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Uadvikling af nyt

nanomedicin-koncept med
potentiale | kraeffbehandling

Nanopartikelsystemer er meget lovende i jagten pd forbedret
medicin fil kraeftbehandling. Et projekt stgttet af Det Strategiske
Forskningsrdd har i de sidste 4 &r fokuseret pd at undersgge en

ny type nanopartikelsystemer baseret pd liposomer, og resultaterne

er lovende.

Af Palle J. Pedersen, Mikkel S. Christensen,
Fredrik Melander, Thomas L. Andresen,
Robert Madsen og Mads H. Clausen,

DTU Nanotech og DTU Kemi

Kraft er en af de hyppigste dedsarsager i den vestlige verden og

en sygdom med meget alvorlige falger for patienterne. Sygdommen
behandles med kirurgi, straleterapi og medicin, hvor den sidste
type behandling kendes som kemoterapi. Til trods for at kemote-
rapi er under konstant udvikling og bliver bedre og bedre, er der
stadig behov for nye lgsninger for at forbedre effektiviteten og ned-
seette de meget ubehagelige bivirkninger. Ved en typisk systemisk
kemoterapi nar blot 0,1% af det aktive stof frem til cancercellerne

i en tumor — resten er enten uden effekt eller giver bivirkninger
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ved at pavirke kroppens raske celler. Derfor er der stor fokus pa at
udvikle metoder, der kan @ge mangden af aktivt stof, som nar frem
til tumorer. Anvendelsen af nanopartikler er en brugbar teknologi,
da partiklerne kan akkumulere selektivt i kraeftveev. Figur 1 illu-
strerer denne ophobning, kaldet EPR-effekten (Enhanced Permea-
bility and Retention).

I modsatning til sma leegemiddelmolekyler, der passivt kan
passere over cellemembraner og fa adgang til alt veev, er situa-
tionen anderledes for nanopartikler. Partikler med en diameter
pé& 50-200 nm cirkulerer i blodbanen, indtil de kommer i kon-
takt med en kraftknude. Herefter kan de pga. det porgse vasku-
latoriske vaev penetrere fra blodet til tumoren, som man finder
ved cancer og inflammation. Sammen med den staerkt nedsatte
lymfedraening fra cancerveev farer det til en ophobning af na-
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La(OSO,CF3)s, toluen; (i) CH;COOCS, (CHs),SO, N, N-dimethylformamid (DMF); (iii) NaOCHj,
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Reagenser: (a) (i) K,0s042H,0, (DHQD),PHAL, K3Fe(CN)g, K,CO3, tert-butylalkohol, H,O; (ii)
TBDMSCI, imidazol, DMF; (b) diisobutylaluminium hydrid, CH,Cl,; (c) 2-cyanoethyl N,N-

diisopropylchlorophosphoramidit, diisopropylethylamin, CH,Cl,

nopartikler i tumorer. Kliniske forsgg har vist, at nanopartikler
bringer op til 5-10% af det aktive lsegemiddel til cancercellerne.
Det er en dramatisk forbedring.

Nanopartikelsystemer

De fleste nanopartikelsystemer til kemoterapi er baseret pa ind-
kapsling af det aktive stof i partiklerne. Dette koncept fungerer for
vandoplgselige stoffer, sa leenge man kan forhindre, at stofferne
lekker fra partiklerne. Men mange leegemiddelkandidater er rela-
tivt lipofile, og for disse typer af stoffer er metoden ikke optimal.

Vi har udviklet en ny tilgang til formulering af kemoterapeu-
tika som liposombaserede nanopartikler.

Princippet er illustreret i figur 2: Phospholipiderne syntetise-
res med et leegemiddel, der er kovalent bundet til lipidstruktu-
ren i position sn-2. Disse forbindelser kaldes prodrug-lipider, da
de kreever en kemisk reaktion for at frigive de aktive stoffer fra
phospholipiderne.

De fleste kreefttyper overudtrykker enzymet phospholipase
A, (PLA,), derfor sgrger enzymerne i tumorer for at hydroly-
sere lipiderne og frigive det aktive stof. Det er en stor fordel,
at legemidlet indgar som en integreret del af dobbeltlaget i
liposomerne, sa der kan benyttes lipofile stoffer. Derved undgar
man, at stofferne frigives for tidligt, f.eks. under transport i
blodbanen.

Designet stiller nogle krav til de aktive stoffer, der indgar i
phospholipiderne: De skal indeholde en carboxylsyre, sa der

kan dannes en esterbinding til lipidernes sn-2-position; de
skal veere tilstreekkeligt lipofile til at danne stabile membran-
dobbeltlag; og de dannede liposomer skal kunne spaltes af
PLA,-enzymet. Endelig skal stofferne veere cytotoksiske, nar
de spaltes fra phospholipidet af enzymet.

I de senere ar, har vi arbejdet med forskellige stoffer. | det
falgende illustrerer vi princippet med eksemplerne chlorambu-
cil og retinsyre (all-trans retinoic acid, ATRA) (figur 3).

Syntese af phospholipid-prodrugs

Med udgangspunkt i to centrale byggeblokke er der fremstillet
phospholipider med chlorambucil og ATRA: Octadecylglycerol
er fremstillet ud fra (R)-glycidyltosylat (skema 1) og et beskyttet
phosphoramidit (skema 2), som udger glyceroldelen af lipidernes
hovedgruppe. Skema 3, side 24 viser fremstillingen af et phospho-
lipid-prodrug med chlorambucil: Kobling af de to byggeblokke
medieret af tetrazol fulgt af oxidation af P" til PV, oxidativ fjer-
nelse af p-methoxybenzyl (PMB)-gruppen, esterficering med chlor-
ambucil og endelig debeskyttelse af glycerolhovedgruppen, farer
til det gnskede produkt.

Under arbejdet med syntesen af prodruget, som indeholder
retinsyre i sn-2-positionen, fandt vi desverre, at fremgangsma-
den til chlorambucil ikke virkede. Det skyldes, at den diimid-
promoverede esterficering farte til isomerisering af C2-C3-
dobbelthindingen i ATRA-esterne (skema 4, side 24). Denne
isomerisering kunne undertrykkes ved i stedet at benytte en
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Reagenser: (a) (i) tetrazol, CH,Cl,, CH;CN; (ii) fert-butylhydroperoxid; (iii). 2,3-dichlor-5,6-
dicyano-1,4-benzoquinon (DDQ), CH,Cl,, H,0; (b) (i) chlorambucil, N-ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid hydrochlorid (EDCI'HCI), 4-(dimethylamino)pyridin, CH,Cl;
(ii) 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU), CH,Cly; (iii). HF, CH5CN, H,0.

Reagenser: (a) EDCI'-HCI, 4-(dimethylamino)pyridin, CH,Cl, (b) diisopropylazodicarboxylat, PPhs,
tetrahydrofuran.
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Reagenser: (a) (i) C1sH370H, BF3-O(CH>CHs),, CH,Cly; (ii) CH3COOCsS, (CH3)>SO, DMF; (iii)
NaOCH3, CH3;0H; (b) TBDMSCI, (CH3CHb)3N, 4-(dimethylamino)pyridin, DMF, CH>Cl; (c) (i)
ATRA, diisopropylazodicarboxylat, PPhs, tetrahydrofuran; (ii) HF, H,O, CH3CN; (d) (i)
phosphoramidit, tetrazol, CH>Cl,, CH3CN; (ii). tert-butylhydroperoxid; (iii) DBU, CH,Cly; (iv).

HF, CH;CN, H>O.

Mitsunobu-reaktion til at danne esteren (skema 4). Det blev
udnyttet i syntese af ATRA-prodruget (skema 5): startende fra
(S)-glycidyltosylat introduceres etherkeeden, den primare alko-
hol beskyttes, hvorefter Mitsunobu-esterficering introducerer
ATRA i sn-2-stillingen. Fjernelse af silylgruppen, introduktion
af hovedgruppen samt debeskyttelse afslutter syntesen.

Formulering af liposomer og enzymaktivitet

Den farste test, vores prodrug-lipider skulle besta, var om de kunne
danne stabile liposomer. Der er mange muligheder for at variere
formuleringen ved at iblande naturlige diacylphospholipider. Skal
de kunne bruges i dyreforsag og pa sigt i kliniske forsag, skal li-
posomerne have 5-10% poly-(ethylenglycol) (PEG) pa overfladen.
Det forleenger blodcirkulationstiden signifikant. | farste omgang
formulerede vi liposomer, som udelukkende bestod af prodrug-
lipid. Det foregik vha. dry lipid film-teknik, hvor phospholipiderne
blev oplast i chloroform, der langsomt blev afdampet, sa der blev
dannet en film af lipid i kolben. Filmen blev herefter hydreret i
buffer, og blandingen blev ekstruderet gennem et 100 nm polycar-
bonatfilter. Processen farte til dannelsen af liposomer med et enkelt
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lipid-dobbeltlag pa 50-120 nm. Det blev bekrzaftet med dynamisk
lysspredningsmalinger (figur 4).

Essentielt for drug delivery-konceptet er, at sn-2-esteren kan
spaltes af phospholipase A,. Det blev testet ved at inkubere de
formulerede liposomer med enzymet og udtage praver til for-
skellige tidspunkter, som herefter blev analyseret med MALDI-
TOF-massespektrometri (se Dansk Kemi 2007, nr. 4, s. 28-32).
Prodruget med chlorambucil blev hydrolyseret pa under 6
timer. Det viste sig, at ATRA-prodruget ikke kunne hydrolyse-
res af enzymet. Det skyldes sterisk hindring fra den trisubsti-
tuerede dobbeltbinding ved esteren, hvilket er bekraeftet med
molekyledynamiske beregninger samt ved syntese af lignende
modelstoffer. Lgsningen blev, at vi forlengede ATRA med en
meettet keede med 6 carbonatomer og fremstillede det prodrug,
der ses i figur 5. Kadeforleengelsen medfarte mere plads om-
kring det aktive site i enzymet, og som det fremgar af figur 6,
var dette phospholipid et meget godt substrat for PLA,, med
naesten fuld hydrolyse efter blot 2 timer. Figur 6 viser samtidig,
at liposomerne er kemisk stabile, da der efter 48 timers inkuba-
tion uden enzymet ikke er sket nogen hydrolyse af prodruget.
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Cytotoksicitet

Det er helt centralt, at prodrug-lipiderne kan medfare celledad

i cancerceller ved tilstedeverelsen af PLA -enzymet. Det er
vigtigt for selektiviteten og bivirkningspro%ilen, at liposomerne
ikke udviser uspecifik cytotoksicitet, dvs. at de kun er giftige

ved enzymatisk hydrolyse, som frigiver de aktive stoffer. Mange
kreeftceller udtrykker PLA,, hvilket er baggrunden for designet af
prodrug-lipiderne.

For at fa et bedre kontrolsystem har vi ogsé valgt at teste vores
liposomer pa cellelinjer, som ikke udtrykker enzymet. Derved kan
partiklernes evne til at medfare celleded males, bade ved fraveer
og tilstedeveerelse af PLA,. | figur 7 ses et eksempel pa dette. Ved
tilstedeveerelse af PLA,, og med en IC, -veerdi omkring 7 uM ses
der en koncentrationsafhangig cytotoksicitet af liposomerne. Sam-
tidig ses det, at der selv ved hgje koncentrationer af liposomer i
cellekulturen kun er en meget lille grad af celleded uden tilsetning
af enzymet. Lignende resultater blev opnaet i andre cancercel-
lelinjer og for andre af disse systemer, inkl. prodrug-lipider med
chlorambucil.

Konlusion

Dette projekt har bade veeret spendende og udfordrende at arbejde
med, og det har medfart lovende resultater. Kombinationen af or-
ganisk syntesekemi, biofysik, computermodellering og cellebiologi
har vaeret helt essentiel for at kunne afdaekke alle aspekter og opna
de lovende resultater.

Fremtidigt arbejde vil fokusere pa yderligere raffinering af
metoderne til frigivelse af kovalent bundne aktive stoffer fra
denne type prodrug-lipider og dels pa at teste de mest lovende
systemer i dyremodeller for kreeft. Det sidstnavnte er helt cen-
tralt, hvis der fremover skal skabes kraeftmedicin baseret pa de
principper, som projektet har afdeekket.
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