wer-
den.

Die Natur benutzt dagegen hiufig einen anderen Weg, um
Tumorzellen zu bekdmpfen: das Immunsystem erkennt ent-
artete Zellen; Antikdrper zusammen mit einem Proteinkom-
plex (Complementsystem) oder ,,Killerzellen* treten mit der
Tumorzellmembran in Wechselwirkung und zerstoren sie.
Auch wenn dieser Vorgang chemisch induziert sein kann,
z. B. durch Stoffe, die Membranen destabilisieren, so ist doch
der Zelltod letztlich physikalisch bedingt; das innere Milieu
der Zellen kann nicht aufrechterhalten werden, weil die ent-
scheidende kompartimentierende Struktur, die das (Eigen-)
Leben der Zelle ermoglicht hat, zerstort wird (vgl. Abb. 14).
Systeme, die auf diese Art die Zelle als Ganzes zerstoren, be-
zeichnen wir als Antitumormittel auf zellulirer Basis.

In den letzten Jahren ist versucht worden, neben nieder-
molekularen auch polymere Antitumormittel zu entwickeln.
Im vorliegenden Beitrag wird versucht, aus der Sicht des Po-
lymerchemikers iiber den Stand der Forschung zu berichten
und die Moglichkeiten polymerer Antitumormittel auf mole-
kularer und zellularer Basis zu diskutieren. Nach einer kur-
zen Darstellung von Uberlegungen, die bei der Entwicklung
von Antitumormitteln Pate gestanden haben, und von Chan-
cen, derartige Pharmaka ,,maBzuschneidern” (Abschnitt 2),
soll im Abschnitt 3 erdrtert werden, warum und wie man
versucht hat, polymere Antitumormittel auf molekularer Ba-
sis aufzubauen. In Abschnitt 4 wird es dann darum gehen,
welche Ansatzpunkte es gibt, um sich dem Problem der Che-
motherapie von Tumoren von einer anderen Seite zu ndhern:
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ob man, die natiirliche Immunabwehr imitierend, polymere
Antitumormittel auf zelluldrer Basis aufbauen kann.

2. Kann man Antitumormittel maBschneidern?

Die beiden gebrauchlichsten Therapien gegen Krebs, die
Chirurgie und die Bestrahlung, sind nur dann mit optimalem
Effekt anwendbar, wenn ein solider Tumor lokalisierbar ist.
Sind die malignen Zellen iiber den Korper verteilt, dann be-
darf es einer Therapie, die die Tumorzellen erreicht, wo im-
mer sie sind. Das ist — zumindest theoretisch — die Doméne
der Chemotherapie von Tumoren!'"®. Obwohl in den letzten
Jahren auf diesem Gebiet beachtliche Fortschritte erzielt
wurden, existiert das Hauptproblem einer chemischen Be-
kdampfung von Tumoren nach wie vor, nidmlich die nicht
vorhandene Selektivitit von Antitumormitteln: sie sind
hochtoxisch, nicht nur fiir maligne, sondern auch fiir norma-
le, d. h. gesunde Zellen.

Der Chemiker, der sich anschickt, Substanzen zur Krebs-
therapie rein empirisch zu entwickeln, kann entweder Natur-
stoffe isolieren oder neue Verbindungen synthetisieren und
ihre Wirkung an Krebszellkulturen (in vitro) oder Tiermo-
dellen (in vivo) priifen. Abgesehen davon, da3 dieses Vorge-
hen den nach Zusammenhingen zwischen Ursache und Wir-
kung suchenden Naturwissenschaftler nicht befriedigt, ist es
sehr aufwendig. Ein solches ,,screening® wird trotzdem in
groBem Mafstab durchgefiihrt; allein am National Cancer
Institute der USA wurden bereits 1972 30800 neue Verbin-
dungen getestet?.

Schon Anfang dieses Jahrhunderts hatte Paul Ehrlich das
gezielte Ansteuern eines Krankheitsherdes!" iiber geeignete
Rezeptoren zur Diskussion gestellt”®!. Das Interesse, auch das
Tumorproblem iiber diesen Weg, d. h. iiber die Immunologie
anzugehen, hat stindig zugenommen und beruht auf dem
Wissen um die hohe Spezifitat der Erkennungs- und Ab-
wehrmechanismen des Organismus gegeniiber Fremdkor-
pern. In einer Flut von Arbeiten wurde daher in den letzten
Jahren immer wieder versucht, die unspezifischen, fur alle
Zellen toxischen Antitumormittel durch maBgeschneiderte,
die Tumorzellen selektiv angreifende Chemotherapeutika zu
ersetzen.

,,Drug Design d. h. das MaBschneidern von Pharma-
ka - setzt ,,MaBBnehmen* voraus. Es erfordert einerseits ge-
naue Kenntnisse iiber die Beziehung zwischen der chemi-
schen Struktur und der pharmakologischen Wirkung des
Arzneistoffes, andererseits aber auch detailliertes Wissen
iber biochemische und morphologische Charakteristika der
zu bekampfenden Zelle. Hier liegt insbesondere bei der
Krebserkrankung ein entscheidendes Problem. Trotz zahllo-
ser Arbeiten auf diesem Gebiet ist das wirkliche Verstandnis
der Entstehung und Ausbreitung von Tumoren noch duferst
liickenhaft. Vor einer Uberbewertung des ,,rational drug de-

“fdl _

{*] Lange vor Ehrlich, bereits im 4. Jahrhundert, war der Gedanke des ..drug
targeting* geldufig. Im Vorwort zu seiner Sammiung von Lebensweisheiten
begriindet Don Juan Manuel (,,El conde de Lucanor”, Editorial Castalia,
Madrid 1976), warum er sie in ansprechenden Geschichten verpackt:
..Dies tat ich, dem Beispiele der Arzte folgend, die, wenn sie eine Medizin
zum Nutzen der Leber bereiten wollen, Zucker, Honig oder eine andere siiBe
Sache hinzutun, weil die Leber das Siie liebt. Und wegen der Neigung der
Leber zum Siiflen zieht sie es an sich, und mit ihm die Medizin, die ihr guttut.
Das Gleiche macht man mit jedem beliebigen Organ, das einer Medizin be-
darf, indem man sie jeweils mit demjenigen mischt, welchem das Organ von
Natur aus zuneigt.*
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sign und seiner Moglichkeiten kann man daher nur war-
nen®). Trotzdem ist und bleibt die Vorstellung, Unterschiede
zwischen Tumorzellen und Normalzellen zu erforschen und
therapeutisch zu nutzen, eine brauchbare Leitlinie!'-®l,
Dabei ist zuniichst zu bedenken, daB es ,,die* Tumorzelle
nicht gibt. Die etwa 100 bekannten menschlichen Tumorar-
ten unterscheiden sich betrachtlich, und sogar innerhalb ei-
nes Tumors gibt es verschiedene Zellsubpopulationen (Phi-
notypen), die sich ihrerseits im Verlauf der Entwicklung des
Tumors verindern konnen!”). Tabelle 1 gibt einen Uberblick
iiber einige bisher bekannte Unterschiede zwischen norma-
len und entarteten Zellen eines Gewebetyps. Allerdings trifft
nicht jedes dieser Charakteristika fiir alle Tumorarten zuf®l,

Tabelle t. Charakteristische Eigenschaften von Tumorzellen im Vergleich zu
Normalzellen.

Eigenschaften Lit.

Zellstoffwechsel und intrazellulires Milieu

1. erhohter Anteil methylierter Nucleoside 9]
2. unterschiedliche Enzymmuster {10]
- erhohte Aktivitit DNA-aufbauender und verminderte Aktivi-
tat DNA-abbauender Enzyme [10]
- Fehlen der Asparagin-Synthetase (einige Leukidmie-Arten) [11}
- erhohte Aktivitat proteolytischer Enzyme in den Lysosomen [12]
- stark verringerte Mn?*-Superoxid-Dismutase-Aktivitat [13}
3. hoherer Bedarf an exogenem Zn** [14]
4. geringere Ca2*-, hohere K *-Konzentration = [15]
5. niedrigerer pH-Wert des Cytoplasmas (nach Glucose-Gabe) [16]
Membranstruktur und -eigenschafien 7
6. hohere Endocytoserate [18]
7. geanderte Phospholipid-Zusammensetzung {174d]
8. andere Membran-Glycoproteine (Lectin-Rezeptoren) 7, 19]
9, tumorassoziierte Oberflichen-Antigene 201

Zellwachstum und Verhalten im Zellverband

10. gestorte Zellproliferation [21]
11. verringerte Kohision im Gewebeverband [22]
12. verringerte Kontaktinhibierung [22]
13. Metastasenbildung [23]
14. Aktives Eindringen in fremdes Gewebe (invasiveness) [22)

So beeindruckend diese Zusammenstellung charakteristi-
scher Eigenschaften von Tumorzellen in Tabelle 1 auch sein
mag, so muf} doch festgehalten werden, daf sie zwar fur dia-
gnostische Zwecke brauchbar sind, jedoch bisher nur eine
schmale Basis fur die Entwicklung einer gezielten Tumor-
Chemotherapie bilden.

Hervorzuheben ist die hohe Mitoserate vieler Tumorzel-
len. Nahezu alle bisher klinisch verwendeten Antitumormit-
tel greifen in die Stoffwechselvorginge ein, die fiir die Zell-
teilung wichtig sind. Tumoren, deren Zellen sich hiufig tei-
len, werden deshalb besonders stark durch Cytostatica wie
auch durch Bestrahlung getroffen. Hierbei wird natiirlich
auch gesundes, aber sich ebenfalls rasch teilendes Gewebe —
z. B. Leber und Lymphsystem - stark geschidigt.

Auch wenn von einer tumorzellspezifischen Chemothera-
pie noch nicht gesprochen werden kann, so haben sich iiber
die hohen Mitoseraten hinaus doch noch einige der in Tabel-
le 1 angefiihrten Unterschiede zwischen Normal- und Tu-
morzelle als brauchbar fiir ein ,,rational drug design* erwie-
sen. Wihrend auf hohere Endocytoseraten (Punkt 6 in Ta-
belle 1) und tumorassoziierte Oberflichen-Antigene (Punkt 9
in Tabelle 1) in den Abschnitten 3.2 bzw. 3.3.5 noch einge-
gangen wird, soll hier als Beispiel nur die Ausnutzung der
unterschiedlichen Enzymmuster (Punkt 2 in Tabelle 1) er-
wihnt werden. Eine Enzymtherapie — die Zufiihrung von
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Asparaginase — wurde bei einigen Leukdmie-Arten angewen-

det!'"24, Diese Leukdmie-Zellen kénnen kein Asparagin

synthetisieren und decken ihren Bedarf aus exogenen Quel-

len. Asparaginase baut Asparagin ab und entzieht den Zellen

diesen fur die Protein-Biosynthese essentiellen Baustein.
Dieser relativ hohe Grad von Spezifitit ist allerdings eine

Ausnahme. Es hat nicht an Versuchen gefehlt> %25 Antitu-

mormittel hoherer Selektivitit zu finden. Hierzu wurden

mehrere Wege beschritten:

1) Isolierung oder Synthese neuer Wirkstoffe, z. B. Hormo-
ne, Pflanzenwirkstoffe, Interferone, Antimetabolite.

2) Weiterentwicklung bekannter Antitumormittel zur Selek-
tivitdtserh6hung, z. B. durch Fixierung an gewebsspezifi-
sche Substanzen wie Hormone!?! oder anhand des Trans-
portform-Wirkform-Prinzips7.,

3) Verwendung von Trigersystemen (Carriern), die das An-
titumormittel zum Wirkort (Tumor) befordern sollen®?!.
Dabei wurden insbesondere diskutiert:

- Polymere (vgl. Abschnitt 3)
- Liposomen”
— ZellenP”

Auf die Tragersysteme wurden in den letzten zehn Jahren
groBe Hoffnungen gesetzt'*%; iiber die Verwendung eines
dieser moglichen Trigersysteme fiir Antitumormittel, nim-
lich iiber Polymere, soll im folgenden berichtet werden.

3. Polymere Antitumormittel auf molekularer Basis
3.1. Warum polymere Antitumormittel?

Die Untersuchung von Polymeren in der Medizin" (bio-
materials), einem der neuesten und interessantesten Gebiete
der Polymerwissenschaft (Polymer Science), konzentriert
sich insbesondere auf pharmakologisch aktive Polymere,
d.h. auf Makromolekiile, die entweder als solche pharmako-
logische Wirkung zeigen oder als Triger fiir niedermolekula-
re Pharmaka dienen.

Obwohl Polymere in der Medizin bereits breite Anwen-
dung gefunden haben, z. B. zur Herstellung kiinstlicher Or-
gane und Ersatzteile®, werden polymere Pharmaka trotz
der Fortschritte in diesem Bereich®*~**] nach wie vor mit gro-
fer Skepsis betrachtet. Zahlreiche Arbeiten befassen sich mit
der Entwicklung polymerer Antitumormittel?84+53 War-
um? Harris Busch gibt eine verbliiffend einfache Antwort:
“Everybody wants to contribute to the cancer problem...”#!
- also auch die Polymerchemiker?

Urspriinglich hoffte man, durch Verwendung pharmako-
logisch aktiver Polymere mit hohen Molekulargewichten De-
poteffekte zu erreichen), dies nicht zuletzt aufgrund der Er-
fahrungen mit synthetischen, polymeren Plasmaexpan-
dern™”l. Bedenkt man jedoch die Vielfalt der Wechselwir-
kungen von Polymeren mit biologischen Systemen, so ist der
Depoteffekt nur eine der Moglichkeiten, die die Anwendung
pharmakologisch aktiver Polymere eréffnen kann.

Entscheidend bei der Tumortherapie ist die Spezifitit ei-
nes Antitumormittels*®. Ein Beispiel einer gezielten Synthe-
se niedermolekularer Antitumormittel mit einer tumorzell-
spezifischen Transportgruppe soll zeigen, welche Schwierig-
keiten hierbei auftreten kénnen, und warum eventuell die
makromolekulare Chemie einen Beitrag zur Lésung der Pro-
bleme leisten kann.
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Connors et al."**! untersuchten den Einflu von Substitu-
enten auf die zellspezifische Aufnahme von Sulfadiazinen
durch Tumorgewebe in Ratten.
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Abb. t. Unterschiedliche Aufnahme der Sulfadiazine (1) und (2) durch Leber-
und Tumorzellen (Walker-Tumor bei Ratten) [49]. c: ng Substanz pro mg Gewe-
be, t: Zeit nach intraperitonealer (i.p.) Injektion, A: Tumorzellen, B: Leberzel-
len.

Abbildung 1 zeigt (links), da das Sulfadiazin-Derivat (1)
starker ins Gewebe eines Walker-Tumors aufgenommen
wird als in die Leber. Connors et al. nahmen an, daB die
Kombination dieser gewebsspezifischen Verbindung mit ei-
nem cytotoxischen Wirkprinzip, dem Lost-System, zu einer
tumorspezifischen, cytotoxischen Wirkung fithren konne
und synthetisierten das Sulfadiazin-Lost (2). Dieses Molekiil
war in der Tat antitumoral wirksam, wurde aber nicht mehr
bevorzugt im Tumorgewebe angereichert, sondern in der Le-
ber (Abb. 1, rechts).

Anders gesagt: die chemische Verkniipfung von Struktur-
einheiten am kleinen und damit in seinen Eigenschaften
stark strukturabhingigen Molekiil fiihrte in diesem Fall
nicht zu einer Kombination der gewiinschten Eigenschaf-
ten®®). Das muB nicht immer so sein'>"}, ist aber sehr hiufig
der Falll®2,

Die Natur erreicht ihre hohen Spezifititen unter anderem
dadurch, daf8 sie hochmolekulare Stoffe mit verschiedenen,
héufig rdumlich getrennten Wirkzentren aufbaut. Der Wir-
kungs-Spezifitit und Kombination von Eigenschaften ent-
spricht eine strukturelle Komplexitit. Es liegt deshalb nahe,
die Kombination erwiinschter Eigenschaften (z. B. Zelltoxi-
zitat, Loslichkeit, Tumorzellspezifitit) durch Bindung ent-
sprechender Struktureinheiten an verschiedene Bereiche ent-
lang einer Polymerkette zu verwirklichen. Abbildung 2 zeigt
ein entsprechendes Modell1®6-53,

Polymerkette

© /@ ©)

X Spacergruppe

Loslichkeits - Pharmakon
vermittler

Abb. 2. Modell eines pharmakologisch aktiven Polymers [36, 53].

Transportgruppe
{homing device)

Der Bereich (1) des Modell-Makromolekiils enthélt Bau-
steine, die zum einen das Léslichkeitsverhalten (Lipophilie,
Hydrophilie) des Gesamtmolekiils und damit die Verteilung
im Korper und zum anderen seine akute Toxizitit beeinflus-
sen kénnen. Im Bereich (@) ist das Pharmakon iber eine (un-
ter physiologischen Bedingungen spaltbare oder nicht spalt-
bare) Bindung und einen ,,Spacer” (Abstandshalter) an das
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Polymer gebunden. SchlieBlich kann man sich eine Struktur-
einheit @) vorstellen, die eine spezifische Aufnahme in ein
Zielgewebe ermoglicht, eine Transportgruppe (,.homing devi-
ce®).

Die Wirkungsweise und biologische Aktivitidt polymerer
Pharmaka hingt insbesondere von polymerspezifischen
strukturellen Parametern ab:

— Molekulargewicht und Molekulargewichtsverteilung be-
einflussen die Verteilung polymerer Pharmaka im Kor-
per®l. So werden z. B. hochmolekulare Verbindungen
nicht ins Gehirn transportiert (Blut-Hirn-Schranke®*)
und im allgemeinen nach oraler Gabe nicht aus dem
Darm resorbiert. Die Ausscheidung iiber die Niere ist
molekulargewichtsabhingig!®®. Vor allem bei hohen Mo-
lekulargewichten kommt es zu verzogerter Ausscheidung
und Speicherung, insbesondere in Zellen des reticulo-en-
dothelialen Systems (RES)P7..

- Die Stereochemie von Polymeren kann ihr Verhalten im
Korper beeinflussen. So zeigt z. B. isotaktische Polyacryl-
sdure eine hohere antivirale Aktivitit als das heterotakti-
sche Polymer!®®. Poly-D-lysin wird im Gegensatz zu Poly-
L-lysin nicht intrazellulir abgebaut®,

— Die Technik der Copolymerisation ermdglicht es, die
Verteilung von Wirkstoffen entlang der Polymerkette so-
wie die Lipophilie oder Hydrophilie des Gesamtpolymers
oder einzelner Bereiche (Blocksysteme) gezielt zu veridn-
dern. Die Eigenschaften der ,,Mikroumgebung* in einem
Polymerkniuel kénnen sich drastisch von denen der Lo-
sung unterscheiden und werden von der Comonomerzu-
sammensetzung beeinfluBt!®®; die Geschwindigkeit der
Abspaltung polymergebundener Wirkstoffe kann auf die-
se Weise variiert werden!®®!,

— Der Einbau spaltbarer Gruppen in die Polymerhauptket-
te ermoglicht hydrolytischen oder enzymatischen Abbau
und damit die langsame Freigabe gebundener oder einge-
mischter Wirkstoffe (z. B. Chronomere Systeme)®!l,

- Die Abspaltbarkeit eines gebundenen Pharmakons von
der Polymerkette kann in weiten Grenzen variiert wer-
den, indem man Léinge und Struktur des Spacers geeignet
wihlt[®2.

— Die Toxizitit niedermolekularer Verbindungen kann
durch Bindung an eine Polymerkette aufgehoben werden
(Verkappung)!62>:63,

— Die Bindung von Haptenen an synthetische Polymere
fiihrt nahezu ausnahmslos zum Ausbleiben der Immun-
antwort!®¥ oder verringert diese stark!*> (Haptene sind
Molekiile, die eine Immunantwort auslosen, wenn sie an
einen hochmolekularen Triger gebunden sind).

~ Dariiber hinaus ist es denkbar, da3 schon Makromolekii-
le selbst, ohne ein daran gebundenes Pharmakon, phar-
makologisch wirksam sind. Dies ist tatsachlich der Fall,
wie in Abschnitt 3.3.1 gezeigt wird.

Den Vorteilen, die solche polymerspezifischen Eigenschaften
bieten konnen, stehen gewichtige Nachteile, Bedenken und
ungeloste Probleme!®* gegeniiber:

- Die Biovertriglichkeit wasserldslicher Polymere ist nur in
einzelnen Fillen gepriift worden. Es fehlt an umfassen-
den Erfahrungen iiber himolytische Wirkungen (Tensid-
wirkung), Pyrogenitit, osmotische Eigenschaften und die
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Wechselwirkung mit Plasmabestandteilen unter in-vivo-
Bedingungen 2%,

- Die Nichtabbaubarkeit synthetischer Polymere fiihrt
zwar zu Depoteffekten, ist aber pharmakologisch und to-
xikologisch bedenklich. Eine dauerhafte Speicherung von
Polymeren mit hohem Molekulargewicht im Korper ist
unzulissig. Daher kommt der Entwicklung biologisch ab-
baubarer Polymere besondere Bedeutung zu'®l; zur Lo-
sung dieses Problems bieten sich aber auch Oligomere
und Polymere mit kleinem Molekulargewicht an, die aus-
geschieden werden konnen.

— Uber den zeitlichen und értlichen Verlauf der Kérperver-
teilung von Polymeren gibt es nur wenige systematische
Untersuchungen®.

— Den méglichen immunologischen Reaktionen auf phar-
makologisch aktive Polymere wurde zu wenig Aufmerk-
samkeit geschenkt[®4®),

- Die bisher untersuchten synthetischen Polymere kdnnen
nicht aus dem Magen-Darm-Trakt resorbiert werden.
Dies schrinkt die Wahl geeigneter Arzneiformen ein.

Fir die Verwendung polymerer Pharmaka spriche nichts,
wenn es sich dabei lediglich um ,,me-too drugs“!l handelte,
d. h. um Pharmaka, die nur dasselbe leisten wie andere (nie-
dermolekulare) auch. Es ist deshalb sinnvoll, die Entwick-
lung pharmakologisch aktiver Polymere vor allem auf Berei-
che zu konzentrieren, in denen niedermolekulare Pharmaka
bisher versagten oder nur unzureichende therapeutische Er-
folge ermoglichten, z. B. bei der Krebs-Chemotherapie.
Wenn auch die Erfolge mit Polymeren auf diesem Gebiet
bisher als bescheiden bezeichnet werden miissen, so konnte
doch gezeigt werden, daB polymere Antitumormittel neue
Moglichkeiten bieten, die niedermolekularen Pharmaka
nicht offenstehen.

3.2. Wie gelangen Makromolekiile in Zellen?

Neben der Diffusion und dem aktiven Transport gibt es
eine weitere Moglichkeit fiir die Zelle, Stoffe aufzunehmen:
die Endocytose®®”! (Pinocytose, Phagocytose). Eine Aufnah-
me von Polymeren ist im allgemeinen auf diesen letzten Weg
beschrinkt!'®®, der dem FreBvorgang der Amdbe dhnelt.

Endocytose

' Rucksack -
Endocytose

Cytoplasmatische

Vakuole Il «-\’ Lysosom Zell -
Phagosom . ] — membran
vete\ Fusi .
Freisetzung ® . dursnlo: :,I;om
des Pharmakons 2 e Y

Abbau des Trdagers
durch Enzyme

o = Pharmakon

% - Maksomolekill, nicht diftusionsfahiger Trdger

% - Trdger -Fharmakon-Komptex

Abb. 3. Schematische Darsteltung der Aufnahme von Polymeren in Zellen durch
Endocytose und Rucksack-Endocytose.
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Der Endocytose von Makromolekiilen geht meist eine Ad-
sorption an der Zellmembran voraus. Die Membran stiilpt
sich dann ein und schniirt sich ab. Die so gebildete cytoplas-
matische Vakuole (Phagosom) kann in der Zelle mit einem
Lysosom fusionieren, dessen etwa 40 Verdauungsenzyme in
acidem Medium dann auf das endocytierte Makromolekiil
einwirken. Uber den EinfluB von Ladung, Hydrophobie und
Molekulargewicht auf die Endocytose sind zahlreiche, zum
Teil widerspriichliche Arbeiten erschienen!®. Ein spezieller
Fall ist die ,,Rucksack“- oder ,,piggyback“-Endocytose!’”
(Abb. 3), bei der das Makromolekiil ein Pharmakon trigt.
Das polymergebundene Pharmakon kann nicht mehr durch
Membranen diffundieren. Dies ist eine erste Stufe von Zell-
spezifitat, denn die Aufnahme kann nur in Zellen erfolgen,
die zur Endocytose befahigt sind. Da Tumorzellen im allge-
meinen eine hohere Endocytoserate als entsprechende Nor-
malzellen aufweisen (vgl. Tabelle 1), erhoffte man sich von
Polymeren an sich schon eine gewisse Tumorzellspezifitit.
Cytostatica, die nicht durch die Membran in die Zelle ein-
dringen konnen, gelangen durch Endocytose an einen intra-
zelluldren Wirkort (vgl. Abschnitt 3.3.3).

Ein interessantes Beispiel fiir eine therapeutische Ausnut-
zung der Rucksack-Endocytose sind Experimente von A.
Trouet et al.""], die sich mit der Wirkung von Ethidiumbro-
mid (3) auf Trypanosoma Cruzi befassen.

Oy
__@
N\c H
2415
O e

In vitro ist (3) fir den Parasiten hochtoxisch, in vivo dage-
gen, z. B. in einer von Parasiten befallenen Maus, nahezu
wirkungslos. Abbildung 4 zeigt, warum der Parasit in vivo
dem toxischen Ethidiumbromid (3) entgeht und wie man ihn
mit der Rucksack-Endocytose schliefilich doch angreifen
kann: der Parasit gelangt durch Endocytose in die Lysoso-
men, deren lytischen Enzymen er aufgrund seiner Zellwand-
struktur widersteht.

(3)

Abb. 4. Schematische Darstellung der Aufnahme des Parasiten Trypanosoma
Cruzi in die Zelle durch Endocytose und Wirkung eines Ethidiumbromid-DNA-
Komplexes (EB-DNA) auf die vom Parasiten befallene Zelle (vgl. [71]).

Wiihrend freies Ethidiumbromid (3) nicht in die Zelle ein-
dringen kann, wird es als Komplex mit DNA - vermutlich
durch Rucksack-Endocytose — in die Zelle eingeschleust;
nach Fusion der wirkstoffhaltigen Vakuole mit einem parasi-
tenhaltigen Lysosom und nach Abbau des DNA-Trigermo-
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lekiils durch die lysosomalen Enzyme kann (3) im Phagosom
seine toxische Wirkung entfalten.

Aus den in Abbildung 5 wiedergegebenen Resultaten!”"
wird deutlich, da3 mit 7. cruzi infizierte Miuse weit bessere
Uberlebenschancen hatten, wenn der gegen die Parasiten ak-
tive Wirkstoff (3) nicht als solcher, sondern als Komplex mit
DNA verabreicht wurde.
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Abb. 5. Uberlebenshiufigkeiten von Miusen, die mit dem Parasiten Trypanoso-
ma Cruczi infiziert wurden [71]. Behandlung: Injektionen an den Tagen 2, 3, 4.
¢ ) unbehandelte Kontrolltiere, (————— ) 3x0.5 mg Ethidiumbromid (3),
(——) 3 x 0.5 mg Ethidiumbromid-DNA-Komplex, S = Anteil iiberlebender Tie-
e, t=Zeit nach i.p. Gabe von T. Cruzi.

Derartige Systeme, die gezielt durch Endocytose in die Ly-
sosomen eingeschleust werden konnen, bezeichnen de Duve
et al."? als ,,lysosomotrop* und diskutieren sie als Triger fir
Pharmaka.

3.3. Polymere Antitumormittel auf molekularer Basis -
ausgewiihite Beispiele

Nachdem die Besonderheiten der Aufnahme polymerer
Molekiile durch Zellen gezeigt wurden, sollen aus der Fiille
der bisher synthetisierten polymeren Antitumormittel ledig-
lich einige Beispiele herausgegriffen werden, um auf die
Maoglichkeiten und Probleme hinzuweisen.

3.3.1. Synthetische Polymere selbst
zeigen eine antitumorale Wirkung

Wie bereits angedeutet (Abschnitt 3.1) fand man, daB syn-
thetische Polymere an sich auf Zellen und Organismen wir-
ken, ohne daf} niedermolekulare, aktive Substanzen an sie
gebunden sind. So zeigt z. B. Polyacrylsiure antivirale Akti-
vitdt, die stark vom Molekulargewicht und der Taktizitit ab-
hingig ist®®. Ein Copolymer aus Maleinsiureanhydrid und
Divinylether (Divema)!” wirkt stimulierend auf das Im-
munsystem und wird als Interferon-Induktor diskutiert’¥,
Eine umfassende Ubersicht iiber anionische polymere Phar-
maka ist kiirzlich erschienen!”®. Auch kationische Polymere
zeigen antitumorale Wirkung®!, Besonderes Interesse fand
das statistische Copolymer (4) mit niedrigem Molekularge-
wicht, das aus Ethylen- und modifizierten Maleinsidureein-
heiten besteht!""],

+CH2—CH27\—;—)—H——+CH2—CH2—C|‘H——-C|‘H——}—"1
0™y S0 CO0® CONH;
A
H NH® (4)

Bei Ratten mit einem Methylcholanthren-induzierten Bla-
sencarzinom bewirkte (4) eine Lebensverlangerung und ver-
hinderte nahezu vollig die Entstehung von Lungenmetasta-
sen, wie sie die unbehandelten Kontrolltiere bekamen. Ga-
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ben von (4) nach vorheriger operativer Entfernung des Tu-
mors hielt die Tiere nicht nur metastasenfrei, sondern ver-
hinderte das Wiederauftreten des Tumors nach der Opera-
tion vollig, wenn das Polymer im Abstand von sechs Wochen
wiederholt appliziert wurde (Abb. 6)").
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Abb. 6. Uberlebenshiufigkeiten von Ratten nach operativer Entfernung eines
primiren Blasencarzinoms und anschlieBender Behandlung mit dem Copolymer
{4). (1—M) Unbehandelte Kontrolltiere, Tod durch Auftreten von Lungenme-
tastasen, (@-—@®) einmalige Gabe von (4) (Tag 1), Wiederauftreten des lokalen
Tumors, (A—A) viermalige Applikation von (4) im Abstand von sechs Wochen
(siehe Pfeile), S: Anteil iiberlebender Tiere, #: Zeit nach Entfernen des Primartu-
mors.

(4) verstarkt die Immunantwort der Tiere gegen den Tu-
mor;, dieser Effekt beruht auf einer Stimulierung der Anti-
korper-produzierenden Zellen (B-Zellen). Dabei ist die Sub-
stanz atoxisch und wirkt selbst nicht immunogen. Nach er-
sten Versuchen an Patienten!’®, die an Tumoren im Gastro-
intestinalbereich litten, ist das Copolymer (4) auch fiir Men-
schen atoxisch; die Ergebnisse deuten auf erhohte Uberle-
bensdauer hin. Uber ein weiteres Copolymer, das ebenfalls
antitumoral wirksam ist, ohne selbst cytotoxisch zu sein,
wurde kiirzlich berichtet!”!,

Die Idee, mit geeigneten immunstimulierenden Polymeren
die Eigenabwehr des Korpers zu stirken, ist damit wiederum
bestitigt worden.

3.3.2. Fixierung von Methotrexat
an ein immunstimulierendes Tragerpolymer

Aufgrund seines immunmodulierenden Effekts (z. B. Akti-
vierung von Makrophagen) wurde das Cyclo-Copolymer aus
Divinylether und Maleinsidureanhydrid (Divema) als Trager
zur Fixierung des Folsiure-Antagonisten Methotrexat
(MTX) verwendet. MTX ist ein klinisch oft genutztes Cyto-
staticum, dessen immunsuppressive Wirkung hiufig zu the-
rapeutischen Problemen fiihrt. Das Polymer Divema-MTX
(5)®%, in dem die Pteridinylgruppe kovalent gebunden ist,

—PCH;;EEJ—E\ﬁ &J—E\
o )IN],CHZ_
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wurde in seiner Wirkung auf das Makrophagensystem (Ma-
krophagen sind die , FreBzellen”“ des Immunsystems) gete-
stet und mit Divema selbst verglichen. Das Polymer zeigte
einen deutlich stimulierenden Effekt, der allerdings etwas
geringer als bei reinem Divema warl®!l,

Trotz der relativ hohen Labilitit der Bindung zwischen
dem Polymergeriist und den Pteridinylgruppen hatte das Di-
vema-MTX-Copolymer (5) im Tierversuch (z. B. L1210-
Leukdmie der Maus) eine hdhere Antitumorwirkung als
MTX, was eventuell auf verzégerte Freisetzung und lingere
Zirkulation von MTX zuriickzufiihren ist (Abb. 7)%2.

a-8
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Abb. 7. Uberlebenshiufigkeiten von CDF,-Mausen (ménnlich) nach i.p. Gabe
von 10° L 1210-Tumorzellen und anschlieBender Behandlung mit polymerfixier-
tem Methotrexat (5) an den Tagen 1, 5, 9, 13, 17 [82]. (ll—B) Unbehandelte
Kontrolltiere, (O—0O) Behandiung mit Divema (80 mg/kg Korpergewicht),
(®—@®) Behandlung mit Divema + Methotrexat (MTX) (29 + 10 mg/kg Kor-
pergewicht), (A-— A) Behandlung mit MTX (20 mg/kg Korpergewicht, optima-
le Dosis), (O—O) Behandlung mit Divema-MTX (35), (31 mg/kg Korpergewicht
= 8 mg MTX pro kg Korpergewicht), S: Anteil iiberlebender Tiere, ¢: Zeit nach
Tumorimplantation.

Ein Effekt der Polymerfixierung ist ein starker Anstieg der
Toxizitit von Divema-MTX im Bereich therapeutischer Do-
sierung. Vermutlich beruht dies auf der Aufnahme des Poly-
mers in die Makrophagen, wo nach Abspaltung freies MTX
toxisch wirkt. Der in vitro inhibierende Effekt von Divema-
MTX (5) auf Tetrahydrofolsiure-Dehydrogenase wurde au-
Berdem an Tumorzellen (Murine L5178 Y) untersucht!®!
und deutet ebenfalls auf eine rasche Abspaltung des Cytosta-
ticums vom Triagerpolymer hin.

3.3.3. Kombination eines lysosomotropen Triagerpolymers
mit Methotrexat

Ein weiteres Problem bei der Verwendung von MTX als
Antitumormittel ist, neben seiner immunsuppressiven Wir-
kung, die entstehende Resistenz von Tumorzellen gegen
MTX. Sie wird auf das Fehlen eines entsprechenden Trans-
portsystems zuriickgefithrt®. Ryser und Shen'®® konnten
zeigen, daB kovalent an Poly-D- und Poly-L-lysin gebunde-
nes MTX in resistente Zellen ebensogut aufgenommen wird
wie in nicht resistente Zellen; die Aufnahme in resistente
Zellen ist (bei einem Molekulargewicht des Polymers von
60000-70000) um den Faktor 200 groBer als bei Methotrexat
selbst. Eine das Zellwachstum hemmende Wirkung tritt aber
nur auf, wenn das Trigerpolymer aus L-Lysin-Einheiten auf-
gebaut ist (Abb. 8)*4,

Die Autoren wiesen nach, daB3 dieses Polymer im Gegen-
satz zum Poly-D-lysin-MTX intrazellulir abgebaut wird. Da
polymergebundenes MTX die Dihydrofolsdure-Reduktase
nur schwach hemmt, ist dieser enzymatische Abbau die Vor-
aussetzung fiir die Hemmung des Zellwachstums.

Angew. Chem. 93, 311-332 (1981)
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Abb. 8. Wachstumshemmung von CHO-Zellen (,,Chinese hamster ovary*-Zel-
len) nach Gabe von 10~° mol MTX [84] als: a) niedermolekulares MTX, b)
Poly-L-lysin-MTX, MW 70000 und ¢) Poly-p-lysin-MTX, MW 60000. Offen:
nicht resistenter Zellstamm, schraffiert: MTX-resistenter Zellstamm, N: Anteil
der Zellen nach 4 d bezogen auf unbehandelte Kontrollkultur.

Das MTX-Polylysin-Konjugat ist also ein lysosomotropes
System (vgl. Abschnitt 3.2), das erst in den sekundiren Lyso-
somen (Phagosomen) aktiviert wird. Die Resistenz von Tu-
morzellen gegen MTX kann so iiberwunden werden. Die
Autoren vermuten dariiber hinaus, daB3 aufgrund der hohe-
ren Aktivitit von proteolytischen lysosomalen Enzymen in
einigen soliden Tumoren (vgl. Tabelle 1) eine gewisse Tu-
morzellspezifitit erreicht werden kann. Dies ist ein gutes
Beispiel fiir den EinfluB der Stereochemie der Polymer-
hauptkette auf die Wirkung derartiger polymerer Pharma-
ka.

3.3.4. Eine Sackgasse und was man daraus lernen kann

Eines der bekanntesten Antitumormittel ist 2-[Bis(2-chlor-
ethyl)amino]-1,3,2-oxazaphosphorinan-2-oxid (Cyclophos-
phamid, Cytoxan) (6)®), das als die atoxische metabolische
Vorstufe des wirksamen, offenkettigen N,N-Bis(2-chlor-
ethyl)phosphorsdurediamids (,,Friedman-Siure*) (10) be-
trachtet werden kann'?".

C1-CHpCH,_ ?;}\%
Cl-CH;~CH, o

Im Sinne des oben beschriebenen Modells (Abb. 2) wur-
den unter anderem polymere Derivate des Cyclophospha-
mids (CP) vom Typ (7) hergestellt/®¢],

GHa H;
—+C Hz—C| —++C Hz*? —
(=0 C=0
or CI)—(CHz)a—N\ ’(1)\1 L H=CHp—C1

o°  CHyCH,~C1

&)
(7a), R = —(CH3);-SO-CHg; (7h), R = —(CHgz)s-N(CHz)y C1°

Diese Verbindungen haben sich im Tierversuch nur als
schwach wirksam oder unwirksam erwiesen. Dies wird
verstindlich, wenn man den Metabolismus von Cyclophos-
phamid (6) betrachtet (Abb. 9).

Durch Untersuchungen iiber den Transport- und Wirk-
form-Mechanismus von Cyclophosphamid haben Hohorst
und Brock™® sowie Connors et al.®® gezeigt, daB (6) durch
Enzyme bevorzugt in der Leber zu (8) hydroxyliert wird, das
dann unter Acrolein-Abspaltung in die Friedman-Saure (10)
zerfallt.

Wiihrend (6) in Tumorzellkulturen wegen des Fehlens me-
tabolisierender Enzyme inaktiv ist, wirkt es im Tierversuch
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nach der Oxidation zum labilen 4-Hydroxycyclophosphamid
(8) stark zelltoxisch. Dementsprechend ist (8) als der primére
Metabolit nicht nur in vivo, sondern auch in vitro die aktive
Substanz.

H

?/§ C”)/N OH
X-P j> —  X-F j =
o) e}
(6) (8)

§ NH, &-n Q NH,
X=P_ > T X-P_
O CH;=CH-CHO OH
(9) (10)

X = (C1-CHy—CHy;)N

Abb. 9. Metabolische Aktivierung von Cyclophosphamid (6) im Organismus
durch Hydroxylierung und Acroleinabspaltung.

Die Polymere (7) enthalten kovalent gebundenes Cyclo-
phosphamid, das nach einem méglichen Transport des Poly-
mers in die Tumorzellen und eventueller Abspaltung dort
unwirksam ist und erst wieder den Weg iiber die Leber ge-
hen miiBite, um die wirksame Spezies (10) freizusetzen. Inso-
fern ist verstindlich, dal die Polymere (7) fast unwirksam
sind.

Die kovalente Bindung eines Antitumormittels an einen
Polymertriger muf3 demnach so beschaffen sein, dal eine
am Ort wirksame Spezies abgespalten werden kann. Nach-
dem Takamizawa® einen Weg zur Synthese des aktivierten,
labilen Metaboliten (8) gefunden hatte, konnten Hohorst et
al.’% gtabilisierte, zum aktiven Metaboliten spaltbare Ver-
bindungen des Typs (11) herstellen.

CI-CH,CHp § N
N-P{ (11)
C1~CHp—CH, o)

Damit war es moglich, iber Derivate mit reaktiven Grup-
pen, z. B. R=—(CH,),—COOH oder —(CH,),—OH""),
den aktiven Metaboliten in seiner stabilen Form an Polyme-
re, z.B. modifiziertes Polyethylenimin, zu binden. Die Poly-

+CH,—C Hy~N-—f——-CHyC Hy-NH——+-CHp-CHy-N—-

{CH3),—COOH

C|O
s« o

N-P
H g\N(CHz—CHz—Cl)z (12)

mere (12) kénnen nach Transport in die Tumorzellen und
Abspaltung des aktiven Metaboliten (8) direkt zelltoxisch
wirken. Die niedermolekularen Verbindungen (17) sind aus-
nahmslos in ihrer Wirksamkeit mit Cyclophosphamid ver-
gleichbar®'“l. Bei Verwendung von Divema als Trigerpoly-
mer nimmt die Antitumoraktivitit ab®'<., Die Polymere vom
Typ (12) werden gegenwiirtig untersucht.

GHs CHy
+C Hy C—f—HCHy C—
70 ¢o (13)
[ 3
? NH CHpCH,—C1
Cle O-C O—N\
CH, CHy~CHy—C1
SO-CH,
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Aufgrund dhnlicher Uberlegungen untersuchte man poly-
mere Derivate des Bis(2-chlorethyl)amins (N-Lost). Als
Amid fixiert ist dieses hochtoxische Cytostaticum inaktiv, so
daB fiir die Polymerfixierung labile Struktufen (O-Acylhy-
droxamsiuren, Urethane), z. B. (13), verwendet wurden®?,

Nach ersten Ergebnissen sind die Verbindungen in vitro
wirksam[?,

Diese beiden Beispiele zeigen die Bedeutung der Spaltbar-
keit der Polymer-Pharmakon-Bindung!®? und der Freiset-
zung direkt zelltoxischer, d. h. nicht erst metabolisch zu akti-

vierender Komponenten bei Verwendung von Polymeren als
Carrier.

3.3.5. Affinitatschemotherapie —
ein Versuch, ein polymergebundenes Antitumormittel
gezielt zum Tumor zu lenken

Als letztes Beispiel fiir polymere Antitumormittel auf mo-
lekularer Basis sei ein System genannt, das auch den im Mo-
dell (Abb. 2) als ,,homing device* bezeichneten Bereich ein-
bezieht.

Tierische Zellen tragen als Erkennungsmerkmal an ihrer
Oberfliache spezifische Proteine (Oberflichenantigene), die
fir zahlreiche biologische Prozesse (Zell-Zell-Erkennung,
Immunantwort, Zelldifferenzierung) mitbestimmend sind.
Wenn es gelingt, gegen ein bestimmtes Zielgewebe (genauer:
gegen die Oberflichenantigene der Zellen dieses Gewebes)
Antikorper zu erzeugen, so sollten diese Antikdrper das Ziel-
gewebe spezifisch erkennen. Es lag also nahe, einen solchen
Antikdrper mit Antitumormitteln zu beladen und als spezifi-
sches Transportsystem zu Zellen zu verwenden.

Dieses Prinzip der Affinititschemotherapie, bereits 1906
von Paul Ehrlich vorgeschlagen®' und unter anderem von
Wilchek et al. weiterentwickelt!®), ist in Abbildung 10 sche-
matisch dargestellt.

Abb. 10. Schematische Darstellung der Affinititschemotherapie am Beispiel ei-
ner Tumorzelle. A: Polymeres Antitumormittel; Ig: Immunglobulin, &: tumoras-
soziierte Antigene, O: Antigene der Normalzelle.

Abgesehen von Problemen bei der Priparation und Isolie-
rung reiner tumorspezifischer Antikorper besteht eine ent-
scheidende Schwierigkeit darin, die optimale Konzentration
an Antitumormittel an den Antikorper zu binden. Ist die Be-
ladung zu gering, so wird zwar die Tumorzelle erkannt, die
Antitumorwirkung ist jedoch unzureichend oder nicht vor-
handen. Ist die Beladung zu hoch, wie schematisch in Abbil-
dung 11a angedeutet, wird die Antigen-Antikdrper-Erken-
nung durch Blockierung der Bindungsstellen unmoglich.
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Abb. 11. Schematische Darstellung der Bindung eines Antitumormittels (A) an
einen Antikdrper. a) Direkte Bindung von Antitumormittel an das Immunglobu-
lin, b) Bindung eines mit Antitumormittel beladenen Polymers an das Immun-
globulin.

Bindet man im Sinn des Modells (Abb. 2) das Antitumor-
mittel an ein Polymer, das den Antikorper als Transport-
gruppe (,,homing device*) gebunden enthilt (Abb. 11b) und
nicht mit diesem mischbar ist, so kann man erwarten, daf
eine Blockierung der Bindungsstellen des Antikorpers ver-
mieden wird. Ein entsprechendes System synthetisierten z. B.
Rowland, O’Neill und Davies (Abb. 12)P°4,

I |
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NH — CIH —CO —{NH—CH— CO — NH—| CH— CO~— -
| 1

|
[}
|
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| ] oL |
| O
! 5 Mt |
| | |
i a) | b) | o)

Abb. 12. Polymeres, tumorzellspezifisches, alkylierendes Antitumormittel (vgl.
Abb. 2 und 13). a) Lslichkeitsvermittler, Polyglutaminsiure (PGA), b) Pharma-
kon, p-Phenylendiamin-Lost (PDM), ¢) ,,homing device”, Immunglobulin (Ig).

Polyglutaminsiure (PGA) dient hier als makromolekula-
rer Trager. Die Carboxylatgruppen der Glutaminsiure (a)
sind Loslichkeitsvermittler im Sinne des Modells. Als Cyto-
staticum ist p-Phenylendiamin-Lost (PDM) durch eine
Amidbindung (b) gebunden. Als homing device (c) wurden
Proteine aus dem Serum von Kaninchen verwendet, die mit
Lymphom-Tumorzellen ,,geimpft“ worden waren und tu-
morspezifische Antikdrper gebildet hatten. In vivo erwies
sich dieses System gegen ein EL-4-Maus-Lymphom den ent-
sprechenden Kontrollsystemen iiberlegen. Keines der Tiere,
die mit dem Terpolymer behandelt wurden, starb innerhalb
von 60 d nach der Transplantation des Tumors (Abb. 13).
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Abb. 13. Uberlebenshiiufigkeiten von Miusen mit EL-4-Lymphom nach Be-
handlung mit polymeren Antitumormitteln (vgl. Abb. 12) [94]. (----- ) Unbe-
handelte Kontrolltiere, (-*-*} 4 mg Ig, (--—-—- ) 750 pg PGA-PDM, (———) 4

mg Ig + 750 g PGA-PDM, (——) PGA-PDM-Ig (=4 mg Ig und 750 pg PGA-
PDM), S: Anteil iberlebender Tiere; ¢: Zeit nach Tumorimplantation.

Angew. Chem. 93, 311-332 (1981)



Die Autoren schlieBen aus den Kontrollversuchen, daf
wirklich ein Carriereffekt und nicht eine synergistische, auf
blofler Kombination von freiem Immunglobulin (Ig) und
Lost-Polymer beruhende Wirkung vorliegt. In einem spite-
ren Bericht iiber ein analoges System mit Dextran als Tri-
gerpolymer kann Rowland die Moglichkeit synergistischer
Effekte nicht ganz ausschlieBen!®). Das Konzept der Affini-
tatschemotherapie 148t fiir die Tumorforschung brauchbare
Ergebnisse erwarten?® ¢, Die positiven Resultate, die mit
der Affinitdtschemotherapie im Tierversuch erzielt wurden,
rechtfertigen es, das Konzept eines gezielten Transportes po-
lymerer Antitumormittel durch ein ,,homing device* weiter
zu verfolgen.

3.4. Aus der Forschung in die Praxis?

Ein unvoreingenommener Leser mag aus den finf Bei-
spielen des Abschnitts 3.3 den SchluB ziehen, da polymere
Antitumormittel auf molekularer Basis bald klinische Ver-
wendung in der Chemotherapie finden werden oder schon
gefunden haben. Dies ist nicht der Fall, nicht zuletzt auf-
grund der in Abschnitt 3.1 diskutierten Probleme.

Was wurde erreicht? Es wurden Konzepte fiir pharmako-
logisch aktive Polymere entwickelt und zahlreiche Substan-
zen synthetisiert. Die Grundiiberlegungen und die Varia-
tionsbreite im strukturellen Bereich haben ein weites Feld
eroffnet, das nun systematischer als bisher und in verstirkter
interdisziplindrer Zusammenarbeit bearbeitet werden muf.
Wie immer folgt auf die Idee und den Nachweis, daB ,,es im
Prinzip geht™, die Phase der mithsamen Anpassung und Op-
timierung auf das biologische Zielsystem hin. Die Kenntnis-
se iiber Tumorzellen und iber die Wechselwirkungen des
Organismus mit polymeren Pharmaka miissen dazu griind-
lich vertieft werden.

Auch bei der Ubertragung der Ergebnisse von Tier-
versuchen in den Humanbereich ist Vorsicht geboten®™:
Nicht alle Stoffe, die bei Tieren aktiv sind, haben sich auch
bei Menschen als wirksam erwiesen. Zum Beispiel darf tiber
den beeindruckenden ,,Uberlebenskurven® in Abbildung 13
nicht vergessen werden, daB fiir die Affinititschemotherapie
bei Krebs-Patienten vor allem das Auffinden und Isolieren
tumorspezifischer Antikérper des Menschen ein noch nicht
gelostes Problem ist. Die jiingsten Fortschritte der Mem-
branbiologie, Immunologie und Gentechnologie (Erzeugung
monoklonaler Antikorper) lassen hier hoffen.

4. Polymere Antitumormittel auf zellulirer Basis?

4.1. LiBt sich die Immunantwort gegen Tumorzellen
simulieren?

Beim Ubergang von einer normalen in eine maligne Zelle
(Carcinogenese) dndert sich besonders stark die Biomem-
bran (vgl. Tabelle 1). Viele der Signale, die Zellwachstum,
Zellteilung und Zellaufnahme kontrollieren, gehen von der
Membran aus. Es ist daher verstindlich, daf§ geringe Verin-
derungen in der Zelloberfliche tiefgreifende Einfliisse auf
das Zellverhalten haben. In diesen Zusammenhang gehoren
auch die membranassoziierten Antigene!®®:; sie gaben den
AnstoB zu Uberlegungen, dem Tumorproblem auf immuno-
logischem Weg beizukommen.
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4.1.1. Tod einer Tumorzelle

Obwohl Tumorzellen normalerweise dem Immunsystem
entkommen, ist es eindrucksvoll zu sehen, was geschieht,
wenn es ihnen nicht gelingt, die Inmunabwehr des Korpers
zu unterlaufen. Abbildung 14" demonstriert dies am Tod
einer Tumorzelle, einem ProzeB, der sich auf zellularer Basis
abspielt und von dem es zu lernen gilt, wenn man Antitu-
mormittel auf eben dieser zelluldren Basis diskutieren will.

Abb. 14. Elektronenmikroskopische Aufnahme des Angriffs eines T-Lymphocy-
ten auf eine Tumorzelle [99]. a) Die Tumorzelle (rechts) hat Antigene auf ihrer
Oberfliche, die vom aktivierten Lymphocyten (kleinere Zelle links) durch Anti-
korper in dessen Membran selektiv erkannt werden; b) Tod einer Tumorzelle.
Die Zerstérung der Tumorzelle durch den Lymphocyten erfolgt nach Destabili-
sierung der Membran unter Bildung von Ausstilpungen (,,bubbles®).

Die beiden Bilder (Abb. 14) zeigen die Abfolge des An-
griffs eines T-Lymphocyten auf eine maligne Zelle. Die tu-
morzellassoziierten Antigene werden vom angreifenden
Lymphocyten erkannt. Dies entspricht im Prinzip der in Ab-
schnitt 3.3.5 beschriebenen Affinititschemotherapie, jedoch
in diesem Fall auf zellulirer Basis. Die anschlieBende Zer-
storung der Tumorzelle ist kein molekularer Vorgang im
Sinne der in der Einleitung gegebenen Definition, sondern
beruht auf einer Zerstérung der Tumorzellmembran nach
dem Kontakt des T-Lymphocyten mit der Tumorzelle unter
Bildung blasenformiger vesikuldrer Strukturen. Der Mecha-
nismus der Zellzerstorung durch Membrandestabilisierung
ist im einzelnen noch nicht geklirt; es werden zumindest drei
Moglichkeiten diskutiert: lokal hohe Bildung von Lysophos-
pholipiden!'"*", Freisetzung membranzerstérender, d. h. zell-
toxischer Substanzen durch den Lymphocyten!'®!! oder spon-
tane Membrandestabilisierung durch Protein-Konforma-
tionsinderungen!'®,

Nach allen Hypothesen ist die Zerstorung rein physikali-
scher Natur. Obwohl dies noch nicht bewiesen ist, gibt es
eine Reihe von Hinweisen darauf. So destabilisiert allein
eine Adsorption von Liposomen (geschlossene kugelformige
Membrangebilde) an eine Zelle deren Membranen so weit,
daf} aus dem Liposom niedermolekulare Stoffe in die Zelle
eindringen koénnen!'®!. Eine Zellfusion, die eine starke De-
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stabilisierung der Membran voraussetzt, kann auf verschie-
dene Weise induziert werden: biologisch, beispielsweise mit
Hilfe des Sendai-Virus!'®, chemisch, z. B. durch Anwesen-
heit von Calcium-Ionen!'®! oder durch Einbringen von Ly-
sophospholipiden®! in eine Membran, aber auch rein phy-
sikalisch durch Anlegen eines elektrischen Feldes!'l.

Angesichts dieses eindrucksvollen Bildes vom Tod einer
Tumorzelle muf man fragen, ob Antitumormittel auf zellu-
ldrer Basis vorstellbar sind, die eventuell imstande wiren, ei-
nen solchen Proze wirkungsvoll nachzuahmen.

Ein moglicher Ansatz zur Lésung des Problems wire, die
Wechselwirkung einer Tumorzelle mit einem synthetischen
Vesikel auszunutzen, das die folgenden Voraussetzungen
mitbringen miifite:

1. die Moglichkeit der zellspezifischen Erkennung

2. die Fihigkeit zur Destabilisierung von Tumorzellmem-
branen

3. eine der Tumorzelle vergleichbare oder iiberlegene Mem-
branstabilitit

Nach den bisher beschriebenen Arbeiten zur Verwendung
von Liposomen in der Medizin sind alle drei Probleme noch
ungelost. So wird in Versuchen zur Wechselwirkung von Tu-
morzellen mit Liposomen aus natiirlichen oder synthetischen
Phospholipiden im Gegensatz zu dem Beispiel in Abbildung
13 nicht die maligne Zelle, sondern in allen Féllen das an-
greifende Vesikel zerstort: Es wird fusioniert, endocytiert,
oder seine Membran wird destabilisiert!'*”); dies entspricht
nicht den Erwartungen an ein Antitumormittel auf zelluldrer
Basis. Noch schlechter sieht es bei der zellspezifischen Er-
kennung (vgl. Abschnitt 4.3.3) und besonders der Destabili-
sierung von Tumorzellmembranen (vgl. Abschnitt 4.3.4) aus.
Membranzerstorende Substanzen wiirden natiirlich auch die
Membranen der bisher gebriuchlichen Liposomen destabili-
sieren.

Essentiell ist daher zunichst die Erhohung der Stabilitdt
synthetischer Liposomen, ein Problem, das unter den drei
genannten Forderungen zur Zerstorung von Tumorzellen
auf zelluldrer Basis noch am leichtesten 16sbar erscheint.
Dariiber hinaus sind allerdings stabilisierte Liposomen als
Zellmodelle von Interesse, z. B. zur Untersuchung der Zell-
erkennung!'%®, der Zell-Zell-Wechselwirkung!'%! etc. Auch
fiir die Verwendung von Liposomen als Carrier fur Pharma-
ka ist das Problem der Stabilitat mitentscheidend. Die bisher
verwendeten Liposomen haben im Kontakt mit Blutplasma
eine relativ hohe Permeabilitit fiir eingeschlossene Pharma-
ka, weil sie durch Adsorption von Proteinen destabilisiert
und durch Lipasen zerstdrt werden' 'l Im folgenden werden
Uberlegungen und Versuche zur Herstellung von Modellen
fiir Biomembranen und Zellen erhdhter und variabler Stabi-
litat beschrieben.

4.1.2. Die Natur baut stabile Membranen.
Kann der Chemiker das auch?

Membranen enthalten nach dem bekannten Modell von
Singer und Nicolson (Abb. 15) Lipide, die eine Doppel-
schicht bilden, und Proteine, z. B. Enzyme, die in dieser Li-
pidmatrix ,,schwimmen‘!*'"],

Diese anschauliche Darstellung ist allerdings sehr verein-
facht. Das geht bereits daraus hervor, da Zellen weitaus ho-
here Stabilititen aufweisen, als sich durch eine Lipid-Dop-
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Abb. 15. ,,Fluid-mosaic-Modell“ der biologischen Membran nach Singer und Ni-
colson [111].

pelschicht allein erzielen liefle, die ja auch in den relativ in-
stabilen Vesikeln aus Phospholipiden vorliegt; manche Bio-
membranen bestehen iiberdies nur zu 25% aus Lipiden!''2.
Die Natur findet also Mittel und Wege, um Membranen ho-
her Stabilitat zu erzeugen. Zwei dieser Moglichkeiten sollen
hier kurz betrachtet werden:

1. Neben den ,.integralen Membran-Proteinen, die in den
hydrophoben Teil der Membran eingebettet sind, gibt es
auch ,,periphere” Proteine, die sich nur im hydrophilen
Teil der Membran befinden. Ein Teil dieser peripheren
Proteine ist mit mehreren integralen Proteinen assoziiert
und dient als Stiitzgeriist. Als Beispiel sei auf das Spectrin
an der Innenseite der Erythrocytenmembran!''®! hinge-
wiesen.

2. Im Falle der ,,coated vesicles“!"' befinden sich im Zellin-

nern Phospholipid-Liposomen, die von einem Polypeptid
umbhiillt sind und damit einem Fufiball im Netz ihneln.
Man kann sich auch hier vorstellen, da das Peptidgeriist
zur Stabilitat des Vesikels beitrigt.
Eine andere Form der Geriistbildung an der Auflenseite
einer Membran reprisentiert die Zellwand von Bakte-
rien!'">1. Auch hier bilden Makromolekiile, in diesem Fall
aus Polysacchariden mit Quervernetzung durch Oligopep-
tide, einen stabilen, netzartigen Membraniiberzug, Be-
zeichnend ist, daB diese extreme Stabilisierung durch ein
dufleres Stiitzgerust hdufig gerade bei Bakterien vor-
kommt, die als Parasiten in einem fremden Gewebe be-
sonders widerstandsfihig sein miissen.

Wie kann man nun die Stabilisierung von Biomembranen
simulieren? Da zur Zeit noch nicht einmal alle Wechselwir-
kungen zwischen integralen und peripheren Proteinen be-
kannt sind, ist der Versuch, ein stiitzendes Geriist analog den
Spectrinen zu imitieren, sicher noch indiskutabel. Eine Erho-
hung der Stabilitit durch umhiillende Polymere wie bei ei-
ner Bakterienmembran klingt zwar realistischer und wurde
im Prinzip zur Immobilisierung lebender Zellen schon ange-
wendet, unterbindet allerdings den Kontakt — und damit die
Wechselwirkung — zwischen benachbarten Zellen!'®!,

Chemisch am einfachsten realisierbar erscheint es, die
Membranlipide selbst in die Stabilisierungsreaktion einzube-
zichen. Eine Moglichkeit hierzu teilten Khorana et al. schon
mit!"""). Sie bauten Lipide mit photoreaktiven Gruppen in
cine Membran ein und konnten durch Bestrahlung Proteine
kovalent mit diesen Lipiden verkniipfen. Eine andere Mog-
lichkeit mit groBerer Anwendungsbreite besteht in der Poly-
reaktion von Lipiden, die eine polymerisierbare Gruppie-
rung enthalten.
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Bevor im nédchsten Abschnitt derartige Systeme vorgestellt
werden, sei kurz auf Modelle eingegangen, an denen Mem-
braneigenschaften untersucht werden konnen.

4.1.3. Membranmodelle

Um Lipide und Tenside auf ihre Tauglichkeit zur Bildung
von Biomembranen zu priifen, reicht die Kenntnis ihrer Ei-
genschaften als Reinsubstanz nicht aus. Thre Wechselwir-
kung mit einer wifirigen Phase fiihrt zu vollig anderen Ei-
genschaften, die mit Begriffen wie amphiphiles Verhalten,
Micell- und Liposomenbildung sowie lyotrope Phasen be-
schrieben werden konnen!''®!. Lipide ordnen sich in wifri-
ger Phase spontan zu membrandhnlichen Strukturen. Die
drei am hiufigsten verwendeten Membranmodelle sind Mo-
noschichten'®!, bimolekulare Lipidmembranen (BLM)!'?%
und Liposomen!'2"! (Abb. 16)!'22),

b) )

Abb. 16. Orientierung amphiphiler Substanzen in Modellmembranen: a} Mono-
schicht, b) bimolekulare Lipidmembran (BLM), ¢) Liposomen. Zwischen b) und
c) ist ein Querschnitt durch die BLM- oder Liposomenwand zu sehen.

Nach allen drei Modellen ordnen sich amphiphile Lipide
spontan zu einer Struktur, die der von Phospholipidschich-
ten in einer biologischen Membran dhnelt. Diese Membran-
modelle gestatten Messungen physikalischer Eigenschaften
an geordneten Systemen, wie sie in dieser Vielfalt an den
weit komplexeren natiirlichen Membranen nicht moglich
sind. Eine anschauliche Gegeniiberstellung und ausfiihrliche
Diskussion dieser Modelle gibt Noelll'?2,

4.2, Modelle polymerer Membranen

4.2.1. Polymerisierbare Lipidsysteme

Den Hauptanteil der Lipide in einer Membran stellen
Phospholipide. Abbildung 17 zeigt die Struktur typischer
amphiphiler Systeme mit hydrophoben Alkylketten und hy-
drophiler Kopfgruppe.

Will man polymerisierbare Lipide zur Herstellung stabiler
Modelle fiir Biomembranen synthetisieren, so kann die poly-
merisierbare Gruppe rein formal in die hydrophile Kopf-
gruppe oder in die hydrophobe Alkylkette eingefiihrt werden
(Abb. 18)'%],

Nach allen vier Prinzipien in Abbildung 18 entstehen Sy-
steme, bei denen nicht alle Eigenschaften von Zellmembra-
nen erhalten bleiben. Die Methoden a)-c) lassen zwar die
Kopfgruppen unbeeinflulit, so dafl physikalische Eigen-
schaften wie Ladung, Ladungsdichte etc. gleich bleiben, ver-
andern aber die fur biologische Systeme sehr wichtige Flui-
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]
Kephalin R = =(CH.)-NH,
Phosphatidylserin R = —CHZ-(;:H—COOe

®NH,

Abb. 17. Struktur der in Biomembranen am hédufigsten vorkommenden Phos-
pholipide.

ditit der hydrophoben Ketten. Im Fall d) bleibt diese zwar
weitgehend unverindert, doch muff man in der Wahl der
Kopfgruppen Einschrinkungen hinnehmen. Allen polymeri-

d)

Abb. 18. Mdglichkeiten zur Herstellung polymerer Modellmembranen [123]
(x = polymerisierbare Gruppe). a)—c¢) Polymerisation unter Erhaltung der Kopf-
gruppeneigenschaften, d) Polymerisation unter Erhaltung der Kettenbeweglich-
keit. Beispiele fiir Monomere siehe Tabelle 2.

sierten Lipidsystemen gleich sind die stark erhohte Viskositit
und die verringerte laterale Beweglichkeit der einzelnen Mo-
lekiile.

Alle vier in Abbildung 18 gezeigten Moglichkeiten zum
Aufbau  polymerisierbarer Lipide wurden  bereits
realisiert!"?]. Es ist dabei durchaus nicht notig, zum Aufbau
von Modellen fiir Biomembranen die relativ komplizierten
Phospholipide herzustellen: “One need not attempt to repro-
duce Mother Nature slavishly” (Fendler)!'*)). Kunitake!'*"
zeigte bereits 1977, daBl auch einfach gebaute Molekiile wie
Dialkylphosphat-Salze oder Dialkyldimethylammonium-
Salze Liposomen bilden konnen. Fuhrhop''*®! und Kunita-
ke!" konnten auBerdem Liposomen aus Molekiilen herstel-
len, bei denen zwei hydrophile Kopfgruppen durch eine Ket-
te verbunden sind (vgl. Tabelle 2, Typ b). Als polymerisier-
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bare Gruppierung wurden bei den Lipid-Typen a) und d)
der Tabelle 2 Methacryloylreste, bei den Typen b) und c)
Diacetylen- und Diengruppen verwendet. Einige der bisher
synthetisierten polymerisierbaren Lipide sind in Tabelle 2
zusammengefaft.

Tabelle 2. Einige polymerisierbare und liposomenbildende Lipidanaloga (vgl.
Abb. 18).

Typ Verbindung Lit.
0o | *—/——o0
a) X
CHp=C(CHy)~C O~NH~(C Hp)y ¢~CO~O~(CHa)z g CHa
Br® (14) [123]

C Hy=C{C Hy)~C O-NII—(C Hg); ;-C O~O—{(CHy)y” "CHj

CH,-C{CHyg)~CO-O~(CHa)yy g CHs
N Br® (1s)  [128]
CH3—{CHz)ys" CHj
o O X —O
HOOC~{C Hy)g—C=C—-C=C—(CHy)g~COOH r16) [123]
HO-(CHp)g~C  C~C=C~(CHy)g~OH (17)  [123]
Hy03 P-0-(CHy)g—C C—C=C—(CHy)g—O-POyH, (18) [129]
—X
c) —_— X:C)
CH~{(CHa)z=C C=C- C=(CT,)g-CO-O—CH,
CHy~(CHphip=C C-C C=(CHg)g=CO-O—CH O o (19)  [(130]
CHy-O-P-0—(CH,)-N({CHa)s
&
CHy-(CHy);~C H-CH-CH=C H-CO-O~CHj,
CHy~(CHz)yp~CHl CH-CH-CH-CO-O-CH 0 (20) {130]
CHy-O-P-0-(CHy)-N(CHs )y
o

CH3~(Cly);g~C C-C C—{CH,)y~CO-O~(CHz)z g CHy
_ Br® f21) (132
CHy—(CHa)yg~C=C~C=C—~{CHy)gCO-O—(CHy)y” CHy

CHz—(CHg)y~C -C-C C-—(CHZ)Q—O\(")
P-OH (22} (133}
C Hy~(C Ha)13~C=C~C=C~(CH,)g-0

€ Hy+(C Hy)yyCC—C2C—(CHy)g~C O-0—(CHy)s_
N—(CHy);-SOgH  (23)  [134]
CHy~(CHg)yz-C=C—C=C—(CHy)g-C O—O—(CHy);

a) 0

C H;*(CHz)xs—COfO—CIHZ
CHS’(CHz)ls’CO“O*C“H f24) {123)
CHy-0-CO-C (CHy)=CH,

X

CHy (CHhO-CHy
Cns—((*Hz)”—o——c’ q (25)  [123]
C Hy—O~CO—(C Hy)s—NH-CO-C(CHg)=CH,

CHa~(CH)7-0-CO-CI,
C Hy—(CHg)y7~O—~CO~C H-NH-CO—C (CHg)=CH, (26) [123]

Es wurde untersucht, ob die in Tabelle 2 aufgefiihrten
Verbindungen sich polymerisieren lassen, wenn sie wie in ei-
ner Membran angeordnet sind. Von den drei Membranmo-
dellen in Abbildung 16 sind Monoschichten an der Gas-
Wasser-Grenzfliche am einfachsten aufzubauen. Dies ist
auch die ilteste Methode. Sie erméoglicht neben einer Viel-
zahl physikalischer Messungen besonders die einfache Beob-
achtung der Polymerisation und soll daher im folgenden Ab-
schnitt an einigen typischen Beispielen diskutiert werden.

4.2.2. Untersuchung von polymerisierbaren Amphiphilen
in Monoschichten

Die ersten Berichte iiber das Verhalten von Ol auf Wasser
stammen aus der Zeit der Babylonier. Sie spreiteten Oltrop-
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fen auf einer Wasseroberfliche und machten aus dem Ver-
halten des Olfilms Wahrsagungen iiber Gesundheit, Krieg
oder Wohlstand!"**), (Der Fortschritt der Wissenschaft ist un-
verkennbar: Heute spreitet man Lipide auf einer Wasser-
oberfliche und versucht ,,Wahrsagungen® — iiber das Li-
pid.)

Irving Langmuir erkannte bereits 1917, dal amphiphile
Substanzen einen Film auf der Wasseroberfliche bilden
konnen, der exakt die Dicke einer Molekiilschicht hat['*®),
Ein solcher monomolekularer Film ist ein zweidimensionales
System, an dem man durch Variation von lateralem Druck,
Fliche und Temperatur Phasendiagramme messen kann.
Ublicherweise werden die Isothermen mit der Langmuir-
Filmwaage gemessen und als ,,Schub-Flichen-Diagramme*
aufgezeichnet (Abb. 19)!!!7),

B o
s o

b v

&% o~ q)

A —t—

Abb. 19. Links: Langmuir-Filmwaage, schematisch; rechts: Charakterisierung
von Monoschichten an der Gas-Wasser-Grenzfliche durch Schub-Flichen-Dia-
gramme, schematisch (Erlduterungen zu a)-d) siehe Text). p: Oberflichendruck,
A: Flache.

Man kann analog den p-¥V-Diagrammen dreidimensiona-
ler Systeme p-A-Diagramme der Monoschicht bestimmen;
bei groBer Fliche und geringem Schub bildet sich eine gas-
analoge Phase a), die man mit einer ,,zweidimensionalen
Gasgleichung” beschreiben kann. Weitere Kompression
fithrt zu einer expandierten oder fliissig-analogen Phase b),
in der die hydrophilen Kopfgruppen untereinander Kontakt
Liaben, die hydrophoben Ketten aber noch weitgehend frei
beweglich sind. Stirkere Kompression schlieSlich resultiert
in einer kondensierten oder fest-analogen Phase mit dichter
Packung der Kopfgruppen c) oder der Ketten (d). Der ge-
ringste Flachenbedarf eines fest-analogen Films betrdgt ca.
0.18 nm? pro Kette und entspricht damit der Querschnittsfli-
che von Kohlenwasserstoffen im Kristall. Eine weitere Ver-
ringerung der Fliche 1dB8t die Monoschicht kollabieren: das
System ist danach nicht mehr exakt definiert, und die Mole-
kiile verlieren ihre hohe Orientierung.

Der Einfluf3 von Parametern wie Temperatur, Kopfgrup-
pe, Kettenldnge und pH-Wert auf die Membraneigenschaf-
ten (z. B. Stabilitit) 148t sich iber Schub-Flichen-Diagram-
me in Abhéngigkeit von der Struktur verfolgen. Dies sei am
Beispiel der amphiphilen Verbindungen (27)-(29) mit natiir-
lich vorkommenden Kopfgruppen (Lysophospholipid-
Analoga) demonstriert!">”! (Abb. 20).

CH3z—(CHj);2—C=C~-C=C—{ CH2)9~O~1]:I"O—R
bo
@
(27), R = CH;~CH-N(CH,)s
(28), R = CHy;~CHy-NH3®
(29),R =H

Mit abnehmendem Flichenbedarf der Kopfgruppe nimmt
die Packungsdichte der Molekiile in der Monoschicht zu:
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withrend (27) lediglich einen expandierten Film zeigt, bildet
(28) neben einer fliissig-analogen eine fest-analoge Phase.
(29) liegt nur in einer kondensierten Phase vor. - Das Schub-
Flichen-Verhalten natiirlicher Phospholipide und syntheti-
scher Lipide ist ausfiihrlich beschrieben worden!"?® 1441,
Uber die Charakterisierung von Lipiden in Monoschich-
ten hinaus zeigen zahlreiche Arbeiten die Verwendbarkeit

o —

N\
1
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1
\
404
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-
T T =y
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Abb. 20. EinfluB der Kopfgruppe der Lysophospholipid-Analoga (27)-(29) auf
das Verhalten in Monoschicht [137]. Schub-Flichen-Diagramme von (27}
(= —— ) (28} (--—-- ) und (29) (———). p: Oberflichendruck (in mN/m), 4:
Fliche (in nm?/Molekiil).

dieser Methode zur Untersuchung von Membraneigenschaf-
ten: Gorter und Grendel leiteten aus dem Flachenbedarf der
Monoschicht von Membranextrakten die Existenz einer
Doppelschicht in Biomembranen ab!'*. Auch Reaktionen,
wie sie in Biomembranen ablaufen, kénnen in Monoschich-
ten untersucht werden, z. B. die Adsorption von Proteinen an
die Monoschicht und ihre Insertion in die Lipidmatrix!'4%
oder die Aktivitdt des Enzyms Lipase in Abhédngigkeit vom
Oberflichendruck!"*"l. Der Nachweis der Mischbarkeit ver-
schiedener Phospholipide und die Charakterisierung von
Phospholipid-Cholesterin-Mischungen ermoglichen Riick-
schliisse auf das Verhalten dieser Molekiile in der Biomem-
bran!'*?, Wechselwirkungen von Lokalanisthetica mit
Membranen wurden modellhaft in Monoschichten unter-
sucht!'+l,

Inwieweit die Ergebnisse der Studien iiber das Verhalten
von Phospholipiden in Monoschichten auch fiir sphérische
Membransysteme (Liposomen, Zellen) gelten, hat Blume dis-
kutiert!"*),

4.2.3. Polymerisation in monomolekularen Schichten

Da die Orientierung und Packungsdichte der Monomere
in monomolekularen Schichten genau festgelegt und iiber-
priift werden kann, ermoglicht diese Methode auch den Ver-
lauf der Polymerisation in solchen geordneten Systemen zu
untersuchen (Abb. 21)I'41,

il -

Abb. 21. Schematische Darstellung des Aufbaus polymerer Monoschichten
durch UV-Bestrahlung unter Erhaltung der Orientierung (x = polymerisierbare
Gruppe).

Dabei bleibt die Orientierung der Monomerbausteine er-
halten. Man erhilt hochgeordnete stabile Polymerfilme mit
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Orientierungsgraden, wie sie nach anderen Verfahren — z. B.
durch Spreitung des fertigen Polymers — nicht zu erreichen
sind!'#¢). UV-initiierte Monoschicht-Polymerisationen wur-
den in den letzten Jahren intensiv untersucht!'**~'*¥], Die Re-
aktionen verlaufen in der Regel unter Kontraktion; die stei-
leren Schub-Flichen-Diagramme der polymeren Mono-
schichten zeigen einen geringeren Flichenbedarf und hoéhe-
ren Kollapsdruck an!"“l. Daher ist es moglich, den Verlauf
der Polymerisation durch die Kontraktion des Films in Ab-
hingigkeit von der Zeit bei konstantem Druck zu verfolgen.
Dies kann am Beispiel des Diacetylenlipids (21) gezeigt wer-
den (Abb. 22)132,
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Abb. 22. Schub-Flichen-Diagramme des monomeren und des polymeren Am-
moniumlipids {21} [132] (Tabelle 2). (———) Monomer, (----- ) Polymer, p:
Druck (in mN/m), 4: Flache (in nm?/Molekiil).

In den letzten Jahren wurde eine weitere Methode - die
Messung der UV-Absorption in Monoschichten ~ zum Stu-
dium der Polymerisationskinetik entwickelt!'*®. Dabei be-
nutzt man einen in ein konventionelles UV-Geriit eingebau-
ten Langmuir-Trog. Speziell die Diacetylen-Polymerisation
kann mit dieser Technik leicht verfolgt werden, da das Poly-
mer im sichtbaren Bereich eine hohe Extinktion zeigt (vgl.
Abb. 27). Die Polymerisation von Diacetylenen im Festkor-
per ist ein seit langem bekanntes Phinomen!'*”!, Die Reakti-
on verlduft topochemisch, d. h. die Struktur des Monomer-
kristalls bestimmt die Reaktivitit und Struktur des Polymers.
Die Farbe des Polymers (blau/rot, vgl. Abb. 26) mit konju-
gierter ,,En-in-Struktur” hingt von der Konformation der
Polymerkette im Kristall'>?! und in Losung!**'! ab.

(lZHg CHs;

I CHj (Ing
(CHg)n e (qHZ)n ((FHz)n (?Hz)n

C\ C\ C\
SCS 7 Cse. 4 Cse. 4 Cse y
Csc C¢ C ¢ .’

| | | | | |
R R R R R R

Die Polymerisation von Diacetylen-Tensiden und
-Lipiden nimmt, wie sich UV-spektroskopisch zeigt, in mo-
nomolekularer Schicht den gleichen Verlauf wie im Kri-
stall!"*®!. Man findet in Abhingigkeit von der Bestrahlungs-
dauer sowohl die blaue Modifikation (A,.,=620 nm) als
auch die rote Polymer-Endstufe (An,. = 540 nm). Die sowohl
durch Kontraktion der Monoschicht (Abb. 22) als auch UV-
spektroskopisch nachgewiesene Polymerisierbarkeit des Di-
acetylen-Lipids (27) demonstriert, dafl auch in der Mono-
schicht die fur eine topochemische Reaktion notwendige
Packungsdichte erreichbar ist. Man kann zeigen, da3 die Po-
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lymerisation lediglich im fest-analogen Monomerfilm er-
folgt, d. h. im vorliegenden Beispiel bei Schiiben oberhalb 10
mN/m!!?% 134148 Eine Bestrahlung des Films im fliissig-ana-
logen Bereich (p <10 mN/m) fithrt nicht zu Polymerfilmen.

Im Gegensatz zu den nur topochemisch polymerisierbaren
Diacetylenen sind sowohl die Methacryloyl- als auch die
Dien-Derivate der Lipide und Tenside nicht nur im fest-ana-
logen, sondern auch im fliissig-analogen Bereich polymeri-
sierbar!'?> 139 Abbildung 23 gibt das Kontraktionsverhalten
des Dienlecithin-Analogons (20) bei Bestrahlung im fliissig-
analogen Bereich (p =7 mN/m) wieder!"*".,

20 1

Abb. 23. Schub-Flachen-Diagramme des monomeren und des polymeren Leci-
thin-Derivats (20) [130] (Tabelle 2). (———) Monomer, (-——--— ) Polymer, p:
Druck (in mN/m), 4: Fliche (in nm?/Molekiil).

In den Methacryloyl- und Dien-Systemen sind die (nicht
konjugierten) Polymerketten weit beweglicher als in den
Diacetylenen und daher zum Aufbau flexibler Membranen
besser geeignet.

Bei allen bisher untersuchten Systemen zeigen die Schub-
Flichen-Diagramme fiir die Polymere dichtere Filmpackun-
gen und hohere Kollapsdriicke als fir die Monomere. Dies
deutet auf die vom Konzept her erwartete hohere Filmstabi-
litit der polymerisierten Membranen hin. Anschaulich ist
dies in Abbildung 24 demonstriert.

Abb. 24. Doppelschicht einer Poly(diacetylencarbonsiure) auf einem Elektro-
nenmikroskop-Kupfernetz. Die stabile Doppelschicht iiberspannt eine Fliche
von 0.25 mm?.

Eine Doppelschicht aus einer Poly(diacetylencarbonsaure)
iiberspannt eine Offnung von 0.5 mm Durchmesser an einem
Elektronenmikroskop-Netz. Diese Doppelschichtmembran
bleibt in Wasser und an Luft {iber Wochen stabil!'44l,

Nach den bisherigen Untersuchungen ist eine Polymerisa-
tion in planaren geordneten Systemen mdglich, und sie fithrt
tatséchlich zu hochgeordneten und wie erwartet sehr stabilen
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Modellmembranen. Zu diskutieren bleibt allerdings im
nichsten Abschnitt, ob auch bei sphirisch angeordneten
Doppelschichten in Liposomen eine Polymerisation stattfin-
den kann und wie weit die dabei gebildeten Polymervesikeln
den bisher bekannten niedermolekularen Systemen an Stabi-
litat iiberlegen sind.

4.3. Polymere Liposomen als Zellmodelle

4.3.1. Struktur und Herstellung von Liposomen

Liposomen als Zellmodelle sind den biologischen Mem-
branen am dhnlichsten; es handelt sich hierbei um geschlos-
sene, kugelformige Gebilde mit einem wiBrigen Innenraum
und einer oder mehreren Lipid-Doppelschichten!'>? (Abb.
25).

Abb. 25. Schematische Darstellung unilamellarer, d. h. aus einer Doppelschicht
gebildeter Liposomen.

Derartige Vesikeln lassen sich sowohl aus synthetischen
Amphiphilen als auch aus Membranextrakten herstellen; re-
konstituierte Membranen, d. h. Liposomen aus Zellmem-
branbestandteilen, enthalten fast alle Komponenten von
Zellmembranen (Lipide, Proteine, Glycolipide etc.). Ein wei-
teres Beispiel sind die durch osmotischen Schock hergestell-
ten ,,Erythrocyt-Ghostzellen*“!'*3!,

Vesikeln aus synthetischen Lipiden oder Lipidanaloga
sind in ihrem Aufbau natiirlich sehr viel einfacher. Im Nor-
malfall bestehen sie aus einer einzigen Komponente, und
man erhilt je nach Art der Erzeugung unterschiedlich grofie
Doppel- oder Multischicht-Vesikeln!'2!l,

Die gebriauchlichsten Methoden zur Herstellung von Lipo-
somen!'?" sind die Beschallung von Lipidsuspensionen in
Wasser, die Injektion von Methanol- oder Etherlosungen des
Lipids in Wasser, die Dialyse von Tensid-Lipid-Gemischen
sowie das Schiitteln von an Glasoberflichen aufgebrachten
Lipidfilmen in Wasser.

Die in Abschnitt 4.2.1 beschriebenen polymerisierbaren
Lipide und Lipidanaloga (14)-(25) (Tabelle 2) wurden iiber-
wiegend durch Beschallung ihrer Kristallsuspensionen in li-
posomale Losungen iiberfithrt!'?*'**, Analog den Untersu-
chungen von Gebicki und Hicks!">® an gesittigten Tensiden
konnten z. B. auch langkettige Diacetylencarbonsiduren und
einige ihrer Derivate in Liposomen iiberfiihrt werden!'>*,
Bei lingerer Beschallung bilden sich kleine, relativ homoge-
ne Vesikeln mit einer einzigen Doppelschicht. Man erhalt
nach Filtration durch einen Millipore-Filter klare oder leicht
opake Losungen. Wie die bekannten niedermolekularen Ve-
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sikeln sind auch die Monomerliposomen relativ instabil: Thre
Losungen werden nach einigen Tagen triib.

4.3.2. Polymerisation in liposomalen Systemen

Die Monomerliposomen aus Methacryloyl-, Dien- und
Diacetylenlipiden und -tensiden lassen sich durch UV-Be-
strahlung in Polymerliposomen umwandeln. Dieser Prozef3
1aBt sich fiir die Diacetylenlipide durch den bereits bei der
Monoschichtpolymerisation erwihnten Farbumschlag visu-
ell und spektroskopisch verfolgen (Abb. 26). Es werden auch
hier - wie bei der Monoschichtpolymerisation — klare, aber
tief farbige Polymerlosungen erhalten!'>4,
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Abb. 26. Polymerisation von Liposomen aus dem Diacetylenlipid (21) (Tabelle 2,
vgl. Abb. 27). Umwandlung der farblosen Monomerldsungen in die tiefblauen
oder leuchtendroten Polymerlgsungen.

Der Ubergang von blau nach rot (Abb. 26) erfolgt durch
lange Bestrahlung oder Temperaturerhohung. Die VIS-
Spektren der roten Polymer-Endform in Monoschicht und in
Liposomen stimmen hinsichtlich der Bandenlage iiberein
(Abb. 27).
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Abb. 27. VIS-Spektren der roten Form polymerer Monoschichten und polymerer
Liposomen aus dem Diacetylenlipid (2) [154]. (-———- ) Spektrum der Mono-
schicht (vgl. Abb. 22), (———) Spektrum der Liposomenidsung (vgl. Abb. 26);
O. D.: optische Dichte.

Der direkte Beweis, daf3 es sich bei den Polymerldsungen
der Methacryloyl-, Dien- und Diacetylenlipide um liposoma-
le Strukturen handelt, kann durch die Elektronenmikrosko-
pie erbracht werden. Abbildung 28 zeigt die Losung der mo-
nomeren Vesikeln des Ammoniumlipids (21)"4.

Durch vergleichende Messungen mit der Losung des ana-
logen Polymers kann die Strukturerhaltung nachgewiesen
werden. Dies stimmt auch mit den Ergebnissen elektronen-
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Abb. 28. Elektronenmikroskopische Aufnahme kleiner unilamellarer Monomer-
vesikeln aus dem Diacetylenlipid (21) nach Ultraschallbehandlung, negativ kon-
trastiert mit Uranylacetat [154].

mikroskopischer Untersuchungen von Regen et al.!'?®* an Li-
posomen des aus (15) erhaltenen Polymethacryloyllipids
iiberein.

Die GroéBenverteilung von Monomer- und Polymervesi-
keln bleibt gleich, was am Beispiel der Liposomen aus dem
Dien (20) durch Gel-Permeations-Chromatographie (GPC)
bestitigt wurde!'*®l,

Wiirige Losungen dieser polymeren Liposomen sind -
anders als die der Monomere - iiber Wochen stabil. Einge-
schlossene Substanzen werden von Polymerliposomen weit-
aus weniger leicht freigegeben als von Monomerliposomen.
Dies wurde am Beispiel des Dienlipids (20) durch Fluores-
zenzmessungen untersucht: In Liposomen in hoher Konzen-
tration eingeschlossenes 6-Carboxyfluorescein (6-CF) zeigt
keine Fluoreszenz (quenching). Bei der Freisetzung in das
umgebende wiBrige Medium tritt aufgrund der hohen Ver-
diinnung eine starke Fluoreszenz aufl'*ll, Liposomen aus
Dipalmitoyllecithin zeigen unterhalb der Phaseniibergangs-
temperatur in 40 h eine Freigabe von 8% des eingeschlosse-
nen 6-CF. Liposomen aus monomeren (20), die im fliissig-
analogen Zustand vorliegen, setzen den Farbstoff sehr viel
schneller frei. Bei Polymerliposomen dagegen ist auch nach
40 h noch keine Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs zu be-
obachten!!*! (Abb. 28a). Dariiber hinaus lassen sich Vesikel-
losungen, z. B. mit Ethanol, ohne Ausfillung verdiinnen!>*").
Die polymeren Liposomen aus dem Diacetylenlipid (21) so-

10 20 30 40
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Abb. 28a. Freisetzung von eingeschlossenem 6-Carboxy-fluorescein aus Liposo-
men aus monomerem und polymerem (20). Zum Vergleich: DPPC (Dipalmitoyl-
phosphatidylcholin). R =% Freisetzung. 1 =Zeit in h
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wie dem Methacryloyllipid (74) bleiben auch in 80proz.
ethanolischer Losung wochenlang unverindert. Das gleiche
wurde von Regen am polymeren Methacryloyllipid (15) ge-
funden!'?®! (Abb. 29).
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Abb. 29. Stabilitit von Monomer- (-—-) und Polymer-Liposomen (——) aus

dem Methacryloyllipid (/5} nach Ethanolzusatz [128], 44x: Absorption bei 400
nm.

Eine Ausfillung kann durch Zugabe von Salzen, z. B.
K(l, erreicht werden. Die Liposomen werden durch den os-
motischen Schock nicht zerstort. Im Prizipitat lassen sich
elektronenmikroskopisch weiterhin kugelige Vesikeln nach-
weisen!'*,

Einen weiteren Hinweis auf die hohe Stabilitit der poly-
meren Liposomen erhilt man aus rasterelektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen (Abb. 30). Wihrend die Monomervesi-
keln schon aufgrund der drastischen Bedingungen bei der
Priparation im Hochvakuum zerstért werden, lassen sich die
polymeren Liposomen wiederum unter Erhaltung ihrer
sphirischen Strukturen abbilden!'*.

Abb. 30. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme groier multilameltarer Po-
lymervesikeln aus dem Diacetylenlipid (21) [154].

Von den drei in Abschnitt 4.1.3 diskutierten Moglichkei-
ten zur Untersuchung von Membranmodellen wurden bisher
die Polymerisation in Monoschichten und in Liposomen
realisiert. Unseres Wissens ist die Polymerisation von Tensi-
den und Lipiden in einer bimolekularen Lipidmembran
(BLM) noch nicht beschrieben. Polymerisationsfihige Tensi-
de und Lipide bilden #hnlich stabile BLMs wie Phospholipi-
de!®”]. Dariiber hinaus lassen sich auch Mischsysteme von
polymerisierbaren Lipiden mit natiirlichen Phospholipiden
herstellen. An einem Methacryloyl-Lipid konnte gezeigt
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werden, dal Doppelschichten auch als BLM polymerisierbar
sind!**",

4.3.3. Versuche zur Oberflichenerkennung
polymerer Liposomen

Von den im Abschnitt 4.1.1 an ein hypothetisches polyme-
res Antitumormittel auf zelluldrer Basis gestellten Forderun-
gen kann die erh6hte Stabilitit — zugegebenermaBlen die ein-
fachste Bedingung — als realisierbar betrachtet werden.

Das nichste Problem, die spezifische Erkennung, ist fiir
niedermolekulare Liposomen bereits vielfach experimentell
angegangen worden.

Bereits der strukturelle Aufbau von Liposomen spielt eine
Rolle fur ihr in-vivo-Verhalten. Faktoren wie GroBe, La-
dung und Lipidzusammensetzung sind entscheidend fir die
Aufenthaltsdauer im biologischen System und fiir die Fahig-
keit, in bestimmte Organbereiche einzudringen!'*®). Ein spe-
zifisches Ansteuern von Zielorganen (,,targeting*) ist durch
Variation dieser Parameter nicht zu erzielen.

Direkte Versuche zum zellspezifischen Transport von Li-
posomen wurden mehrfach beschrieben: Cohen et al. iiberzo-
gen Liposomen mit aggregiertem Immunglobulin!'>®; die
Aufnahme in Phagocyten konnte damit um den Faktor 60
gegeniiber freien Liposomen erhoht werden. Gregoriadis und
Neerunjun erzielten ein ,,homing“ von Antikorpern bei Zell-
kulturen!*®”; die Aufnahme dieser Liposomen durch die ent-
sprechenden Zellen war maximal um den Faktor 25 erhéht,
wenn die Liposomen mit den Antikérpern beladen waren.
Ahnliche Versuche wurden mit lipid-fixierten Antikor-
pernt®!! unternommen. Trotz dieser vielversprechenden
Versuche ist ein genaues ,,targeting bisher nicht gelungen.
Nach wie vor reichert sich die Hauptmenge der Liposomen
in Leber und Milz an und wird zu schnell aus dem Blutkreis-
lauf entfernt.

Mit polymeren Liposomen sind bisher nur einfache Mo-
dellreaktionen zur spezifischen Erkennung durchgefiihrt
worden. Dabei boten die intensiv untersuchten Wechselwir-
kungen membrangebundener Zucker mit Lectinen eine aus-
sichtsreiche Perspektive: In der biologischen Membran erfiil-
len die im AuBenmilieu exponierten Zuckerreste als Erken-
nungssignale eine Vielzahl wichtiger Funktionen!'?!. Einige
Zuckerreste konnen von bestimmten Proteinen pflanzlicher
und tierischer Herkunft, den Lectinen, spezifisch erkannt
und gebunden werden!!®*. Uber die Bindung solcher Lectine
an in Liposomen herkdmmlicher Art inkorporierte Glyco-
proteine und Glycolipide und die Agglutination der resultie-
renden Lectin-Liposomen-Komplexe liegen bereits umfang-
reiche Untersuchungen vor!'*4. Das gebriuchlichste Lectin
ist Concanavalin A (Con A), das bei pH=7 als Tetramer
iber vier Bindungsstellen fiir endstindige Zucker wie D-
Mannopyranose und D-Glucose verfiigt!'®?l.

Fiir die Modellreaktionen zur Oberflichenerkennung po-
lymerer Liposomen mit Con A wurden die amphiphilen Mo-
nomere (30) und (31) mit einem Gluco- bzw. Galactopyra-
nosering als Kopfgruppe hergestellt!'?% 1631,

(30) konnte als langkettiges Tensid durch Beschallung in
Liposomen umgewandelt werden. Diese lassen sich durch
UV-Bestrahlung analog den vorher beschriebenen Lipiden
zu blauen und schliefilich roten Loésungen polymerisieren.
Versetzt man die Lésungen monomerer und polymerer Lipo-
somen des Glycolipids mit Con-A-Ldsung, so treten nach
kurzer Zeit Agglutination und Ausfillung der Liposomen
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ein. Dieser Effekt konnte mit anderen polymeren Liposomen
ohne Zuckerreste nicht beobachtet werden!'2%-16%1,

CH,OH
HO 0
. O—(CHy)g-R (30)
HO
HO cn,0H OH O o
0 It
i
HO o C\NH—NH—C—(CHZ)B—R (31)
HO OH
HO" “cn,0H

R = CEC—CEC—'(CHz)lz—CHg

Auch der Einbau von nicht polymerisierbaren Glycolipi-
den in polymere Liposomen ist gelungen!!®>®!. Diese Liposo-
men mit Zuckermolekiilen an der Membranoberfliche wer-
den vom Lectin erkannt und ausgefillt. Interessant ist hier-
bei, da} durch Zugabe eines entsprechenden niedermoleku-
laren freien Zuckers die Lectin-Polymerliposom-Bindung
aufgehoben werden kann (Verdringungsreaktion) und der
rote Niederschlag sich wieder auflost. Dieses Experiment be-
weist, daB3 die zuckerhaltigen Polymerliposomen beim Er-
kennungs- und Ausfillungsvorgang nicht zerstort werden.
Glycolipide konnen also auch in Polymervesikeln von spezi-
fischen Proteinen erkannt werden. Zur Zeit laufen Versuche
zur Oberflichenerkennung mit polymeren Liposomen gerin-
gen Zuckergehalts sowie zum Einbau von Lectinen in Poly-
mervesikeln. In diesen Zusammenhang gehort auch die Fra-
ge, die im nichsten Abschnitt kurz angesprochen wird, wie
weit man - analog dem Aufbau von Mischsystemen in Mo-
noschicht!*” — von den bisher verwendeten, synthetischen
Polymerliposomen durch Einbau natiirlicher Phospholipide
und Proteine zu Vesikeln kommen kann, deren Oberflichen
den Membranen von Zellen dhnlicher sind.

4.3.4. Auf dem Weg zu Zellmodellen

Polymere Antitumormittel auf zelluldrer Basis? Das Fra-
gezeichen bleibt.

Was die hierzu diskutierten Uberlegungen angeht, so wur-
den drei wesentliche Anforderungen an solche Systeme er-
wihnt, namlich Stabilitit, Fihigkeit zur Zellerkennung und
zur Zellmembranzerstérung. Die Herstellung ausreichend
stabiler Liposomen aus amphiphilen Monomeren ist gelun-
gen. Eine Moglichkeit der spezifischen Erkennung solcher
polymerer Liposomen konnte am Beispiel der Lectin-Zuk-
ker-Wechselwirkung gezeigt werden. Bis zu einem echten
»targeting® ist es aber noch ein weiter Weg. Nachdem in
jiungster Zeit der Einbau monoklonaler Antik&rper in nie-
dermolekulare Liposomen erreicht werden konnte!'®®), kann
man auch hier fiir die Zukunft optimistischer sein.

Was die dritte Forderung an mogliche Antitumormittel
auf zelluldrer Basis angeht, nimlich das Vorhandensein ei-
nes zellzerstorenden Prinzips, so lassen sich auf der Basis
biochemischer Erkenntnisse zumindest Spekulationen an-
stellen: moglich wire der Einbau Lysophospholipid-erzeu-
gender Enzyme, z. B. Phospholipase A, in ein stabiles Vesi-
kel, das selbst nicht zerstort werden kann; moglich wiren
aber auch Mischliposomen mit hohem Gehalt an Lyso-
phospholipiden, wobei die iibrigen Membranbestandteile ei-
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nes solchen Systems durch Lyse nicht zerstérbar sein diirf-
ten. Uber Versuche zur selektiven Zerstérung von Tumorzel-
len durch synthetische Alkyl-Lysophospholipide wurde be-
reits berichtet!'®’l. Eine weitere Moglichkeit wire der Trans-
port polymerer Tenside, die das Transportliposom nicht zer-
storen koénnen, zur Tumorzellmembran. Dieses letzte Bei-
spiel dhnelt im Prinzip dem als humorale Immunantwort be-
zeichneten Weg zur Zerstorung von Tumorzellen!'®®,

Die Freisetzung von in Polymerliposomen eingeschlosse-
nen Substanzen verlangt aber, da die stabilen Liposomen
destabilisierbare Bereiche enthalten, den Korken von Fla-
schen vergleichbar. Dies ist in Abbildung 31 schematisch
dargestellt.

Abb. 31. Schematische Darstellung der Destabilisierung von Polymerliposomen
mit labilen Bereichen. Freisetzung des Vesikelinhalts (siehe Text).

Mechanismen zur Offnung der stabilen polymeren Lipo-
somen, z. B. durch Permeabilitidtserhohung oder durch ,,Ent-
korkung®, kdnnten sein:

- photochemische Membrandestabilisierung!!*”!

- pH-abhingige Offnung in saurem Milieu!'7"!

— temperaturabhingige Offnung durch Uberschreiten der
Phaseniibergangstemperatur (Hyperthermie)!'’)

- enzymatische Prozesse

An niedermolekularen Liposomen liegen bereits Untersu-
chungen auf diesem Gebiet vorl'**-'71]

Die Erhohung der Stabilitdt von Liposomen durch Poly-
merisation ist also nur ein erster, aber nicht unwesentlicher
Schritt auf dem Weg zu méglichen zelluldren Antitumormit-
teln.

Polymerisierte Vesikeln eroffnen, wenn man von der in
diesem Beitrag angesprochenen speziellen Zielsetzung ein-
mal absieht, iiberall dort neue Anwendungsmoéglichkeiten,
wo stabile Kompartimente benétigt werden. Die Erzeugung
von Mikroumgebungen!®®'’% und Mikrokompartimenten ist
eines der Grundprinzipien der belebten Natur. Die biomi-
metische!'”®! Anwendung dieses Kompartimentierungsprin-
zips findet steigendes Interesse und hat bereits erste Erfolge
vorzuweisen, z. B. auf dem Gebiet der Umwandlung von
Sonnenlicht in Nutzenergie!'* ', bei der Herstellung von
Enzymmodellen!'”®,, bei der Verwendung von Liposomen als
Carrier fiir Pharmaka®®*" und in der Medizinanalytik. Die
Moglichkeiten eines solchen Vorgehens scheinen aber
durchaus noch nicht ausgeschépft. Auch bei der Mikrover-
kapselung!"’® und zur Optimierung katalytischer Prozesse
im allgemeinen ist der Einsatz kompartimentierter Systeme
denkbar. Die Stabilisierung von Kompartimenten wie Micel-
len und Liposomen durch Polymerisation kdnnte ihren An-
wendungsbereich noch betriachtlich erweitern. So kann man
an Polymerliposomen Reaktionen durchfithren, die nur an
der dufleren Membran ablaufen und zu unterschiedlicher
Membranstruktur im Innenraum und im AuBenraum fiih-
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4. Metaboiischer Einbau von

ren!!2¢®l, ohne dafl die Liposomen zerstort werden. Um iiber
die einfache Kompartimentierung hinaus zu vesikuliaren Sy-
stemen mit spezifischen Reaktionsméglichkeiten zu kom-
men, sind komplexere Systeme notwendig.

Membranen aus polymerisierbaren Bereichen, destabili-
sierbaren Bereichen sowie Proteinen und Einheiten mit Er-
kennungsfunktionen fithren zu Liposomen, die als Zellmo-
dell betrachtet werden konnen.

Ganz allgemein hat sich in der modernen Zellmembran-
forschung die Diskussion von Modellen als duflerst niitzlich
erwiesen!'””). Die heutigen Membranmodelle — mdgen sie
noch so simplifiziert sein - sind erstaunlich gut geeignet, um
wichtige biologische Funktionen!'’”® wie Kommunikation
zwischen Zellen, Aufnahme von Substanzen in Zellen und
Ubertragung von AuBenimpulsen auf Innenreize bei Zellen
verstindlich zu machen. Vier Wege zum Aufbau von Zell-
modellen mit polymerisierbaren Einheiten sind in Abbil-
dung 32 zusammengefaft.

Kinstlicher Aufbau 2.
aus Membranbestandteilen

a b ¢ d
U*l*§*§*§

Insertion von Lipiden in
Zellen durch Hdmolyse

+|+§

(]
w@%ﬂ i R
Zell modell AN
/

-
G - A

3. Fusion von Zellen

Fettsduren in Bakterien mit Liposomen

Abb. 32. Schematische Darstellung des Aufbaus von Zellmodellen hoher Stabili-
tit durch partielle Polymerisation der Membran. Membranbestandteile: a) na-
tirliche oder synthetische Lipide, b) polymerisierbare Lipide, ¢) Proteine, d) Ein-
heiten mit Erkennungsfunktionen.

Erstens kann man von einer synthetischen Mischung aus
niedermolekularen Lipiden, polymerisierbaren Lipiden und
Proteinen ausgehen, diese durch die in Abschnitt 4.3.1 be-
sprochenen Methoden in Liposomen umwandeln und poly-
merisieren. Erste Versuche ergaben, da auf diesem Weg
auch komplexe Proteine wie die Fo-F,-ATPase aus Rhodos-
pirillum rubrum in polymere Liposomen eingebaut werden
konnen. Die Aktivitit der ATPase bleibt dabei erhalten!'”!,
Sie ist abhingig von der Polymerisationszeit, d.h. vom An-
teil an polymerisiertem Lipid in der Membran. Die Aktivitit
der ATPase in einem Monomerliposom [aus Verbindung
(23)] ist geringer als in einem Liposom aus natiirlichen Phos-
pholipiden. Mit zunehmender Polymerisationsdauer steigt
jedoch die Aktivitit des Enzyms in Liposomen an und er-
reicht den fiir Lecithin-Liposomen gemessenen Wert. Im
Gegensatz zu den letzteren sind die ATPase-haltigen Poly-
merliposomen iiber langere Zeit stabil.
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Zweitens konnen durch Himolyse polymerisierbare Lipid-
bestandteile z. B. in Erythrocyten-Ghostzellen eingelagert
und nachfolgend polymerisiert werden. Wihrend die osmoti-
sche Himolyse!'*? hierfiir einige entscheidende Nachteile
aufweist, bietet sich das von Zimmermann et al. ausgearbeite-
te Verfahren der elektrischen Himolyse an, um z. B. Ghost-
zellen-Membranen zu variieren. Es beruht auf einem reversi-
blen dielektrischen Durchbruch der Zellmembran im elektri-
schen Feld!'06e- 1%, .

Der dielektrische Durchbruch er6ffnet auch den dritten
Weg zur Erzeugung von Zellmodellen: Nach Zimmermann et
al. fusionieren unter geeigneten Bedingungen Zellen mit an-
deren Zellen oder Liposomen!'®"), Auf diese Weise konnen
z.B. Lipide aus kiinstlichen Liposomen in die Membran von
Zellen eingeschleust werden!'%°),

Uber eine vierte Moglichkeit berichten Chapman et al.l'*":
Bakterienzellen bauen polymerisierbare Diacetylenfettsiu-
ren als Lipide in ihre Membran ein, die dann in der lebenden
Zelle durch UV-Bestrahlung polymerisiert werden konnen.
Die vier in Abbildung 32 diskutierten Moglichkeiten lassen
erwarten, daB die so hergestellten stabilisierbaren Zellmodel-
le zur Untersuchung und Charakterisierung zellulirer Eigen-
schaften und zur Simulierung biologischer Reaktionen die-
nen kdnnen.

5. SchluBbemerkung

Im vorliegenden Beitrag ist versucht worden, aus dem
(notwendig begrenzten) Blickwinkel des Polymerchemikers
iiber mogliche Beitrige der makromolekularen Chemie zur
Entwicklung neuer Antitumormittel zu berichten.

Ziel dieser Uberlegungen war, einige geloste Probleme so-
wie offene Fragen deutlich zu machen und iiber weitere L&-
sungsmoglichkeiten zu spekulieren. Es ist uns durchaus be-
wuflt, daB die Verkniipfung von zwei zunichst eigenstindi-
gen Problemkreisen, nimlich Entwicklung polymerer Anti-
tumormittel auf molekularer Basis und Aufbau stabiler Zell-
modelle, dem Leser willkiirlich erscheinen mag. In der Tat
sind bei den polymeren Antitumormitteln erste Erfolge sicht-
bar — und mit ihnen die zugehorigen Schwierigkeiten. Man
kann sicher sagen, daf3 dieses Gebiet weiterer intensiver Er-
forschung bedarf und wert ist. Im Fall der Zellmodelle und
hypothetischen Antitumormittel auf zellulidrer Basis sind bis-
her nur die ersten Voraussetzungen geschaffen, und es bleibt
abzuwarten, ob das Konzept einer Verwirklichung niher ge-
bracht werden kann.

Fiir beide Ansitze gilt nach wie vor, daB die entscheiden-
de Frage des gezielten Ansteuerns von Tumorzellen im Hu-
manbereich noch weitgehend ungelost ist: “The development
of comparative biochemistry of various tissues and cells has
lagged behind the ingenuity of the synthetic chemist, so that
although in many cases the gun could be loaded with suita-
ble ammunition, we lack information about the target.”['*?],

Angesichts dieser Sachlage kénnte man einwenden, daf3 es
unsinnig sei, weiter ,,die Kanone zu laden*, ehe man das Ziel
ausreichend genau kenne. Die Aktualitit des Tumorpro-
blems 148t jedoch ein Aufgeben der empirischen oder geziel-
ten Suche nach wirksamen Substanzen gegen Krebs nicht zu.
Interdisziplindr, d. h. durch Kooperation von Chemikern,
Pharmakologen, Immunologen und Molekularbiologen be-
trieben, sollten sich auch daraus detailliertere Kenntnisse
iber die Tumorzelle und ihr Verhalten ableiten lassen. Die
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Entwicklung von Antitumormitteln kann also sowohl der
Behandlung als auch der Charakterisierung von Tumoren
dienen. Manches an den hier vorgestellten Konzepten mag
dem Leser spekulativ erscheinen; zu Recht. Wir sind jedoch
der Meinung, daB8 das vorgestellte Forschungsgebiet Anre-
gungen gibt und zu neuen Fragen herausfordert. Die makro-
molekulare Chemie kann vielleicht einen bescheidenen Bei-
trag dazu leisten.

C. C. Zubrod, ein Altmeister der Chemotherapie, verglich
1978 die geringen Erfolge der Tumorchemotherapie mit den
Triumphen bei der Bekimpfung von Infektionskrankheiten
und fugte hinzu: “Remember, however, that with regard to
infectious disease, quinine was discovered in the 17th cen-
tury, and Salvarsan in 1910, and now, in 1978, we still lack
curative agents for viral diseases. The only treatment for my
grandchildren’s chickenpox is watching TV. So the short list
of cure of metastatic disease compiled in these 37 years
should not be discouraging. I feel optimistic that wider suc-
cess will follow in years or decades, rather than in centuries,
as with chemotherapy of infection.”*®

Weder unkritischer Optimismus noch hemmender Pessi-
mismus scheinen also gerechtfertigt. Im iibrigen gilt — wie bei
allen Versuchen, ein Gebiet von ,,héherer Warte* vorzustel-
len — was H. von Saalfeld in Abbildung 33 so trefflich be-
schreibt!*®31,

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Son-
derforschungsbereich 41, Chemie und Physik der Makromole-
kiile, Mainz/Darmstadt), dem Bundesministerium fiir For-
schung und Technologie (Forschungsprogramm Arzneimittel-
entwicklung und -testung fiir die Krebstherapie) und dem
Fonds der Chemischen Industrie fiir die Unterstiitzung unserer
Arbeiten,
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Glossar

Antimetabolit: Chemische Verbindung, die einen wichtigen Stoffwechsel-
prozeB blockiert, indem sie mit dem normalen Metaboliten
(z. B. dem Substrat einer Enzymreaktion) in Konkurrenz
tritt. Antimetabolite werden auch in der Krebs-Chemothe-
rapie angewendet (z. B. Methotrexat).
Abbaubare Polymere, die einen Wirkstoff zeitlich kontrol-
liert freisetzen.
Prozef3, durch den bestimmte Zellen extrazellulires Materi-
al aufnehmen (siehe Abb. 3). Man unterscheidet Phagocyto-
se (Aufnahme von im Lichtmikroskop sichtbarem Material)
und Pinocytose (Aufnahme von sub-lichtmikroskopischem
Material).
Austritt von Hamoglobin bei Auflgsung von roten Blutkor-
perchen (Zerstorung der Zellmembran). Kontrollierte Ha-
molyse (osmotisch, elektrisch induziert) erméglicht die Er-
zeugung von himoglobinfreien (,,Ghost“-)Erythrocyten.
Immunogen: Antigen, das eine Immunantwort auslost.
Immun- Die Immunabwehr verstirkend, z. B. durch Stimulation der
stimulierend: Makrophagen oder der Antikdrper-produzierenden B-Zel-
len.
Immunsuppressiv: Die Immunantwort unterdriickend.
Liposom: Geschlossenes, kugelformiges Gebilde (siehe Abb. 28) aus
einer oder mehreren Lipid-Doppelschichten mit wifirigem
Innenraum; oft auch als Vesikel bezeichnet.
Lyotrope Phase: Aus amphiphilen Molekiilen und einem Losungsmittel (ins-
besondere Wasser) gebildete Struktur hoher Orientierung
(z. B. lamellare oder zylinderfSrmige Anordnung).
Chemisch einheitliche Antikérper, die durch Vermehren
einzelner Antikorper-bildender Zellen (Klonieren) erhalten
werden [166a]. Natiirlich vorkommende Antikdrper gegen
ein bestimmtes Antigen sind nicht chemisch einheitlich
(sondern heterogen).
Phaseniibergangs- Bei Membransystemen Temperatur, bei der ein Ubergang

Chronomere:

Endocytose:

Himolyse:

Monoklonale
Antikorper:

temperatur: von einem fest-analogen in einen fliissig-analogen Zustand
stattfindet.
Pyrogene: Substanzen, die bei hoheren Tieren und Menschen 1-2 h

nach Injektion Schiittelfrost und Fieber hervorrufen.
RES (reticulo- Oberbegriff fiir Zellen unterschiedlicher Gestalt und Her-
endotheliales kunft, die zur Endocytose befahigt sind; siec kommen insbe-
System): sondere in Knochenmark, Leber, Milz und Lymphgewebe
VOor.
An einer bestimmten Stelle des Korpers lokalisierter Tu-
mor.
Parasitische Einzeller, die von blutsaugenden Insekten auf
Wirbeltiere iibertragen werden. T. cruzi wird in Siidamerika
von Raubwanzen auf Menschen libertragen und verursacht
Chagas’ Krankheit: Lymphknotenschwellung, Vergrofe-
rung von Milz, Leber und Schilddriise, Herzmuskelschiiden;
verlduft meist chronisch oder tédlich.
Vesikel: Siche Liposomen.

solider Tumor:
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Neue Perspektiven fiir Zellbiologie, Medizin und Technik

Von Ulrich Zimmermann, Peter Scheurich, Giinter Pilwat und Roland Benz!™

Die elektrische Leitfihigkeit und Permeabilitit einer Zellmembran, die den Stoff- und Infor-
mationsaustausch zwischen Zelle und Umgebung reguliert und steuert, 1aBt sich durch
elektrische Felder reversibel erhohen. Wenn Zellmembranen (oder auch kiinstliche Lipidmem-
branen) einem Feldpuls hoher Intensitit und kurzer Dauer (ns bis ps) ausgesetzt werden,
kommt es zu einem lokalen elektrischen Durchbruch der Membran. Der elektrische Durch-
bruch ist mit einer so groflen Permeabilitidtsinderung der Membran verbunden, daf normaler-
weise membran-impermeable Substanzen und Teilchen (bis zur Groe von Genen) in die Zelle
geschleust werden konnen. Die urspriinglichen Eigenschaften der Membran regenerieren sich
— je nach Bedingungen — innerhalb von ps bis min. Der elektrische Durchbruch in der Mem-
brankontaktzone von Zellen (oder Lipidvesikeln), die durch Einwirkung schwacher, inhomo-
gener elektrischer Wechselfelder aneinandergelagert worden sind, fihrt zur Verschmelzung
(Fusion) dieser Zellen. Dabei bildet sich eine Zelle mit neuen funktionellen Eigenschaften.
Das Fusionsverfahren ist sehr schonend, und die Ausbeute an fusionierten Zellen ist hoch. Die
elektrisch induzierte Fusion und die Einschleusung von membran-impermeablen Substanzen
und Genen in Zellen erméglichen es, eine Vielfalt von Zellen mit manipulierten Funktionen
zu gewinnen, mit denen viele Probleme der Zellbiologie, Medizin und Technik geldst werden
konnen (oder bereits gelost worden sind). Diskutiert werden die Anwendungen des elektri-
schen Durchbruches der Membran fiir die klinische Diagnostik, die Entwicklung von zelluli-
ren Triagersystemen fiir den selektiven Transport von Pharmaka zu einem Wirkungsort im Or-
ganismus und die potentiellen Moglichkeiten der elektrisch induzierten Fusion zur Ziichtung
von salztoleranten Kulturpflanzen, zur Umwandlung von Kohlendioxid und Wasser mit Son-
nenenergie in Ethanol, zur Synthese von Naturstoffen und zur Genmanipulation.

1. Einleitung

Die zunehmende Nachfrage nach hochwertigen Natur-
stoffen und Pharmaka fiir medizinische und technische An-
wendungen sowie die immer dringender werdenden Proble-
me einer ausreichenden Erndhrung und Energieversorgung
der Weltbevolkerung haben in den letzten Jahren dazu ge-
fithrt, verstirkt nach neuen Technologien unter Verwendung
von biologischen Systemen zu suchen. Dieses interdisziplini-
re Forschungsgebiet, das Teilbereiche aus Chemie, Physik,

[*] Prof. Dr. U. Zimmermann, Dr. P. Scheurich, Dr. G. Pilwat
Arbeitsgruppe Membranforschung am Institut fiir Medizin
der Kernforschungsanlage
Postfach 1913, D-5170 Jiilich 1
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Biologie und Medizin umfafBt, wird als Biotechnologie be-
zeichnet. Die industrielle Anwendung von Mikroorganismen
fiir die Herstellung von medizinisch und technisch interes-
santen Wirkstoffen und Pharmaka hat bereits beachtliche
Erfolge zu verzeichnen, obgleich dieses Gebiet sicherlich
noch in den Anfiingen steckt!!],

Die Entwicklung der Photosynthese im Verlauf der Evolu-
tion ermoglicht es pflanzlichen Zellen, solare Energie mit ei-
nem hohen Wirkungsgrad in chemische Energie umzuwan-
deln, die ihrerseits von anderen Zellen und Organismen in
osmotische, mechanische und elektrische Arbeit umgewan-
delt werden kann. Technisch sind wir jedoch vom Ziel der
Sonnenenergiekonversion noch weit entfernt.

Viele Organismen wie Algen und Bakterien haben das
Problem geldst, in salzhaltiger Umgebung optimal zu leben,
d. h., zu wachsen und sich zu vermehren. Die Salzadaptation
von Kulturpflanzen in Verbindung mit einer Bewisserung
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