90 MHz-'"H-NMR-Spektren des isolierten [somers zeigen
bei Raumtemperatur verbreiterte Signale, die im 200 MHz-
und 400 MHz-Spektrum schirfer sind und jeweils doppelt
auftreten. So erhilt man bei 20 'C fiir die Protonen der Me-
thylenbriicken vier AB-Systeme (400 MHz, CD,Cl,: = 5.05
(brjyund 3.15(br), 5.0 (d) und 4.6 (d), 4.3 (d) und 3.2 (d), 3.85
(d) und 3.65 (d); Zuordnung durch Doppelresonanz-Experi-
mente)} und fir die Protonen der Benzolringe vier Signale
(8 =8.75 (s, H, ), 6.7 (s, H, ;). 6.65 (s, H, ,) und 6.35 (s,
Hy ).

Auffillig ist das Signal der Protonen der Benzolringe bei
d = 8.75, dessen extreme Tieffeldlage uns dazu veranlafte,
der isolierten Verbindung die Struktur 1a zuzuschreiben. da
nur die Wasserstoffatome H, und H_ dieses Isomers eine
solche Verschiebung aufweisen sollten. Aufgrund von Ver-
gleichen mit bekannten Cyclophanen!'!) und unter Berick-
sichtigung des Einflusses der magnetischen Anisotropie des
benachbarten Benzolrings!'?) sollten alle anderen Wasser-
stoffatome von 1 a und 1b bei hoherem Feld absorbierent!,

Diese Zuordnung ist auch in Ubereinstimmung mit Erfah-
rungen aus anderen Cyclophan-Synthesen, die zeigen, dal
Cyclisierungen dann zum Erfolg fithren, wenn die funktio-
nellen Gruppen der Vorstufen (hier 3d und 3e) rdumlich gut
zusammenpassen (Prinzip der starren Gruppen)!'*l. Dies ist
eher zu erwarten, wenn die beiden Reaktanten paraliel zuein-
ander ornentiert sind, d. h. die Bildung des gekreuzten Iso-
mers 1 bist nicht begiinstigt. Wir gehen daher davon aus, daf
es sich bei dem isolierten Cyclus um 1a handelt.

Bemerkenswerterweise ist das 'H-NMR-Spektrum der
Verbindung temperaturabhingig. Bei 160 C findet man nur
zwei AB-Systeme fiir die Protonen der Methylenbriicken
(90 MHz, C,D,Cl,; o = 4.8 (d. CH,-N}und 4.2 (d, CH.-N)
bzw. 3.9 (d, CH,-S) und 3.5 (d. CH,-S)) und nur zwei Signale
fiir die der Protonen der Benzolringe (6 =7.5 (s. H, ) und
6.7 (s, H, ). 1a liegt folglich bei Raumtemperatur in der
weniger symmetrischen Konformation A vor und wandelt
sich langsam (NMR-Zeitskala) in das Konformer B um. Die
Barriere fiir diesen Vorgang betrigt ca. 65- 70 kJmol ™" (mit
T.x70 C und Av = 215 Hz fiir H, und H,).

uod

\Hb
X
H H

c d

5 x Y

Y

-H

dY Yk
Y X HLY —— Y, X
Hq‘ Hb Hc d
X X
HE “Hy

A X.Y =S, N-Tos B

1a

1a, ein molekulares Rohrstiick, ist aufgrund der einfachen
Synthese der Edukte vergleichsweise bequem zugénglich.
Sein Hohlraum ist groB genug, um einem Benzolmolekiil
Platz zu bieten. Durch Wahl anderer tetrafunktionalisierter
Bausteine sollten sich analog (eventuell mit anschlieflender
Extrusion der Bricken-Heteroatome) weitere rohrformige
..Endorezeptoren* (lingere, ringerweiterte Kohlenwasser-
stoffe. Mobius-Bdnder) herstellen lassen. deren Innenraum
wie von Zellwinden umschlossen ist.

Eingegangen am 18. Dezember 1990 [Z 4339]
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Hochstabile Liposomen
aus perfluoralkylierten Glycerophosphocholinen **

Von Catherine Santaclla, Pierre Vierling und Jean G. Riess™*
Professor Rolf Appel zum 70. Geburtstag gewidmet

Vesikel aus Phospholipiden (Liposomen) sind geeignete che-
mische Modelle zur Untersuchung biologischer Membran-
funktionen!'! sowie des Transports und der Freisetzung von
Medikamenten!?). AusschlieBlich aus Phospholipiden aufge-
baute Vesikel weisen jedoch nur geringe Stabilitit auf. Die
Bildung stabilerer Membranen erfordert in der Regel genau
aufeinander abgestimmte Mehrkomponentensysteme, was
zu steigender Komplexitit fiihrt!®, Natirliche Phospholi-
pidgemische aus Sojabohnen oder Eidotter (EYP) werden
routinemdBig als grenzflichenaktive Substanzen in injizier-
baren Aufbereitungen verwendet, z. B. Fettemulsionen zur
parenteralen Erndhrung!*! und Emulsionen mit Fluorkoh-
lenwasserstoffen als kiinstliche Sauerstoffiibertrdger und
Kontrastmittel!™) sowie als Arzneimitteltrager (,.Drug Deli-
very Systems™)(®l. Die Verwendung dieser Phospholipide un-
terliegt jedoch Einschrankungen: Aufgrund ihrer biologi-
schen Herkunft sind diese Gemische komplex und nicht
exakt reproduzierbar sowie leicht zu hydrolysieren und zu
oxidieren. Der Spielraum fiir Verdnderungen der Eigen-
schaften von Vesikeln und Emuilsionen ist begrenzt und im
allgemeinen werden aus Griinden der Haltbarkeit weitere
Zusitze wie Cholesterin bendtigt.

Ein lohnendes Ziel ist daher die Beseitigung dieser Ein-
schrankungen, d. h. die Entwicklung neuartiger biokompatib-
ler membran- und vesikelbildender amphiphiler Stoffe. Wir
haben Analoga der Phosphatidylcholine (Glycerophospho-

{*] Prof. J. G. Riess, C. Santaella, Dr. P. Vierling
Laboratoire de Chimie Moléculaire, Unité associ¢ce au CNRS
Université de Nice-Sophia Antipolis
F-06034 Nice Cedex {Frankreich)
[**] Diese Arbeit wurde vom CNRS und ATTA (Applications et Transfers de
Technologies Avanceés) gefordert.
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choline)!"!, die Hauptbestandteile natiirlicher EYPs, synthe-
tisiert (Schema 1), in denen der hydrophobe Teil der Fettsdu-
ren aus gesiittigten Alkylketten besteht, deren Enden dar-
liber hinaus zur Vermeidung von Oxidation perfluoriert sind.
Diese sind iiber eine Ester- (1 und 2) oder eine Etherbriicke
(3) mit dem polaren Teil des Phosphatidylcholins verkniipft
(Vermeidung von Hydrolyse). Die perfluorierten Enden soll-
ten die Hydrophobie der Membranlipide erhdhen. was ge-
wohnlich die Stabilitit der Vesikelhiille verbessert!®), und
ihre .,Fluorophilie verstdrken, d. h. das Dispergieren von
Fluorkohlenwasserstoffen in Wasser erleichtern und derarti-
ge Dispersionen stabilisieren.

1) BrC,H,OP(O)Cl,. NF1,

HuPa © CFy, 4(CHY), X HO
THE  CF l(CHZ)H,X:L 3) NMe,. Ag,CO,
OH

OBz

n’ In+

CoFzq. 1 (CHy)LX
C"FZM‘(CHz)mX:L

o]
Oi(O)O(CHZ)ZN(CH,)_‘ 3n=8m=4X=0
o

Schema 1. Synthese der F-AlkyIGPCs 1- 3. Bz = Benzyl.

Die reinen perfluoralkylierten Glycerophosphocholin-
(F-AlkylGPC)ester 1, 2 und -ether 3 bilden ohne weiteren
Zusatz hochstabile Liposomen, die unter den Standardbe-
dingungen der Food and Drug Administration hitzesterili-
siert werden konnen. Ihre Haltbarkeit ist erheblich groBBer
(Monate gegeniiber Tagen) als diejenige von Vesikeln. die
sich aus dem Kohlenwasserstoff-Analogon 1,2-Dipalmitoyl-
3-rac-glycerophosphocholin (Dipalmitoylphosphatidylcho-
lin, DPPC) 4 aufbauen.

4

CH,(CH,), ,C(0)0
CHJ(CHZ)HC(O}O:L
0

e

[¢]
i(O)O(CH_,)ZN(CH_,)J

Die F-AlkylGPCs 1-3sind wie 4 in Wasser unloslich, aber
mit Standardmethoden wie Beschallung dispergierbar. Da-
bei konnen F-AlkylGPC-Konzentrationen von 200 g L~!
oder mehr erreicht werden. Elektronenmikroskopische Auf-
nahmen von Gefrierbriichen dieser Dispersionen (Abb. 1
links fiir 1) zeigen. daB} sie aus Vesikeln bestehen. Die Durch-
messer dieser Vesikel®! (im Mittel 60 - 200 nm, durch Licht-
strcuungsspektroskopie (LSS) nach kurzer Beschallung be-
stimmt) liegen in der Groflenordnung derjenigen, die aus

100 nm

100 nin

Ahb. 1. Unilamellare und multilamellare Vesikel von 1. Links vor der Sterilisie-

rung, rechts danach (121 C. 15 min, 10° Nm™?),
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natiirlichen oder synthetischen Phospholipiden unter dhnli-
chen Bedingungen gebildet werden!!®).

Fiir medizinische Zwecke sind zwei Aspekte der Technolo-
gie von Liposomen und injizierbaren Emulsionen von groler
Bedeutung: ihre Resistenz bei der Sterilisation und thre in-vi-
tro-Stabilitit bei Lagerung!''l. Wie elektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen von Gefrierbriichen (Abb. 1 rechts) zeig-
ten, bleiben die von 1 gebildeten Vesikel bei der thermischen
Sterilisation (121 °C, 15 min, 10° N m~?) morphologisch un-
veridndert. Ferner belegten LSS-Messungen, dal} die durch-
schnittlichen Partikelgréf3en sich nicht signifikant gedndert
hatten (Tabelle 1). Im Gegensatz dazu trat bei einer unter
gleichen Bedingungen hergestellten Dispersion von 4 eine
neue Population wesentlich groBerer Vesikel (1150 nm Durch-
messer) auf, die nach der Sterilisation iiberwogen.

Tabelle 1. PartikelgroBen D der Dispersionen der F-AlkyIGPCs 1-3 und
DPPC 4 nach der Herstellung (links), der Sterilisierung (Mitte) und der Alte-
rung bei 25 C (rechts).

Verh. D Anteil D Anteil D Anteil Alter
[nm] [a} [%]} [nm][a] {%] [am][a]  [%] [d]
1[b] 133 (strcuend) 100 133 (50) 100 21 (5 4 100
139 (22) 96
42 (13) 14 300
121 (33) 86
2[b} 121 (43) 100 147 (90) 100 183 (100) 100 150
3[c] 106(72) 100 53(16) 36 600
207 (53) 64
4[b] 60(23) 43 51(19y 26 irreversible Tribung 6
260 (70) 57 140 (200 14 Niederschlag

1150 (230) 60

[¢] Standardabweichung [nm] in Klammern. [b] Sterilisierte Dispersion von
3% (w:w) 1. 2. oder 4 in Wasser. 0.9 proz. NaCl-Lésung oder Hepes-Pufter
(1072 m). Unabhiingig von der willrigen Phase wurden keine Unterschiede in
der GroBe oder der GroBenverteilung beobachtet. [¢] Nicht-sterilisierte Disper-
sion von 6% (w.w) 3 in 0.9 proz. NaCl-Losung.

Am bemerkenswertesten ist, daB3 die F-AlkylGPC-Disper-
sionen bei Raumtemperatur ohne Sedimentation oder ande-
re sichtbare Verinderungen mehrere Monate aufbewahrt
werden konnen. LSS-Messungen zeigten. daf3 in sterilisierten
Dispersionen der F-AlkylGPC-Ester 2 und 1 nach fiinf bzw.
zehn Monaten nur ein begrenztes GréBenwachstum der Par-
tikel auftrat (Tabelle 1). Dispersionen von 3 wurden (ohne
Sterilisierung) liber anderthalb Jahre ohne Sedimentation
oder andere sichtbare Verdnderungen aufbewahrt. Im letzten
Fall zeigten Messungen der PartikelgroBe jedoch, daB sich
zwei Populationen von Liposomen gebildet hatten (53 nm
und 207 nm). Die Abwesenheit groller Partikel (> 1 pm).
insbesondere mit 1, weist darauf hin, dall der Zusammen-
schluB von Vesikeln wiithrend der Lagerung sehr langsam
verliuft. Dieses Verhalten steht in starkem Gegensatz zu dem
von 4, dessen liposomale Dispersionen - sterilisicrt oder
nicht sterilisiert - nur einige Tage aufbewahrt werden kon-
nen. Letztere, durch Beschallung oder Druck-Extrusion her-
gestellt, behielten ihre urspriingliche Grofle und Vollstindig-
keit héchstens fiir 48 h!'2!. Analog sterilisierte Dispersionen
von Vesikeln aus 4 (3%: w/w), zeigten bereits nach zwei
Tagen eine zunehmende Triibung und ein flockiges Ausse-
hen, was auf die Bildung gréBlerer Partikel deutete und
brauchbare LSS-Messungen der Partikelgréfie unmdéglich
machte; nach sechs Tagen bei Raumtemperatur trat ein irre-
versibler Niederschlag auf.

Die bemerkenswert lange Haltbarkeit der F-AlkylGPC-
Vesikel deutet auf eine hohe Stabilitdt threr Membran. Offen-
sichtlich kann die partielle Fluorierung der Kohlenwasser-
stoffketten durch die Zunahme hydrophober Wechselwir-
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kungen!®! destabilisierende Effekte!'®! ausgleichen, die von
schwicheren intermolekularen Wechselwirkungen und zu-
nehmenden sterischen AbstoBungen zwischen den fluorier-
ten Ketten herriihren.

Mit den neuen F-AlkylGPCs kénnen stabile Emulsionen
mit 50% (w,v) Perfluordecalin, einem ziemlich schwierig zu
emulgierenden Fluorkohlenwasserstoff, durch Beschallung
rasch hergestelit werden!*¢1. 2 wurde auch mit EYP und mit
hydriertem EYP (Lecinol *), das als gesittigtes Lipid mit 2
strukturell enger verwandt ist als EYP, verglichen. Sowohl
EYP als auch Lecinol* sind Gemische amphiphiler Stoffe
und daher erheblich wirksamere Emulgatoren als reine
Phospholipide. Es ist daher bemerkenswert, dal3 2 allein be-
deutend effektiver ist als Lecinol * (das zum Emulgieren von
Perfluordecalin nicht ausreicht) und anndhernd so wirksam
ist wie das natlirliche EYP-Gemisch. So wurden beispiels-
weise 50/50 (w/v)-Emulsionen von Perfluordecalin mit
32.5 mm Tensid-Emulsionen hergestellt. Die mit EYP in ei-
nem Phosphatpuffer erhaltenen Emulsionen enthielten Par-
tikel mit einer durchschnittlichen Gréfle von 0.24 um (76 %
kleiner als 0.40 um, kein Teilchen groBer als 1.1 um) nach der
Herstellung, 0.23 pym (79 % < 0.40 um, 3% > 1.1 um) nach
der Sterilisicrung und 0.31 um (67% < 0.40 um, 3.5% >
1.1 um) nach einem Monat bei 25°C; zum Vergleich: bei
Verwendung von 2 als Tensid lagen die durchschnittlichen
PartikelgroBen bei 0.24 um (85% < 0.40 ym, 0% > 0.95 um)
nach der Herstellung, 0.32 ym (73% < 0.40 um, 0% >
1.1 um) nach Sterilisierung und 0.36 pum (58 % < 0.40 pm,
0% > 1.1 um) nach Alterung bei 25°C. Weitere Verbesse-
rungen der Stabilitdt solcher Emulsionen sind zu erwarten,
wenn Gemische der F-AlkylGPCs oder Mischungen dieser
mit anderen Tensiden verwendet werden.

Mit den fir in-vivo-Anwendungen bestimmten F-Alkyl-
GPCs wurden erste biologische Untersuchungen, einschlieB-
lich der Wirkung auf Zellkulturen. auf hdmolytische Akti-
vitit und akute Toxizitdt in Miusen durchgefithrt!'%), Dis-
persionen von 1-3 storen das Wachstum oder die Lebens-
fahigkeit lymphoblastoider Namalva-Zellkulturen nicht. Be-
sonders bemerkenswert ist, daB3 auf eine Suspension mensch-
licher roter Blutkdrperchen sogar bei hohen Konzentratio-
nen (z. B.60 g L~"'2)kein hdmolytischer Effekt nachgewie-
sen wurde, wahrend Phosphatidylcholine mit gesittigten Koh-
lenwasserstoffketten vergleichbarer Linge (acht bis zwolf
Kohlenstoffatome) zweifellos hamolytisch wirken!*®! (z.B.
eine 1 gL~ '-Dispersion von 1,2-Di-lauryl-3-rac-glycero-
phosphocholin). Erste in-vivo-Tests zeigen, daB3 die intrave-
nése LD, in Miusen hoher als 2500 mg pro kg Kérperge-
wicht ist (unter zehn Tieren kein Todesfall nach einem
Monat Beobachtung). Diese synthetischen Phospholipide
sind racemisch, es soll daher angemerkt werden, dall das
nicht natiirliche p-Isomer, zumindest hinsichtlich dieser er-
sten Screening-Tests, nicht toxisch ist.

Eingegangen am 23. November 1990 [Z 4278)
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Cp,TiS40 und Cp;TiOS — isomere
Titanocenkomplexe mit zwei neuartigen
S-O-Chelatliganden (Cp’ = n°-CH;C4H ) **

Von Ralf Steudel*, Andreas Prenzel und Joachim Pickardt

S,O und andere cyclische Schwefeloxide konnen durch
Oxidation von Schwefelringen mit Trifluorperoxoessigsiure
hergestellt werden [Gl. (a)]''). Sie enthalten die Gruppe
-S-S(0)-S-, die durch Kondensation von Thiolen oder Thio-
laten mit Thionylchlorid auch in organische Verbindungen
eingebaut werden kann, wobei Sulfanoxide entstehen
[Gl. (b)),

cyelo-S, + CF,COH —» S ,0 + CF,CO,H ()
n=26-—10
2 RSH + CI,SO —- » R-8-5(0)-S-R + 2 HCl (b)
R = Aryl

Leider sind diese Reaktionen nicht geeignet, um etwa an-
organische oder organische Heterocyclen mit der Gruppe
-S5-S(0}-S- nach Gleichung (a) oder kettenférmige Sulfan-
oxide mit wesentlich mehr als drei Schwefelatomen nach Glei-
chung (b) herzustellen. Wir berichten hier liber die erste Syn-

[*] Prof. Dr. R. Steudel, Dipl.-Chem. A. Prenzel. Prof. Dr. ). Pickardt

Institut fur Anorganische und Analytische Chemie der
Technischen Universitét, Sekr. C 2
StraBe des 17. Juni 135, W-1000 Berlin 12

[**] Schwefelverbindungen. 137. Mitteilung. Dicse Arbeit wurde von der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft und vom Verband der Chemischen Indu-
stric gefordert. Wir danken den Herren Priv.- Doz. Dr. J Jukupovicz und
Dipl.-Chem. J. Alhertsen fir die Aufnahme von NMR- und Massenspek-
tren. - 136. Mitteilung: R. Steudel, B. Plinke, D. Jensen. F. Baumgart,
Polvhedron, im Druck.
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