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Ein Modell fiir die lokale Anordnung von Komplexen

aus kationischen Liposomen und DNA - solche Kom-

plexe konnten in Zukunft fiir die Gentherapie von
grofler Bedeutung sein.

Die DNA-Molekiile sind als Stidbe (blau) dargestellt,

die Kopfgruppen der anionischen/zwitterionischen

Lipide als weiBle Kugeln, die der Cytofectine (kat-

ionische Amphiphile) als rote Kugeln (Wiedergabe

mit freundlicher Genehmigung von J. O. Ridler,
I. Koltover, T. Salditt und C. R. Safinya).
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Kationische Liposomen fiir die Gentherapie**

Andrew D. Miller*

Kationische Liposomen sind wertvolle
Hilfsmittel, um Gene und Nucleinsidu-
ren in Zellen einzuschleusen. Daraus
ergibt sich die reizvolle Moglichkeit,
daBl kationische Liposomen in der
Zukunft eine fithrende Rolle bei der
Gentherapie spielen konnten. Sie
konnten hier als Vektoren eingesetzt
werden (d.h. als Gen-Transporter), die
therapeutische Gene und/oder Nu-
cleinsduren in kranke Zellen und Or-
gane von Patienten transportieren, um
deren Krankheit zu behandeln und zu
heilen. Wie realistisch ist diese Vor-
stellung ? Sicherlich ist der durch kat-
ionische Liposomen vermittelte Trans-

port von Nucleinsduren fiir die Gen-
therapie noch mit vielen Proble-
men behaftet, doch gab es in jiingster
Zeit einige spektakulidre Erfolge. An-
gesichts dieser Erfolge scheint es kei-
nen Grund mehr zu geben, warum
kationische Liposomen nicht fiir eine
generelle Verwendung in der Genthe-
rapie optimiert werden sollten. Die
Maoglichkeiten einer Partnerschaft zwi-
schen Chemie und Medizin verleihen
der Verbesserung und Entwicklung
von kationischen Liposomen einen
besonderen Reiz. Dieses Arbeitsgebiet
ist multidisziplindr; Organiker, Physi-
koorganiker und Physikochemiker bil-

den dabei die die Vorhut beim Design,\
der Synthese, der Herstellung und dem
Testen von immer besseren kationi-
schen Liposomen. Dieser Aufsatz de-
monstriert die zunehmende Partner-
schaft zwischen Chemie und Medizin,
wobei die chemische Herkunft von
kationischen Liposomen, ihre physika-
lischen Eigenschaften in Komplexen
mit Nucleinsduren, ihre biologische
Wirksamkeit und ihre derzeitigen
Grenzen beschrieben werden.

Stichworter: Gentherapie - Lipide -
Liposomen - Nucleinsduren - Vesikel
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1. Einfiihrung

Die Sequenzierung des menschlichen Genoms schreitet
zligig voran; die genetischen Codes von Mikroorganismen wie
dem Bakterium Methanococcus jannaschii und von Hefe sind
vollstdndig bestimmt, und die genetischen Codes von weite-
ren Organismen werden ebenfalls bald bekannt sein.['! Alle
diese Informationen sollten der medizinischen Forschung
beispiellose Moglichkeiten bieten, die genetischen Grund-
lagen von Krankheiten zu verstehen. Dies hitte sehr wahr-
scheinlich die Gentherapie als integralen Bestandteil bei
Strategien zur Heilung von Krankheiten zur Folge.”! Gen-
therapie wird klinisch noch nicht angewendet, doch die
Giiltigkeit des Prinzips ist unzweifelhaft.”! Die Wissenschaft-
ler, die auf dem noch jungen Gebiet der Gentherapie arbeiten
(darunter auch ich), sind iiberzeugt, daB sie das Erscheinungs-
bild der Medizin im nichsten Jahrhundert verdndern kann,
mit betrdchtlichen Konsequenzen fiir die Arbeitsweise der
pharmazeutischen Industrie.

[*] Dr. A. D. Miller
Imperial College of Science, Technology & Medicine
Department of Chemistry
South Kensington, London, SW7 2AY (GroBbritannien)
Fax: (+44)171-594-5803
E-mail: a.miller@ic.ac.uk
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Das Prinzip der Gentherapie ist einfach: Wenn ein Patient
an einer Krankheit leidet, die durch einen bekannten
genetischen Defekt verursacht wird, ist zu erwarten, dafl das
Einschleusen einer korrekten Kopie des defekten Gens in die
kranke Zelle oder das kranke Organ durch einen dafiir
entworfenen Vektor den genetischen Defekt direkt korrigie-
ren und die Krankheit heilen kann. Wenn der Patient
hingegen an einer Krankheit leidet, die keine klare genetische
Ursache hat, deren Pathophysiologie aber bekannt ist, konnte
ein solcher Vektor dazu verwendet werden, um ein oder
mehrere korrigierende Gene oder andere nucleinsdureartige
Wirkstoffe (z.B. Antisense-Oligonucleotide oder mRNA) zu
den erkrankten Zellen zu bringen und so die bekannte
Pathophysiologie der Krankheit auf eine andere Art zu
unterbrechen. Daher konnte die Gentherapie ganz allgemein
als ,,Einsatz von Genen als Medizin bei der Behandlung von
Krankheiten® oder als ,,Einschleusen von Nucleinsduren (mit
einem Vektor) in einen Patienten fiir therapheutische Zwek-
ke* definiert werden.

Gentherapie sollte auf keinen Fall als eine Methode
mifBverstanden werden, die entworfen wurde, um zukiinftige
Generationen von genetischen und anderen, komplexeren
Krankheiten durch permanente Manipulation des mensch-
lichen Genoms zu befreien. Vielmehr sollten Gene und
andere Nucleinsdureagentien als Alternativen zu kleinen
Molekiilwirkstoffen angesehen werden, die die reale Mog-
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lichkeit der Heilung bieten, anstatt nur eine Behandlung der
Symptome, wie es momentan bei allen nichtbakteriellen
Infektionen der Fall ist. Wenn also Gene oder andere
Nucleinsdureagentien als ,,Wirkstoffe“ anzusehen sind, dann
ist die prinzipielle Hiirde fiir den aufkommenden Beruf des
Gentherapeuten das schon aus anderen Bereichen bekannte
Problem der Wirkstoffvermittlung. Mit anderen Worten: Wie
erreichen wir, therapheutische Gene oder Nucleinsduren so
an den Ort der Krankheit zu transportieren und freizusetzen,
daf sie nur in die erkrankten Zellen eindringen ? Die Antwort
wird letztlich in der richtigen Wahl des Vektors liegen, der die
Nucleinsduren verabreichen soll.

2. Transportvektoren fiir Nucleinsauren

Gegenwirtig teilt man Vektoren hauptsidchlich in zwei
Kategorien ein, ndmlich virale und nichtvirale. Keine dieser
Kategorien kann von sich behaupten, das universelle Mittel
der Wahl fiir den Transport von Nucleinsduren zu sein, da
beide Probleme mit sich bringen, die vor der klinischen
Anwendung noch gelost werden miissen. Gegenwirtig erfiillt
noch kein Transportvektor fiir Nucleinsduren die Kriterien
eines perfekten Vektors, z.B. eine prézise Freisetzung der
Nucleinsdure und keine toxischen Nebenwirkungen. Unter
den bisher bekannten nichtviralen Vektoren sind jedoch die
kationischen Liposomen (die das Thema dieses Aufsatzes
sind) beziiglich ihrer Moglichkeiten als klinisch verwendbare
Vektorsysteme fiir den Transport von therapeutischen Nu-
cleinsduren im Patienten®®* besonders vielversprechend.
Dies ist besonders fiir die Organiker, Physikoorganiker und
Physikochemiker, die im Gebiet zwischen der Chemie und
der Medizin eine Rolle spielen wollen, ein reizvolles Angebot,
da die Formulierung und der Einsatz kationischer Liposomen
im wesentlichen ein ,,Problem fiir Chemiker* sind, was im
folgenden néher erldutert werden soll.

2.1. Kationische Liposomen

Kationische Liposomen werden entweder aus einem einzel-
nen kationischen Amphiphil, einem ,,Cytofectin“ (cyto- fiir
Zelle und -fectin fiir Transfektion, d.h. Gentransport und
-expression), gebildet oder, was iiblicher ist, aus einer Kom-

bination aus einem Cytofectin und einem neutralen Lipid. Die
Art, auf die sie den Nucleinsduretransport bewirken, ist recht
einfach: Positiv geladene Liposomen wechselwirken elektro-
statisch mit negativ geladenen Nucleinsduresequenzen, so daf}
Komplexe entstehen, die in eine Zelle eindringen konnen.
Dort werden dann die Nucleinsduresequenzen langsam frei-
gesetzt, entweder um im Zellkern exprimiert zu werden, oder
um die Genexpression zu kontrollieren. In diesem Aufsatz
wird verdeutlicht werden, da3 dieses verfiihrerisch einfache
Prinzip leider viele noch ungel6ste schwierige Probleme nach
sich zieht. Wegen dieser Probleme werden die meisten
beschriebenen kationischen Liposomen wahrscheinlich keine
klinische Verwendung finden. Das soll aber nicht heif3en, daf3
die kritischen Probleme des durch kationische Liposomen
vermittelten Transportes nicht 16sbar sind. Die durch katio-
nische Liposomen unterstiitzte Gentherapie wird in absehba-
rer Zukunft sicherlich klinische Realitit sein, und Chemiker
diirften bei der Verwirklichung dieses Ziels eine Schliissel-
rolle spielen.

2.2. Andere Vektoren

Eine Diskussion der zu den kationischen Liposomen
alternativen nichtviralen Vektorsysteme und natiirlich der
viralen Vektoren wiirde den Rahmen dieses Aufsatzes
sprengen. Unter den zu den kationischen Liposomen alter-
nativen chemischen Vektorsystemen gehoren Calciumphos-
phatfillung, (Diethylamino)ethyldextran und Polybrene (ein
Copolymer aus N,N,N',N'-Tetramethyl-1,6-hexandiamin und
1,3-Dibrompropan; kompliziertere chemische Vektoren wer-
den spdter im Hinblick auf die Entwicklung kationischer
Liposomensysteme in diesem Aufsatz erwihnt werden).
Physikalische Methoden wie Mikroinjektion, Elektroporation
und Bioballistik sind zwar effektiv, aber mit Ausnahme der
letzten Methode fiir klinische Zwecke vermutlich nicht
verwendbar. Schliellich sollte nicht vergessen werden, daf3
bei den viralen Vektoren die Adenoviren, das Adeno-
assoziierte Virus und Retroviren schon in erheblichem Um-
fang fiir den Gentransport verwendet werden. Fiir néhere
Einzelheiten zu diesen Methoden wird auf allgemeine Uber-
sichten verwiesen, in denen mehr iiber die Verwendung dieser
Vektorsysteme zu erfahren ist.>-]

Andrew David Miller, geboren 1963, studierte Chemie an der University of Bristol und
erhielt dort 1984 seinen B.Sc. Fiir seine Dissertation arbeitete er an der University of
Cambridge (Grofibritannien) in der Arbeitsgruppe von Professor Alan Battersby, in der er
noch ein weiteres Jahr als Postdoktorand blieb, bevor er zur Arbeitsgruppe von Professor
Jeremy Knowles an der Harvard University (USA) stief3. Seit 1990 lehrt er in der Abteilung
fiir Chemie des Imperial College in London, wo er vor allem auf dem Gebiet der Chemie von
Strefiproteinen arbeitet sowie am Entwurf von Vektoren fiir den Transport von Nucleinsdu-
ren in Zellen zum Zwecke der Gentherapie. Er erhielt mehrere Preise und Stipendien,
darunter die Thomas-Malkin- und Robert-Garner-Preise fiir Chemie (Bristol), ein Stipen-
dium des Emmanuel College (Cambridge), ein Stipendium vom Lindemann Trust und
kiirzlich ein Stipendium vom Leverhulme Trust.
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3. Gegenwirtig verwendete Formulierungen fiir
kationische Liposomen

Die Pionierarbeiten zur Verwendung kationischer Liposo-
men beim Transport von Nucleinsduren leisteten Felgner
etal., die ein mittlerweile unter dem Namen Lipofectin
(GIBCO/BRL)!"! kommerziell erhiltliches kationisches Li-
posom entwickelten. Lipofectin setzt sich im Verhéltnis 1:1
aus dem Cytofectin DOTMA 1 und dem natiirlich vorkom-
menden Lipid DOPE 2 zusammen. Seit dieser Schliisselerfin-
dung sind mehr als zwanzig neue Liposomensysteme fiir den
Wirkstofftransport beschrieben worden, von denen einige im
Handel erhéltlich sind (Tabelle 1). In der Regel bestehen
diese neuen Systeme aus der Kombination eines neuen,
synthetischen Cytofectins mit DOPE 2 oder einem anderen
neutralen Lipid. Sowohl die Wahl des Cytofectins als auch die
Formulierungsstrategie sind Schliisselelemente fiir den Erfolg
einer Formulierung kationischer Liposomen. Deshalb werden
hier sowohl die Struktur und Synthesen einiger Cytofectine
als auch die Prozeduren zur Bildung kationischer Liposomen
aus diesen Amphiphilen beschrieben.

3.1. Strukturen von Cytofectinen

Cytofectine bestehen aus einer kationischen Kopfgruppe,
die iiber einen Linker mit einer hydrophoben Einheit
verbunden ist. Alle Cytofectine sind daher positiv geladene
Amphiphile. Dies ist das notwendige Strukturprinzip, das
diese ansonsten vielféltige Strukturfamilie vereinigt. In die-
sem Aufsatz werden die Cytofectine in mehrere Untergrup-
pen eingeteilt: DOTMA-Analoga, komplexe Alkylamine und
-amide, Cholesterinderivate sowie synthetische Derivate
von Dipalmitoyl-L-a-phosphatidylethanolamin, -glutamat,
-imidazol und -phosphonat.

DOTMA-Analoga werden am hiufigsten bei der Formu-
lierung kationischer Liposomen verwendet. Die wichtigsten
Analoga sind DOTAP 3,7 DMRIE 4081 und DOSPA 5.

Tabelle 1. Die wichtigsten Formulierungen kationischer Liposomen.[?!
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Im Handel: Nicht im Handel:

Cytofectin Formulierung Cytofectin Formulierung
(Handelsname/Hersteller)

DOTMA 1! DOTMA/DOPE 1:1P DMRIE 418! DMRIE/DOPE 1:1
(Lipofectin/GIBCO BRL) DORIE 6!'*! DORIE/DOPE 1:1

DOTAP 3117 DOTAP DORI 71820 DORI/DOPE 1:1
(DOTAP/Boehringer Mannheim) 14 Dea 2 101% 24 14 Dea?2

DOSPA 5 DOSPA/DOPE 3:10) GS 2888 131281 GS 2888/DOPE 1:1
(Lipofect AMINE/GIBCO BRL) DC-Chol 14 DC-Chol/DOPE 6:4

DOGS 9 DOGS Cholsdurehexaamin 175! 17/DOPE 1:10

(Transfectam/Promega)

Lipid 67 182

Lipid 67/DOPE 1:2

Di-C14-amidin 1112521 Di-C14-amidin/DOPE 1:1 CTAP 1953 CTAP/DOPE 1:2

(Clonfectin/Clontech) BGTC 215 BGTC/DOPE 3:2
DDAB 1277 DDAB/DOPE 1:2.5[" DPPES 222 DPPES

(LipofectAce/GIBCO BRL) Lys-Pam,-GroPEtn 23] Lys-Pam,-GroPEtn/Chol/egg PC 1.5:3.0:5.5["
Cholesterylspermidin 201 Cholesterylspermidin L-PE 23al*®l L-PE/CEBA 39 6:4

(Transfectall/Apollon Inc.)

2Cy,-L-Glu-ph-C,-N*+Br~ 241
2Cy,-L-Glu-C,-N+Cl- 251
DOTIM 26141

2C},-L-Glu-ph-C,-N*
2C,,L-Glu-C,-N*
DOTIM/Chol 1:1 oder DOTIM/DOPE 1:1

[a] Verwendete Abkiirzungen: Chol: Cholesterin 38; egg PC: Ei-Phosphatidylcholin. Verhiltnisse sind Molverhiltnisse, sofern nicht anders angegeben.

[b] Massenverhiltnis.
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Weitere DOTMA-Analoga sind z.B. DORIE 6['*! und das
Esteranalogon DORI 7.['%2% Das jiingste und leistungsfihig-
ste Mitglied dieser Untergruppe ist GAP-DLRIE 8.2 Die
wichtigsten Mitglieder aus der Untergruppe der komplexen
Alkylamine und -amide sind DOGS 9,72 14 Dea 2 10,12%24

0 (0]
+
+ * NR, Me N\/U\ O. R
H N/\/\N/\/\)J\N 2 3 N/\/
3 H, + H/\rr cl— \ﬂ/
NH, (e} (o}

4 CF,CO5 R= 3\91/7 R= §\H1/2 o\n/R
NH, 0
+ DOGS 9 14Dea2 10

Di-C14-amidin 11

(\/\/\/\/\/\/\/\/

Me, N
Br—
DDAB 12
I 1
>i NR,
N~ N N
oy H“/\HLmr
NH, o)
2 HCI R= §\(.,)/
13
GS 2888 13

Di-Cl14-amidin 11?5 2! und DDAB 12.?) Homologe sowohl
von 14Dea?2 als auch von Di-Cl4-amidin sind bereits
beschrieben worden,?*26! und 1996 wurde GS 2888 13 dieser
Untergruppe hinzugefiigt.?®! Von den erwihnten Substanzen
haben lediglich DOGS9 und DDAB 12 einen groBeren
Anwenderkreis gefunden.

Das erste beschriebene Cholesterinderivat ist das immer
noch haufig verwendete DC-Chol 147! In der Folgezeit

1866

wurden weitere Derivate beschrieben, darunter 15 und 161%
sowie Esteranaloga dieser beiden Verbindungen.'! 1996
wurde von einer eher ungewohnlichen Klasse von Amphi-
philen mit einer kationischen Polyamincholesteryl-Oberfla-
che berichtet, die auf drei natiirlich vorkommenden Gallen-
sduren basiert.’] Ein typisches Beispiel ist das bisglykosy-
lierte Cholsdurehexaamin 17. Zwei der wirksamsten bis heute

NH, Lipid67 18

beschriebenen Cytofectine sind Cholesterinderivate. Dabei
handelt es sich um das Polyamin Lipid 67 187 und um
CTAP 19.7%1 Weitere Polyaminderivate wurden ebenfalls erst
in den letzten Jahren beschrieben,?*3% darunter Cholesteryl-
spermidin 20 und BGTC 21.5¢

In den verbleibenden Untergruppen wurden vor allem zwei
Derivate von Dipalmitoyl-L-a-phosphatidylethanolamin be-
schriecben, und zwar DPPES22? und Lys-Pam,-

GroPEtn 23.571 Ein drittes Derivat, L-PE 23a, ist die ,,Oleyl-
version® von 23.% 31 2C,,-L-Glu-ph-C,-N*Br~ 24 und 2C,,-L-
Glu-C,-N*Cl~ 25 gelten als die besten von Glutamat ab-

BGTC 21

Angew. Chem. 1998, 110, 18621880
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geleiteten Cytofectine.?* ¥l Die Synthesen von Imidazolderi-
vaten wie DOTIM 261! und von zwei Phosphonatdiesterde-
rivaten, GLB43 27 und GLB90 28, wurden 1995 veroffent-
licht.[*1

/_/O—@—{O 2 OR

N

R

O
o 0]
"
MesN\)LN\\\\\
c- H

Me,N ; H ;
+ R= OR R=
Br \(“)1/1 o \(')1/3
2C,»-L-Glu-ph-C,-N*Br~ 24 2C,,-L-Glu-C,-N*CI™ 25
RO +
0 P~ SNMe,R'
e RO7l ’
RTOT Y O oH 0 x-
R 27:R=§W,R':CH3,X=I
o= b= S
g g 28: R=§\ﬁ/ , R'= CH,CO,Me, X = Br
13
DOTIM 26 GLB43 27
GLB90O 28

3.2. Synthesen von Cytofectinen

Die organischen Synthesen der wichtigsten Cytofectine
sind in der Regel kurz und verlaufen mit hohen Ausbeuten,
was gewill zu ihrer Verwendung beigetragen hat. Die Syn-
these von DOTMA 1 wird zusammen mit den Synthesen der
DOTMA-Analoga DOTAP 3, DMRIE 4, DORIE 6 und
DORI7 in Schemal gezeigt. DOTMA 1 wird in zwei
Schritten aus 3-(Dimethylamino)-1,2-Propandiol 29 herge-
stellt.l')) DOTAP 3 und DORI 7 werden beide auf dhnliche
Weise iiber die Veretherung des Propandiols 29 mit Oleylre-
sten und anschlieBende N-Alkylierung des entstehenden
tertidren Amins entweder mit Methyliodid oder mit 2-
Bromethanol hergestellt.l'> ¥ Alternativ entstehen bei der
Alkylierung von 29 mit Myristyl- oder Oleylmesylat und
anschlieBender N-Alkylierung mit 2-Bromethanol DMRIE 4
bzw. DORIE 6.'! GAP-DLRIE 8 wird dhnlich wie 4 und 6
hergestellt.?!l Es wurden ebenfalls komplexere Synthesen von
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OH OR
HO\)\/NMeZ -2 »~ RO \A/NMez —2 > poTMA 1

29
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8 7
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13
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R"= i\ﬁ/

11

Schema 1. Reagentien und Bedingungen: a) Xylol, fBuOK (3 Aquiv.),
Oleyltoluolsulfonat (3 Aquiv.) oder Oleylmesylat (3 Aquiv.), 140°C, 3 h;
b) MeCl, 70°C, 48h; c)Et,O, Pyridin, Oleoylchlorid, 40h, 78%;
d) CHCl;:DMSO (1:1), Mel, 63%; e¢) Br(CH,),OH; f) Xylol, tBuOK
(3 Aquiv.), Myristylmesylat (3 Aquiv.), 70°C; g) 1. THF (wasserfrei),
NaH, RiickfluB, 24 h; 2. THF (wasserfrei), Dodecylmesylat (3 Aquiv.),
RiickfluB, 72 h, 65%; h) 1. DMF (wasserfrei), N-(3-Brompropyl)phthal-
imid (2 Aquiv.), 105°C, 72 h, 61 %; 2. EtOH, Hydrazin (30 Aquiv.), Raum-
temperatur (RT), 18 h, 75%.

DOTMA-Analoga beschrieben, z.B. eine elegante Synthese
von DORI7 (Schema2),” die sich als flexibel genug
erwiesen, um die Synthesen einer Reihe von Fettsdureanaloga
von 7 zu ermdglichen.?” Die Synthese des Polyamins
DOSPA 5 ist offenbar nicht veroffentlicht worden.

OH
l b
(o
~—— TBDPSO\_~.
N

Schema 2. Reagentien und Bedingungen: a) EtOH, LiClO, (2 Aquiv.),
65°C, 72%; b) Et,0, 85% HCO,H, 71-75%; c) 1. CH,Cl,, Oleoylchlorid
(2.2 Aquiv.), Et;N, DMAP (kat.), 0°C, 92%; 2. THF, TBAF (3 Aquiv.),
0°C, 88-91%; 3. Mel. TBDPS = tert-Butyldiphenylsilyl, Tr = Triphenyl-
methyl, DMAP = 4-Dimethylaminopyridin, TBAF = Tetrabutylammo-
niumfluorid.

DORI 7

Die komplexen Cytofectine der Alkylamin/amid-Unter-
gruppe wurden entsprechend ihren verschiedenartigen Struk-
turen auf mehrere Arten hergestellt. DOGS 9 wird iiber eine
konvergente mehrstufige Synthese erhalten, die in der Kupp-

1867

TBDPSO._~.
N
— M:Y\OTr



AUFSATZE

A. D. Miller

lung von L-5-Carboxytetrabutoxycarbonylspermin 30 mit
Glycyldioktadecylamid 31 (Schema 3) gipfelt.’?l Das Cyto-
fectin 14 Dea2 10 und seine Homologe wurden durch N-
Acylierung und Aminsubstitution hergestellt (Schema 4),4
Di-C14-amidin 11 und seine Homologe iiber die Aminolyse
von Ethyl-N-tert-butylacrylimidat 32 (Schema 5).?% Die Syn-
these von DDAB 12 verléduft iiber die Dialkylierung von

H;N NHBoc

gCN g
H,N HN HN BocN
umCOZH nmCOzH ”"'COzH '""COZH
a b c
— —_— —

NH, gNH NH NBoc

NC é
NH, NHBoc
30

0 0
d )’\/NHZ e /U\/ 1
R:NH —— RN — AN NH, —— DOGS 9

R=§\H/

17
31

0 0
g, /U\/NHZ h /lk/ i
R,NH RN — RN NH; —— Gs2888 13

H o/u\R

0 5 j
ﬁsN/\/o\é’/o\}\/O\n/R + 30 —>  DPPES 22
|
o~ O
26 R= g\(“)1/4
NHBoc
—k> Lys-Pamy-GroPEtn 23
36 + y 2
BocHN
(0]
SuO
37

Schema 3. Reagentien und Bedingungen: a) DMF, CH,CHCN; b) EtOH,
Raney-Ni, H,; ¢) THF, Boc-ON; d) CH,Cl,, ZGlypNP, Et;N (1.1 Aquiv.),
5 h; e) CH,CL/EtOH, 10proz. Pd/C, H,, 1 h, 87 %; f) 1. CH,Cl,, 30, DCC
(1.1 Aquiv.), 12h, 90%; 2. TFA, 10 min; g) 1. THF, Z-Glycin, NHSu
(1 Aquiv.), DCC (1.1 Aquiv.), RT, 16 h; 2. CH,Cl,, Et;N (1.4 Aquiv.), RT,
5h, 18%; h) CH,CL/EtOH, 10proz. Pd/C, H,, 8 h, 94 %; i) 1. CH,Cl,, L-
Boc-Arg(Boc),-OH, DIC (1.1 Aquiv.), RT, 16 h, 37.5%; 2. Dioxan, 4m HCl,
RT, 2.5 h; j) 1. CH,CL/THF, NHSu (1.1 Aquiv.), DCC (1.1 Aquiv.), 12 h;
2. CHCL/EtOH, EtN, 40°C, 12h, 55%; 3. CH,Cl,, TFA; k) 1. CHCl;:
EtOH (1:1), Et;N (0.1 Mol-%), 50°C, 12 h; 2. CHCl;, TFA, 3 h. Boc = tert-
Butoxycarbonyl, Boc-ON = 2-(tert-Butoxycarbonyloximino)-2-phenylace-
tonitril, Z = Benzyloxycarbonyl, pNP = para-Nitrophenyl, DCC = Dicy-
clohexylcarbodiimid, TFA = Trifluoressigsdure, NHSu = N-Hydroxysuccin-
imid, DIC = Diisopropylcarbodiimid.
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Dimethylamin,”” und GS 2888 13 wurde auf dhnliche Weise
wie DOGS 9 hergestellt.[?s]

o
HN/\/O\H/R CI\)I\N /\/O\H/F{

o) a H 0
A,
R

R= §\ﬁ1/2 O\H/R

b
——» 14 Dea 2 10

r

o 0
OR
O
Q o]
+ >—©~O(CH2)ZBr — 2C,-L-Glu-ph-C,-NBr~ 24
muNH, HO
(0]
OR §
R=
\(_,);
OR
© Cc
(e} — 2C,4-L-Glu-C,-N"CI™ 25
|||||NH2 HOJJ\/Cl
(6]
OR

R=$Ny~

13

Schema 4. Reagentien und Bedingungen: a) CHCl;, DCC (1.1 Aquiv.),
CICH,CO,H; b) Me;N; ¢) 1. CH,Cl,, DCC (1.1 Aquiv.); 2. Me;N.

+ NtBu
— a =N{Bu b
/'—_N /_ C 11
7 4 FeCl; \/U\OEt
32

Schema 5. Reagentien und Bedingungen: a) CH,Cl,, FeCl;, 0°C, 15 min,
dann fBuCl, 30 min; b) EtOH; c¢) CH;(CH,);;NH, (2 Aquiv.).

Eine einzige Aminolysereaktion reicht aus, um DC-Chol 14
aus Cholesterylchloroformiat 33! sowie 15 und 16 aus
Cholesterylhemisuccinat 34 bzw. Cholestan-35-carbonsiure
35 herzustellen (Schema 6).*” Die Aminolyse von 33

9 o)
C|/U\OCh | —= DC-Chol 14 OChal b
o HO — 15
33 34 O
HO.__Chol
T 6
0
35
NH, NH,
33 + Kl [ o
N Jq d . BGTC 21
HON NS e
2 NH, HzN/\/N\/\H OChol

Schema 6. Reagentien und Bedingungen: a) CHCl;, Me,N(CH,),NH,
(3.6 Aquiv.), 0°C, 22%; b) CH,Cl,, Me,N(CH,),NH,, CDI; c¢) CH,Cl,,
TREN; d) THF/MeOH, 1H-Pyrazol-1-carboxamidin (2 Aquiv.), iPr,NH
(2 Aquiv.), RT, 18 h, 60 %. CDI = Carbonyldiimidazol, Chol = 3-Choleste-
ryl, TREN = Tris(2-aminoethyl)amin.

mit nachfolgender Guanidinylierung des Produkts geniigte,
um auch BGTC 21 zu synthetisieren.’" Uberraschenderweise
haben Synthetiker oft eine &hnliche einstufige Aminolyse
verwendet, um Cholesterylpolyaminderivate herzustellen,

Angew. Chem. 1998, 110, 18621880



Kationische Liposomen

AUFSATZE

wobei eine Mischung aus Polyamin-Regioisomeren anstelle
der reinen Komponenten erhalten wurde. Zum Beispiel
wurde das Cholsdurehexaamin 17 in mehreren Schritten aus
Cholsdure hergestellt, aber die Addition des Hexaamins ging
ebenfalls mit einer unkontrollierten Aminolyse einher, so daf3
17 als Mischung der Polyamin-Regioisomere erhalten wurde
(Schema 7).P1 ITm Unterschied dazu wurde das Polyamin

Schema 7. Reagentien und Bedingungen: a) 1. THF, NaH, MPMCI,;
2. PhMe, Tf,0 (4 Aquiv.), 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin, —78°C, dann
RS(O)Ph (4 Aquiv.), 30 min, —RT; b) 1. NaOH/EtOH/THF, 2-48h,
RiickfluB; 2. CH,Cl,, NHSu, DCC, 3 h; 3. H,O/Et;N, Hexaamin, 48 h;
4. EtOH, Pd(OH),/C, H,. MPM = p-Methoxybenzyl, Tf,O = Trifluorme-
thylsulfonsdureanhydrid.

CTAP 19 mit hoher Ausbeute in einem mehrstufigen Ver-
fahren erhalten, das entwickelt wurde, um die Bildung von
Regioisomeren zu vermeiden.® Der eingeschlagene Syn-
theseweg erwies sich als flexibel genug, um die Synthese einer
Reihe von Triamin-, Tetraamin- und Pentaaminvarianten von
Cholesterin-Cytofectinen zu ermoglichen. Die Synthesewege
zu Lipid 67 18 und Cholesterylspermidin 20 wurden bis jetzt
noch nicht verdffentlicht.

Von den iibrigen Untergruppen der Cytofectine wurden die
beiden wichtigsten Dipalmitoylphosphatidylethanolaminde-
rivate, DPPES 22 und Lys-Pam,-GroPEtn 23, in analoger
Weise durch N-Acylierung des Ausgangslipids 36 mit 30,
aktiviert durch N-Hydroxysuccinimid, oder entsprechend mit
Boc-Lys(Boc)-OSu 37 (Schema 3)?% %7 gynthetisiert. N-Acy-
lierung mit anschlieBender Aminsubstitution war hinreichend
fur die Synthesen der beiden wichtigsten Glutamatdiesterde-
rivate  2Cj,-L-Glu-ph-C,-N*Br=24 und 2C,,-L-Glu-C,-
N*CI~ 25 aus Glutamatestern (Schema 4).24 SchlieBlich wur-
den das Imidazolderivat DOTIM 26 und seine Homologe in
einem vierstufigen Verfahren hergestellt, dessen letzter
Schritt eine neuartige Cyclisierung zum Imidazoliniumring
ist (Schema 8).14]

3.3. Methoden fiir die Formulierung kationischer
Liposomen

Zur Formulierung von kationischen Liposomen aus Cyto-
fectinen — mit neutralem oder ohne neutrales Colipid —
wurden unterschiedliche Methoden eingesetzt. Dazu gehoren
Ultraschallbehandlung und/oder das griindliche Durchmi-
schen einer wifrigen Losung, Umkehrphasenverdampfung
und die Verdiinnung einer Ethanol-Stammlosung mit Wasser.
Sicherlich ist die Formulierungsmethode wichtig, doch muf3
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3—1 (?—i %COR OCOR
(NH NBoc NBoc +NH, CI
a b
> — g — g L g 94 . 2
’}H r\foc '\foc +NH; CI™
OH OH OCOR OCOR

A=
7 7
Schema 8. Reagentien und Bedingungen: a) CHCl,, Boc,O (2.1 Aquiv.),
NaHCO;, 5h, 80%; b)CH,Cl,, Oleoylchlorid (2.1 Aquiv.), Et;N
(2.4 Aquiv.), 45 min, 94%; c) Dioxan, HCI, 2 h, 95%; d) Ethylenglykol,
110°C, 10 min, 75%.

das Ausmal noch ermittelt werden, in dem die Effizienz des
Nucleinsduretransfers dadurch beeinfluf3t wird.

DOTMA 1 und seine wichtigsten Analoga (4-8) werden
iiblicherweise mit dem neutralen Colipid DOPE 2 zu katio-
nischen Liposomen verarbeitet. Dazu werden die Liposomen
aus dquimolaren Mengen an Cytofectin und DOPE 2 unter
griindlichem Durchmischen bei Raumtemperatur behandelt,
um zunichst grofe multilamellare Vesikel (MLVs) zu pro-
duzieren, aus denen dann bei 10 °C durch Ultraschallbehand-
lung kleine unilamellare Vesikel (SUVs) fiir die Gentransfek-
tion erhalten werden.['$:20- 21l Kationische DOSPA-Liposomen
sind als Lipofect AMINE (GIBCO/BRL) kommerziell erhélt-
lich und enthalten DOSPA § sowie DOPE 2 im Verhiltnis 3:1.
Auch kationische Liposomen mit DOTAP 3 ohne neutrales
Colipid sind inzwischen kommerziell erhéltlich (Boehringer
Mannheim), zuvor wurden sie iiblicherweise ebenfalls mit
DOPE 2 hergestellt. In diesem Fall wurden DOPE/DOTAP-
Liposomen entweder iiber Ultraschall!”l oder iiber Umkehr-
phasenverdampfung hergestellt.'” 4]

Kationische Liposomen aus dem kationischen Amphiphil
DOGS 9 koénnen unter dem Namen Transfectam (Promega)
erworben werden. Solche Liposomen konnen einfach durch
zehnfache Verdiinnung einer wéBrigen Ethanol-Stammldsung
von 9 in einen wiBrigen Puffer erhalten werden.”?l Im
Unterschied dazu werden DDAB 12 enthaltende kationische
Liposomen gewohnlich mit DOPE 2 formuliert; das im
Handel befindliche Produkt LipofectAce (GIBCO/BRL) ist
eine Formulierung aus DDAB 12 mit DOPE 2 im Verhiltnis
1:2.5. Di-Cl4-amidin-Liposomen sind jetzt als Clonfectin
(Clontech) erhiltlich. Sie werden hauptsidchlich durch Ver-
diinnung einer ethanolischen Stammldsung in einen neutralen
Puffer formuliert,?! analog zur Formulierungsmethode fiir
DOGS-Liposomen.? Es wurde allerdings auch eine zweite
Methode verwendet, bei der 11 und DOPE 2 im Molverhilt-
nis 1:1 verwendet wurden; durch griindliches Mischen und
Ultraschallbehandlung wurden dann die Liposomen herge-
stellt.] Diese zweite Methode wurde ebenfalls verwendet,
um Liposomen aus GS 2888 13 und DOPE 2 herzustellen,
wenngleich die beste Methode im griindlichen Durchmischen
und Einfrieren/Auftauen einer Mischung aus 13 und 2 im
Molverhiltnis 2:1 besteht.?! SchlieBlich ist die Ultraschall-
behandlung einer 10 mMm Suspension des Cytofectins 14 Dea 2
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10 oder seiner Homologe in Wasser offenbar ausreichend, um
aktive Liposomen zu bilden.*!

Cholesterinderivate werden normalerweise mit DOPE 2 zu
Liposomen formuliert, allerdings mit einer Reihe anderer
Methoden. Zum Beispiel wird DC-Chol 14 in der Regel mit
DOPE 2 im Molverhiltnis 6:4 kombiniert, die Liposomen
werden dann entweder durch Ultraschallbehandlung allein,?”
durch griindliches Durchmischen und anschlieBende Ultra-
schallbehandlung®! oder durch Umkehrphasenverdampfung
und anschlieBende Ultraschallbehandlung erhalten.[* Lipo-
somen mit den Cytofectinen 15 und 16 wurden ebenfalls mit
DOPE 2 im Molverhiltnis 1:1 durch Ultraschallbehandlung
oder durch griindliches Durchmischen mit nachfolgender
Ultraschallbehandlung formuliert.?> 1 Das Cholsidurehexa-
amin 17 und &dhnliche Amphiphile werden mit DOPE 2 im
Verhiltnis 1:1 kombiniert und die Liposomen durch Ultra-
schall erzeugt.’] Die Polyamine Lipid 6718 und CTAP 19
wurden bis jetzt ausschlieBlich durch griindliches Durch-
mischen mit DOPE 2 im Molverhéltnis 1:2 in Liposomen
iiberfiihrt.’¥l Was die iibrigen Cholesterinpolyamin-Cytofec-
tine anbelangt, so wurden aus BGTC 21 und DOPE 2 im
Molverhéltnis 3:2 durch griindliches Durchmischen und an-
schlieBende Ultraschallbehandlung Liposomen erhalten,!
wihrend Cholesterylspermidin 20, jetzt als Transfectall
(Apollon Inc.) im Handel, anscheinend ohne Colipid formu-
liert wird.

Die restlichen Untergruppen von Cytofectinen werden oft
entweder ohne Colipid oder mit anderen neutralen Colipiden
als DOPE 2 formuliert. So werden Liposomen von DPPES 22
ohne Colipid erhalten, ebenso wie von DOGS 9,21 withrend
solche aus Lys-Pam,-GroPEtn 23 durch Ultraschallbehand-
lung einer Mischung aus 23 mit Cholesterin 38 und Ei-

Phosphatidylcholin im Verhiltnis 1.5:3.0:5.5 entstehen.’! L-
PE 23a bildet in Kombination mit einem zweiten kationi-
schen Amphiphil, ndmlich dem Cholesterinester von (-
Alanin (CESA, 39; Molverhiltnis 6:4), Liposomen.s! Hin-

gegen werden Liposomen aus DOTIM 26 und dessen Homo-
logen durch Ultraschallbehandlung einer Mischung des
Cytofectins entweder mit Cholesterin 38 oder mit DOPE 2
im Molverhiltnis 1:1 erhalten.*] SchlieBlich bilden sich die
beiden wichtigsten Glutamatdiesterderivate, 2C,,-L-Glu-ph-
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C,-N*Br~ 24 und 2C;,-L-Glu-C,-N*Cl~ 25 von selbst durch
einfache Ultraschallbehandlung einer Suspension in neu-
tralem Puffer.?!

4. Mechanismen des Nucleinsauretransports

Der Mechanismus des durch kationische Liposomen ver-
mittelten Nucleinsduretransports ist kompliziert. Zur Dar-
stellung des heutigen Wissensstandes wird dieser Prozef
daher hier in drei getrennten Stufen diskutiert. Zunéchst
werden die Strukturen der Komplexe von kationischen
Liposomen mit Nucleinsduren besprochen. Heterogene Kom-
plexe bilden sich schnell nach der Vereinigung von Nuclein-
sduren mit Suspensionen kationischer Liposomen. Diese
Komplexe dringen in die Zellen ein. Die Abgabe von
Nucleinsduren scheint am effizientesten zu sein, wenn die
Komplexe bei einem Verhiltnis der positiven Ladungen der
Liposomen zu den negativen Ladungen der Nucleinsduren
von >1 gebildet werden. Zur Abgabe von Genen in vitro ist
das optimale Ladungsverhiltnis oft >1 (d.h., solche Kom-
plexe sind kationisch),??l wihrend das optimale Verhiltnis fiir
die effiziente Genfreisetzung in vivo nédher bei 1 zu liegen
scheint.®! Deshalb werden wir unsere Aufmerksamkeit im
folgenden Abschnitt den besonderen Eigenschaften der
Komplexe aus kationischen Liposomen und Nucleinsduren
mit einem Ladungsverhiltnis von 1 oder hoher widmen.

Zweitens sollen die Mechanismen des Einschleusens der
Liposom-Nucleinsédure-Komplexe in die Zelle besprochen
werden. Der vorherrschende Mechanismus scheint Endocy-
tose zu sein, unabhéngig vom Typ des eingesetzten kationi-
schen Liposoms. Die eindeutigsten Hinweise fiir diesen
Mechanismus werden zusammen mit weiteren moglichen
Einschleusungsmechanismen diskutiert. Schlielich wird das
weitere Schicksal der Nucleinsduren in der Zelle beschrieben,
wobei der Schwerpunkt darauf liegt, wie die Nucleinsduren in
den Zellkern gelangen sollen — also dorthin, wo ihre
therapeutischen Eigenschaften in den meisten Féllen genutzt
werden sollen.

4.1. Strukturen der Komplexe von kationischen
Liposomen mit DNA

Die urspriingliche Schilderung von Felgner und Ringold
beschreibt die elektrostatische Bindung von DNA an katio-
nische Liposomen ohne Anderung ihrer GréBe und Form. 6!
Experimentelle Befunde weisen darauf hin, daB Komplexe
von kationischen Liposomen mit DNA durchaus sehr hetero-
gene und dynamische Strukturen sind, deren Grofie und Form
in Abhéngigkeit vom Molverhiltnis von kationischen Lipo-
somen zu DNA variiert. Die drastischsten strukturellen
Anderungen finden bei ladungsneutralen Komplexen statt,
wenn also das Positiv-zu-negativ-Ladungsverhéltnis bei 1
liegt.

Die ersten Schliisselexperimente wurden von Gershon
et al. durchgefiihrt.*’] Mit Ethidiumbromid als Fluoreszenz-
sonde fiir freiliegende DNA-Basenpaare titrierten sie DNA-
Losungen bestimmter Konzentrationen mit DOTMA- oder
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DOPE/DOTMA-Liposomen (1:1) und beobachteten die auf-
tretenden Effekte. Sie stellten fest, dal die DNA generell
zuganglich war, bis sich das Verhiltnis von positiven zu
negativen Ladungen dem Wert 1 ndherte. An diesem Punkt
trat eine umfangreiche Maskierung von DNA ein, was sich in
einem schnellen Abfall der Fluoreszenzintensitdt bemerkbar
machte (Abb. 1a). Drastische Anderungen bei einem 1:1-

0 0.2 04 06 08 1 1.2 14 L6
Verhiltnis +: — —p»

b) 60 -
T 40
1 o
lem i <
20
i 9
1 =
0 . ; . ' . :
0 20 40 60
t/min —p»

Abb. 1. Einflu der DNA-Lénge und des Verhiltnisses von Liposom zu
DNA (beschrieben durch das Positiv-zu-negativ-Ladungsverhiltnis) auf
die Fluoreszenzintensitdt von Ethidiumbromid. a) Eine Fixkonzentration
von DNA (Nucleotidkonzentration) wurde mit DOPE/DOTMA-Liposo-
men (im Molverhiltnis 1:1) in Gegenwart von Ethidiumbromid titriert. Die
ansteigende Liposomenkonzentration spiegelt sich in dem steigenden
Liposom-zu-DNA-Verhiltnis, dem Positiv-zu-negativ-Ladungsverhéltnis
(+:—), wider. Die Fluoreszenzemissionsintensitit von Ethidiumbromid
(1., ist in willkiirlichen Einheiten wiedergegeben. Die Lingen der DNA-
Segmente betrugen 100-300 (o), 500-8000 (2) und 23000 (<) Basenpaa-
re. b) Es wurden drei verschiedene Konzentrationen von DOPE/DOTMA -
Liposomen (Molverhiltnis 1:1) in Gegenwart von Ethidiumbromid mit
DNA kombiniert und die Anderung der Fluoreszenzintensitit mit der Zeit
registriert. Die Liposom-zu-DNA-Ladungsverhéltnisse (+:—) betrugen
1.0 (0), 1.1 (¢) und 1.2 (2). Die DNA-Konzentration wurde durchweg auf
25um (Nucleotidkonzentration) normalisiert; Ethidiumbromid (Molver-
hiltnis Fluoreszenzmarker:Nucleotid =1:50) wurde unmittelbar vor der
Messung hinzugegeben. (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis der
Autoren*”] ibernommen.)

Ladungsverhiltnis wurden auch von Struck et al.l¥! unter
Verwendung der Resonanzenergietransfer(RET)-Methode in
Lipid-Mischungsexperimenten festgestellt. Bei dieser Metho-
de werden Liposomen, die mit zwei komplementidren Fluo-
reszenzfarbstoffen markierte Lipide enthalten, mit unmar-
kierten Liposomen gemischt. Beim Vorgang der Vermischung
und Fusion der Lipide kommt es zu einer Verteilung der
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markierten Lipide innerhalb der zuvor unmarkierten Lipo-
somen, was zur Abnahme der Fluoreszenzloschung zwischen
den komplementir markierten Lipiden und zur Zunahme der
Fluoreszenzintensitét fiihrt.

Die Untersuchungen mit der RET-Methode ergaben, daf3
die Vermischung/Fusion im allgemeinen durch DNA gefor-
dert wird, was auch bei anderen polyvalenten Anionen der
Fall ist,[*-% sich das Verhalten aber bei einem Ladungsver-
haltnis von 1 signifikant andert (Abb. 2a). Als Deutung dieser
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Abb. 2. Durch DNA induzierte Lipidmischung von markierten und
unmarkierten Liposomen. a) DOPE/DOTMA-Liposomen (Molverhéltnis
1:1) wurden in Gegenwart von DNA (25 um Nucleotidkonzentration) mit
fluoreszenzmarkierten DOPE/DOTMA - Liposomen kombiniert und der
Aunstieg der Fluoreszenzintensitit (I, in willkiirlichen Einheiten) aufgrund
von Lipidmischung mit steigender Lipidkonzentration (ausgedriickt durch
die Masse M,;, der zur DNA gegebenen Liposomen) registriert. Der durch
DNA hervorgerufenene Anstieg der Fluoreszenz wurde durch die Subtrak-
tion der Fluoreszenz der freien markierten Liposomen von der der
Liposomen bestimmt, die in Gegenwart von DNA erhalten wurden. Die
geschétzten Positiv-zu-negativ-Ladungsverhiltnisse sind in Klammern
angegeben. (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis der Autoren!*’]
ibernommen.) b) Liposomen mit 16 um und 4pum DOTAP 3 wurden in
Gegenwart von unterschiedlichen Konzentrationen an DNA (Nucleotid-
konzentration) mit fluoreszenzmarkierten DOTAP-Liposomen kombi-
niert und der durch Lipidmischung verursachte Anstieg der Fluoreszenz-
intensitét registriert. Verschiedene DNA-Konzentrationen spiegeln sich im
Negativ-zu-positiv-Ladungsverhéltnis wider. Die DNA-zu-Liposom-La-
dungsverhiltnisse (—:+) in den Mischungen nach Zugabe der Oligonu-
cleotide betrugen 0 (d. h. keine DNA vorhanden; @), 0.03 (x), 0.2 (a), 0.8
(o) und 1.2 (+). (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis der Autoren®?!
iibernommen.)

abrupten Verhaltensdnderungen schlugen Gershon et al. vor,
daB die kationischen Liposomen die negative Ladung der
DNA hinreichend stark neutralisieren, um analog zu vor-
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angegangenen Untersuchungenl™ %l einen kooperativen Kol-
laps der DNA-Struktur hervorzurufen.[*’! Weiterhin schlugen
sie vor, daB3 die kollabierte DNA, deren freiliegende Ober-
fliche nun sehr viel kleiner als zuvor ist, wirksam vom Lipid
eingekapselt werden kann. Diese Deutung wurde durch die
Kleinschmidt-Methode der elektronenmikroskopischen Dar-
stellung von Nucleinsduren durch Metallbedampfung besta-
tigt. Bei diesen Experimenten erschienen die Liposomen bei
niedrigen Liposom-zu-DNA-Verhiltnissen als lokalisierte,
DNA-gebundene, sphérische Cluster und oberhalb des kriti-
schen Ladungsverhéltnisses als sehr viel gréBere (ca. 700 nm)
stabformige Strukturen (Abb. 3). Dies wurde mit der Ein-
kapselung mehrerer kondensierter DNA-Molekiile erklart.

SRt ARG e e D

Abb. 3. Kleinschmidt-Elektronenmikroskopieaufnahme eines Liposom-
DNA-Komplexes. Die Komplexe wurden mit schrittweise erhohten
Mengen an DOPE/DOTMA-Liposomen und einer konstanten Menge an
DNA pripariert (3.5 pgmL~!). Die Liposom-zu-DNA (Positiv-zu-negativ)-
Verhiltnisse betrugen 0.2 (A), 0.4 (B), 0.6 (C), 1.0 (D) und 1.5 (E). Der
Ma@stabsbalken entspricht 0.5 um. (Die Abbildung wurde mit der
Erlaubnis der Autoren” iibernommen.)

Diese Beobachtungen und ihre beiden vorherrschenden
Deutungen wurden mittlerweile durch die Resultate anderer
Forschungsgruppen bestitigt. Vor allem haben Gustafsson
et al. kryotransmissionselektronenmikroskopische Abbildun-
gen von DNA erhalten, die mit DOTAP- und DOPE/DDAB-
Liposomen komplexiert worden war. Die Bilder zeigten das
Vorhandensein von ,freier oder nur schwach gebundener
DNA bei einem Positiv-zu-negativ-Ladungsverhéltnis < 1 und
groBe (>100nm) Lipid-DNA-Strukturen bei Liposom-zu-
DNA-Molverhéltnissen oberhalb des neutralen Ladungsver-
héltnisses.” Sie deuteten diese groBen Strukturen als cha-
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rakteristisch fiir multilamellare Lipidstrukturen, in denen die
DNA vollstindig eingeschlossen sein soll.

Der EinschluB3 von DNA wird auch dadurch bestitigt, daf3
kationische Liposomen die DNA vor dem Abbau durch
Nucleasen, Zerschneidung bei Aerosolbildung und vor Scha-
den bei Ultraschallbehandlung schiitzen konnen.F%>7 Erst
kiirzlich wurde die genaue Art dieser Einschliisse aufgedeckt
durch Rontgenbeugungsdaten von Rédler et al. bei Unter-
suchungen von Liposomen aus DOPE 2 und DOTAP 3 im
Verhiiltnis 1:1, die mit A-Phagen-DNA komplexiert waren.[!
Die Autoren stellten fest, daB die DNA sandwichartig
zwischen kationischen Doppelmembranschichten in hoch-
geordneten multilammelaren Strukturen eingebettet war. Es
stellte sich heraus, da3 die DNA selbst in hochgeordneten
eindimensionalen Monoschicht-Anordnungen gleichméBige
Gitter bildete (Abb. 4). Die Bildung dieser Anordnungen

Abb. 4. Schematische Darstellung der vorgeschlagenen lokalen Anord-
nung von Komplexen kationischer Liposomen mit DNA. Die DNA-
Molekiile sind als Stibe (blau) dargestellt, die Kopfgruppen der anioni-
schen/zwitterionischen Lipide als weile Kugeln, die der Cytofectine als
rote Kugeln. Nahe der DNA treten die Cytofectine in hoherer Konzentra-
tion auf. d,, bezieht sich auf die Dicke der Doppelschicht, o, auf den
Abstand zwischen zwei Doppelschichten und dpy, auf den interaxialen
Abstand der DNA. Es wurde eine Zunahme von dpy, von ca. 25 auf 60 A
festgestellt, wenn das Positiv-zu-negativ-Ladungsverhiltnis von <1 auf >1
erhoht wurde (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis der Autoren!®
iibernommen.)

deutete man als Folge der urspriinglichen Kondensation der
DNA auf der Oberflache der kationischen Liposomen. Dabei
wurde die elektrostatische Abstoung zwischen Lipid-Dop-
pelschichten abgeschirmt, was die Bildung von Multischichten
durch die Freisetzung von DNA-assoziierten Gegenionen
ermoglichte.

Wahrscheinlich ist dies aber noch nicht die ganze Wahrheit.
Urspriinglich hatte Behr gezeigt, da3 DNA die Oberfldche
von kationischen Liposomen iiberziehen oder einwickeln
kann.’’! Diese Beobachtung wird durch Eastman et al. unter-
stiitzt, denen zufolge die Bindung von DNA an die Ober-
fliche kationischer Liposomen an sich schon die Bildung
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groBer Komplexe auslésen kann.[®) Daher ist es
wohl am wahrscheinlichsten und verstidndlichsten,
dall die Wechselwirkung zwischen kationischen
Liposomen und DNA aus einer Kombination
sowohl von totaler Einbettung als auch von Ober-
flachenassoziation besteht.

Die Variation der GroBe der Komplexe von
kationischen Liposomen mit DNA bei Anderung
des molaren Verhiltnisses von kationischen Lipo-
somen zu DNA wurde von einer Reihe von G
Forschungsgruppen untersucht. Zum Beispiel er- ;
gaben quasielastische Lichstreuungsmessungen an
DOTAP- oder DOPE/DDAB-Liposomen in Kom-
bination mit DNA, daf sich bei niedrigen Lipo-
som-zu-DNA-Verhiltnissen nur kleine Partikel
(ca. 40 nm) bilden.? Die durchschnittliche GroBe
schien drastisch anzusteigen, wenn sich das Positiv-
zu-negativ-Ladungsverhiltnis dem Wert 1 niherte
(ca. 3000 nm), danach jedoch bei einem weiteren : % ; ; ! S
Anstieg des Verhiltnisses wieder allméhlich ab- : AL 2 ol o
zunehmen (Abb. 5). Dasselbe Phinomen stellten
Rédler etal. fest mit einer Kombination aus
dynamischen Lichtstreuungsmessungen und Diffe-
renz-Interferenzmikroskopie.*® Wenngleich sich
mit groBer GewiBheit grofe multilammelare Par-

Abb. 6. Transmissionselektronenphotomikrographie von Liposom-DNA-Komplexen.
Die Komplexe wurden bei einem Liposom-zu-DNA-Verhiltnis von 5:1 unter Verwen-
dung von DOPE/DMRIE- Liposomen (Molverhiltnis 1:1) hergestellt. A) DNA ohne
Lipid, B) - F) Beispiele von verschiedenen Komplextypen. In (B) zeigt der offene Pfeil
unkomplexierte Plasmide, die geschlossenen Pfeile mit Lipid komplexierte Plasmide.
Der Strich entspricht einer Lange von 100 nm. (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis

tikel (>100 nm) mit eingebetter DNA um und
iber dem neutralen Ladungsverhiltnis bilden,
stehen diese Partikel wahrscheinlich im dynami-
schen Gleichgewicht mit vielen anderen kleineren komplexen
Spezies und sogar mit freier DNA. Zabner et al. erbrachten
hierfiir Beweise in Studien mit DOPE/DMRIE-Liposomen,
die mit DNA komplexiert wurden.®!l Thre Elektronenphoto-
mikrographien (Abb. 6) lieBen nicht nur die typischen groBen
und dichten DNA-Lipid-Strukturen (>100nm) mit ver-
schlungenen DNA-Ausldufern erkennen, sondern auch klei-
nere Cluster und freie DNA. Sie entdeckten auch Strukturen,

6000
BB Anzahl
[7] Volumen
4000 -
Slip,/ nmM |
2000
0 4

0.0 002 02 04 06 08 1.0 1.2 1.4
Verhiltnis —/ + —»

Abb. 5. Bestimmung der Partikelgroe von Liposom-DNA-Komplexen
durch quasielastische Lichtstreuungsexperimente. Die Komplexe wurden
durch Inkubation von ansteigenden Mengen eines 15mer-S-Oligonu-
cleotids mit kationischen Liposomen aus 10um DOTAP 3 hergestellt,
anschlieBend wurde die durchschnittliche Partikelgrole gemessen. Der
Anstieg der DNA-Konzentration spiegelte sich in dem steigenden Negativ-
zu-positiv-Ladungsverhiltnis (—:4) wider. Die GroBenverteilung (S;,)
wurde als das Mittel + Standardabweichung des Durchmessers auf der
Basis der VesikelgroBe und -anzahl bestimmt. (Die Abbildung wurde mit
der Erlaubnis der Autorenl® iibernommen.)
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der Autorenl®'! {ibernommen.)

die vermutlich diinn mit Lipid bedeckte DNA-Strédnge sind,
analog zu den bereits zuvor beschriebenen ,,Spaghetti-Struk-
turen® bei elektronenmikroskopischen Gefrierbruchaufnah-
men von DNA, die mit DOPE/DC-Chol-Liposomen kom-
plexiert waren.[®

Die Kinetik der Bildung von Komplexen aus Liposomen
mit Nucleinsduren wurde auf zwei Ebenen untersucht. Ger-
shon etal. fanden bei Untersuchungen an freiliegenden
DNA-Basenpaaren, die mit Ethidiumbromid fluoreszenzmar-
kiert waren, dafl die DNA-Einkapselung durch DOPE/
DOTMA-Liposomen fast unmittelbar eintrat, sobald Lipo-
somen und DNA bei solchen Konzentrationen vermischt
wurden, bei denen das Positiv-zu-negativ-Ladungsverhiltnis
signifikant 1 iiberschritt (>1.2).471 Bei einem Positiv-zu-
negativ-Verhiltnis von 1.0 bis 1.1 wurde aber ein komplexeres
Verhalten festgestellt, und es waren mindestens 60 min bis
zum Einstellen eines Gleichgewichts notig (Abb. 1b). Das
beobachtete oszillierende Verhalten ist sicherlich ein Indiz fiir
ein hochdynamisches System, wenngleich das etwas schwer zu
begriinden ist. Bei einem Verhiltnis von 1.2 stellte sich das
Gleichgewicht schon nach 10 min ein (Abb. 1b). Eine detail-
liertere kinetische Untersuchung mit RET-Lipid-Mischung-
sexperimenten®l ergab, daB DNA die Aggregation und
nachfolgende Fusion von DOTAP- und DOPE/DDAB-Lipo-
somen mit einer Geschwindigkeit einleiten konnte, die einer
Gleichgewichtseinstellung innerhalb weniger Minuten ent-
spricht (<5 min; Abb. 2b). Allerdings wurden fiir das oben
erwihnte Positiv-zu-negativ-Ladungsverhéltnis von 1.0 und
1.1 keine Ergebnisse mitgeteilt.?!

An dieser Stelle ist erwdhnenswert, da3 die hier beschrie-
benen Ergebnisse ineinandergreifen und allméhlich ein
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stimmiges Bild ergeben, wie kationische Liposomen und
DNA wechselwirken, obwohl diese Studien von verschiede-
nen Forschungsgruppen unter Verwendung einer Vielfalt
verschiedener DNA-Léngen, Lipide, Liposomen-Formulie-
rungsverfahren, Puffer etc. durchgefithrt wurden. Offen-
sichtlich ist das von Felgner und Ringold™ entworfene Bild
nicht haltbar, da Komplexe von kationischen Liposomen mit
DNA in ausgeprégt heterogener Form auftreten, wobei fast
alle moglichen Formen der Struktur — von nackter DNA bis
hin zu in hochgeordneten multilammelaren Anordnungen
eingebetteter DNA — mit groBer Gewifheit 30 —60 min nach
der Vermischung von DNA und kationischen Liposomen im
Gleichgewicht stehen. Beriicksichtigt man, da8 die durch
kationische Liposomen vermittelte Abgabe von DNA am
effizientesten zu funktionieren scheint, wenn das Verhéltnis
kationischer Liposomen zu DNA auf Positiv-zu-negativ-
Ladungsverhiltnisse um 1 oder hoher eingestellt wurde, so
sollte man annehmen, daf} grofe multilamellare Partikel, die
in sich eingebettet hochgeordnete DNA enthalten, die
wesentlichen Strukturen sind, um die Abgabe von DNA zu
vermitteln. Hier sollte man aber bedenken, dal Komplexe
von kationischen Liposomen mit DNA hochdynamische
Strukturen sind im Gleichgewicht mit kleineren Strukturen,
so daB die Annahme nicht notwendigerweise der Wirklichkeit
entsprechen muf.

4.2. Das Einschleusen von Komplexen in Zellen

Das Einschleusen von Komplexen in Zellen ist der erste
Schritt des Nucleinsduretransportes durch kationische Lipo-
somen. Frither vermutete man, dal das Einschleusen in die
Zelle hauptsichlich durch die Verschmelzung der Zellmem-
bran mit den Liposomen erfolgt!'" 1 unter der Primisse, daB
kationische und anionische Liposomen leicht miteinander
verschmelzen.[! 1 Es stellte sich aber heraus, daB Komplexe
von kationischen Liposomen mit DNA viel schlechter mit
negativ geladenen Membranen verschmelzen. Dies deutet
darauf hin, daB} in diesem Fall das Einschleusen in die Zelle
nicht durch Membranfusion geschieht.l'”l Vielmehr lassen
andere Beobachtungen jetzt vermuten, daf} eine langsame
Endocytose von intakten Komplexen, vermittelt durch die
Interaktion mit Proteoglykanen,® % der wichtigste ProzeB
ist.[-%] Dies wurde zuerst von Behr et al.l?> %l vermutet und
danach von Zabner et al. beobachtet, die elektronenmikro-
skopisch den Zelleintritt (in COS- und HeLa-Zellen) von
goldmarkierter DNA, komplexiert mit DOPE/DMRIE-Li-
posomen (Positiv-zu-negativ-Ladungsverhéltnis = 1.2), unter-
suchten.[®! Die Komplexe drangen nach anfinglicher Asso-
ziation an die Zelloberfliche durch Endocytose ein und
verblieben in einem Vesikel oder Endosom (Abb. 7). Durch
confocale Mikroskopie wurde dann das anschlieBende intra-
zellulare Schicksal der in Endosomen eingeschlossenen
Komplexe verfolgt. Die Komplexe akkumulierten bis zu
24 h nach dem Eindringen in die Zelle in der Umgebung des
Zellkerns. Dies wurde als Folge der Endosomenwanderung in
Richtung Zellkern interpretiert, weil die eingeschlossenen
Komplexe dabei koaleszieren und makromolekulare Lipid-
DNA-Strukturen bilden konnten. Diese makromolekularen
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Abb. 7. Transmissionselektronenphotomikrographie von COS-Zellen, die
mit goldmarkierter und mit Liposomen komplexierter DNA transfiziert
worden sind. Die Zellen wurden Komplexen aus goldmarkierter DNA
sowie DOPE 2 und DMRIE 4 ausgesetzt, die mit einem Liposom-zu-DNA-
Verhiltnis von 5:1 prapariert wurden. AnschlieBend wurden die Zellen zu
den angegebenen Zeiten fiir die Elektronenmikroskopie entnommen:
Smin (A), 30min (B), 1h (C), 6h (D), 24h (E). F) Zellen, die mit
unmarkierter DNA transfiziert worden waren. Der Strich entspricht
100 nm, die Goldpartikel hatten eine GréBe von 10 nm. (Die Abbildung
wurde mit der Erlaubnis der Autoren!®'! iibernommen.)

Lipid-DNA-Strukturen waren hochorganisiert und bestanden
aus einer Anordnung von gleichméBig gepackten Rohren, in
denen die DNA von Doppelschichten oder rohrenformigen
Einzelschichten aus Lipiden umgeben war. Es gab keinen
Beleg fiir das Verschmelzen von Lysosomen mit Endosomen,
obwohl davon an anderer Stelle berichtet wurde.[*]

Zabner et al. konnten auch die Kinetik und Effizienz des
Zelleintritts von Liposom-DNA-Komplexen untersuchen,
indem sie mit fluoreszenzaktivierter Zellsortierung (FACS)
die Aufnahme von Komplexen aus fluoreszenzmarkierter
DNA mit DOPE/DMRIE-Liposomen in COS-Zellen beob-
achteten.’l Nur 5% der Zellen enthielten nach 30 min
aufgenommene Komplexe, nach 6 h schien der Prozel3 aber
— in Ubereinstimung mit anderen Daten iiber die Aufnahme
in Zellen — zu 70 % abgeschlossen zu sein.[']

Auch wenn diese Hinweise auf Endocytose und Endoso-
menlokalisierung deutlich sind, so kann dennoch das Ein-
schleusen in die Zelle zum Teil durch Membranfusion
erfolgen. Zum Beispiel haben Felgner et al. beobachtet, daf3
Komplexe kationischer Liposomen mit DNA mit fluoreszenz-
markiertem DOPE 2 die Zellmembran zu firben schienen.['’]
Es ist allerdings unwahrscheinlich, da Fusionsprozesse
dominieren. Neuere Erkenntnisse sprechen dafiir, daf
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Phagozytose moglicherweise ebenfalls beim Einschleusen
von Komplexen in die Zelle tiber Endocytose eine Rolle
spielt.[

4.3. Der Transport der Nucleinsiuren in den Zellkern

Das Einschleusen von Liposom-Nucleinsdure-Komplexen
in die Zelle scheint ein iiberraschend wirkungsvoller, wenn
auch langsamer ProzeB zu sein,l> %l doch bleibt nicht die
gesamte in die Zelle gelangende Nucleinsdure wirksam. Dies
verdeutlichten Zabner et al. durch ihre Beobachtung, daf3
nach einer Liposom-vermittelten Genabgabe in COS- oder
HeLa-Zellen eine Genexpression in weniger als 50% der
Zellen stattfand, obwohl der Endocytoseanteil bei mindestens
80 % lag.[°l In anderen Zellinien war das Verhiltnis zwischen
Expressionsgrad und Endocytose noch sehr viel geringer.[°!
Ungliicklicherweise scheint sich der grofte Teil der in die
Zelle eingeschleusten DNA nicht von den endosomalen
Partikeln ins Cytoplasma ablosen zu konnen. Die durch
kationische Liposomen vermittelte Abgabe scheint somit eine
recht verschwenderische und ineffiziente Methode fiir den
Transport von DNA zu sein, die der Zelle den Grofiteil der
moglichen therapeutischen Wirkungen der DNA vorenthalt —
seien es die erwiinschte Genexpression, die Inhibition durch
antiparallele Oligonucleotide oder andere Effekte.

Zabner et al. haben verdeutlicht, wie ineffizient die Tren-
nung der Nucleinsiduren von den Endosomen ist, indem sie
versuchten, DNA, die iiber DOPE/DMRIE-Liposomen in die
Zellen eingeschleust worden war, durch Elektronen- und
Confocalmikroskopie zu messen.’’] Es gelang ihnen nicht,
signifikante Mengen zu bestimmen, obwohl offensichtlich
geniigend DNA freigesetzt wurde fiir eine cytoplasmatische
Gentranskription, angetrieben von einem rekombinanten
Vacciniavirus, der T7-Polymerase exprimiert. Gleichwohl
wurde ein Grofiteil der DNA in perinuclearen Endosomen
in der Form makromolekularer Lipid-DNA-Strukturen ange-
reichert, wie sie im vorigen Abschnitt beschrieben worden
sind. Ahnliches wure von Gao und Huang berichtet./”!

Wenn Nucleinsduren aus Endosomen entweichen, dann
scheint dies nach den neuesten Untersuchungen in einem
frihen Stadium nach der Endocytose stattzufinden, d.h.,
wenn die Liposom-Nucleinsdure-Komplexe sich in einem
»jungen“ Endosomkompartiment befinden.l®> %! Den Mecha-
nismus des frithen Entweichens aus Endosomen hat man noch
nicht vollstdndig verstanden, aber wenn DOPE 2 Bestandteil
des kationischen Liposoms ist, dann konnte das Entweichen
durch die Tendenz von DOPE 2 unterstiitzt werden, signifi-
kante polymorphe Lipidphasen-Verdnderungen unter physio-
logischen Bedingungen hervorzurufen.>7# Vor allem fordert
DOPE 2 die Bildung einer invertierten hexagonalen Phase
(bei Raumtemperatur und neutralem pH-Wert) aus der
lamellaren Flissigkristall-Phasencharakteristik der meisten
biologischen Membranen. Diese hexagonale Phase tritt oft
auf, wenn Membranen verschmelzen.’! DOPE 2 konnte also
das ZerreiBen der Endosomen verursachen, indem es die
Membranverschmelzung fordert. Wenn DOPE 2 nicht in dem
kationischen Liposom vorhanden ist (z.B. bei Liposomen aus
DOTAP 3 oder DOGS 9), konnten lokale Detergentienef-
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fekte die Ursache fiir das Entweichen aus den Endosomen
sein.™ Xu und Szoka haben ein Modell fiir das friihe
Ausbrechen aus Endosomen vorgeschlagen, in dem Komple-
xe kationischer Liposomen mit DNA die Endosomenmem-
bran derart destabilisieren, dal ein Entweichen der DNA
moglich wird.! Elektrostatische Wechselwirkungen zwi-
schen dem kationischen Liposom und der Endosomenmem-
bran induzieren ein Umspringen von anionischen Lipiden aus
der dem Cytoplasma zugewandten Lipidschicht der Endoso-
menmembran, die seitlich in den Komplex diffundieren, wo
sie dann ladungsneutrale Ionenpaare mit Cytofectinen bilden.
Die ionischen Wechselwirkungen zwischen DNA und Cyto-
fectinen werden dadurch unterbrochen, so da3 die DNA frei
in das Cytoplasma diffundieren kann (Abb. 8).

Abb. 8. Vorgeschlagener Mechanismus fiir das Eindringen von Liposom-
DNA-Komplexen in die Zelle und die anschlieBende Freisetzung von DNA
aus Endosomen. Schritt 1: elektrostatische Wechselwirkung von Liposom-
DNA-Komplexen mit der Zellmembran und anschlieBende Endocytose.
Schritt 2: Membrandestabilisierung im frithen Endosom fithrt zum Um-
klappen der anionischen/zwitterionischen Lipide. Schritt 3: Anionische
Lipide diffundieren in den Komplex und bilden ladungsneutrale Ionen-
paare mit Cytofectinen. Schritt 4: DNA dissoziiert aus dem Komplex und
diffundiert in das Cytoplasma. Die Kopfgruppen der anionischen/zwitter-
ionischen Lipide werden als helle Kreise dargestellt, die der Cytofectine als
schwarze Kreise. (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis der Autoren!”
iibernommen.)

Sowie die Nucleinsduren ins Cytoplasma gelangt sind,
konnten sie einem weiteren Problem gegeniiberstehen, wenn
sie fiir ihre therapeutische Aufgabe in den Zellkern ein-
zudringen versuchen. Dies ist nicht immer notwendig, da
freigesetzte mRNA z.B. auch wirksam ist, ohne in den
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Zellkern gelangen. Ist aber das Einschleusen in den Zellkern
eine zwingende Voraussetzung, so kann dies ein genauso
ernstes Problem fiir die Gesamteffizienz des durch kationi-
sche Liposomen vermittelten Nucleinsduretransports sein wie
das Entweichen aus den Endosomen. Die Schwierigkeiten der
Wanderung der Nucleinsduren zum Zellkern wurden von
Capecchi iiberzeugend demonstriert. Er zeigte anhand einer
Mauszellinie, daf direkt in den Zellkern injizierte DNA zu
iiber 50 % zu Proteinexpression fiihrte, bei in das Cytoplasma
injizierter DNA hingegen nur bei weniger als 0.01% der
Zellen.[70]

Zabner et al. erhielten dhnliche Ergebnisse aus vergleich-
baren Experimenten mit einem Xenopus-Eizellensystem.[!]
Die GroBe der Nucleinsduren scheint der entscheidende
Faktor dafiir zu sein, ob sie den Kern erreichen oder nicht.
Kleine Oligonucleotide (etwa zwischen 20 und 30 Basenpaare
lang) akkumulieren leicht im Kern, gleichgiiltig, ob sie
nun durch kationische Liposomen!® 7! oder iiber cytoplas-
matische Injektion dorthin gelangt sind.®! Wahrscheinlich
wird aber grofRere DNA vom Kern ausgeschlossen, weil die
Porengrofien der Kernmembran eine Durchléssigkeitsgrenze
von ~40kDa haben.” Das bedeutet nicht, daB groBere
DNA iiberhaupt nicht in den Zellkern eintreten kann, denn
dann wire die Expression von freigesetzten Genen unmog-
lich. GroBBere DNA benétigt aber wegen der Begrenzung
durch die Porengrofen der Kernmembran eine Hilfestellung
beim Einschleusen in den Zellkern. Offensichtlich sind Viren
bei diesem ProzeB sehr effizient. Es wird sich zeigen, ob
kationische Liposomen derart angepait werden konnen, daf3
sie Nucleinsdureoligomere aller GroBen &dhnlich gut beim
Einschleusen in den Zellkern unterstiitzen.

5. Die allgemeine Verwendbarkeit von
Formulierungen kationischer Liposomen

Dank der recht einfachen Handhabung und annehmbaren
Effizienz wurden Formulierungen kationischer Liposomen
schon bei einer Vielzahl von Primérzellen und Zellkulturen in
vitro fiir den Gentransport eingesetzt. Es mag vielleicht nicht
tiberraschen, dafl im Handel erhiltliche Formulierungen
kationischer Liposomen umfassend genutzt wurden, auch,
weil sie nachweislich iiber ein umfangreiches Einsatzspek-
trum verfiigen. Es wurden aber auch schon andere Formulie-
rungen eingesetzt. Zu neuen Anwendungsbeispielen gehoéren
der Einsatz von Lipofectin (Tabelle 1) zur Transfektion von
Rattenoligodendrocyten® und Kaninchenendothelzellen,®!
Lipofect AMINE zur Transfektion von Méusemyoblasten,®!
menschlichen Hepatom-,[®! prostatischen Epithel-B4 und
Eizellen,3 DOTAP 3 zur Transfektion von Miusezellinien(®¢)
und menschlichen Cervixkarzinomzellen (CaSki)®” sowie
DDAB-Liposomen zur Transfektion von CaSki-Zellen®”!
und menschlichen Brustadenokarzinomzellen.®! Fiir Lipo-
somen auf der Basis von DOPE 2 und DC-Chol 14 gibt es
auch vielseitige Anwendungen in vitro, z. B. bei der Transfek-
tion von menschlichen Eizellen,®! Epidermkarzinom-, !
Epithel-P" und Nervenzellen.[*!

Es scheint nur einige wenige Strukturprinzipien zu geben,
die bestimmen, welche Formulierungen von Cytofectin und
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einen spiirbaren Wirkungsgrad erreichen und welche nicht.
Oft wurden strukturelle Einschrankungen bei einer bestimm-
ten Gruppe kationischer Amphiphile festgestellt, die bei
anderen offenbar ohne Bedeutung sind. Beispielsweise sind
quaternisierte Derivate von Cholesterin-Amphiphilen beziig-
lich ihrer Abgabe in vitro viel weniger effizient als die
entsprechenden tertidren Amine.¥ DOTMA 1 und seine
Analoga sind allerdings alle quartire Amine. Aus diesem
Grund sind Struktur-Aktivitits-Vergleiche innerhalb einer
Gruppe von Cytofectinen und Liposomen oft der einzige Weg
gewesen, die Nucleinsdureabgabe auf rationalem Weg zu
optimieren — zumindest teilweise. Zum Beispiel haben sowohl
Felgner et al.'™¥! als auch Balasubramaniam et al.?! umfang-
reiche, sorgfiltig kontrollierte Studien durchgefiihrt, um den
relativen Nutzen von DOTMA 1 enthaltenden Liposomen zu
bestimmen. Auf dhnliche Weise haben Lee et al.,’2 Cooper
et al.®¥l und Walker et al.B!! die Transfektionseigenschaften
einer Gruppe aus Polyamincholesterin-Cytofectinen opti-
miert. Weitere, stdrker begrenzte vergleichende Untersu-
chungen wurden an den Homologen anderer Cytofectine
durchgefiihrt.?* 4l

Bei der Suche nach einem allgemeinen Zusammenhang
zwischen der Cytofectinstruktur und der Effizienz der Gen-
abgabe haben Akao etal. vorgeschlagen, da3 als Grund-
voraussetzung fiir eine erfolgreiche Transfektion die Phasen-
iibergangstemperatur (7,) des kationischen Liposomens-
ystems unter 37°C liegen sollte.’’] Eine neuere Studie an
DOTMA 1 enthaltenden Liposomen stiitzt diesen Vorschlag
nicht.? Stattdessen konnte die Cytotoxizitit durchaus das
wichtigste Kriterium sein. Unter diesem Gesichtspunkt wéren
DOPE/DC-Chol-Liposomen sehr niitzlich, da sie nur eine
niedrige Toxizitdt aufweisen.”” Dennoch ist auch dies wahr-
scheinlich nicht das einzige Kriterium. Es wurde vorgeschla-
gen, daB3 die Effizienz der Genabgabe zum Teil iiber das Zeta-
Potential der kationischen Liposomen bestimmt werden
kann, das seinerseits teilweise von der Cytofectinstruktur
abhingt.’®! Beim Vergleich der Genabgabeeffizienz einer
Reihe von kationischen Liposomen, die mit Cholesterin-
Cytofectinen wie DC-Chol 14, 15 oder 16 hergestellt worden
waren, schien sich ein direkter Zusammenhang zwischen der
Abgabeeffizienz und dem Zeta-Potential zu ergeben, das
durch Laser-Doppler-Spektroskopie gemessen wurde.

Die Einfachheit der durch kationische Liposomen vermit-
telten Genabgabe in vitro hat auch zu einem schnellen
Anstieg solcher Anwendungen in vivo gefiihrt.}% Die
Liposomen, deren In-vitro-Wirksamkeit oben beschrieben
wurde, haben auch ihre In-vivo-Wirksamkeit unter Beweis
gestellt. Allerdings scheint die In-vitro-Wirksamkeit eines
kationischen Liposoms nur ein ungentigendes Ma# fiir seine
In-vivo-Wirksamkeit zu sein.?> 3! Im folgenden wird eine
Reihe neuerer In-vivo-Anwendungen beschrieben. Liposo-
men auf der Basis von DOPE 2 und DDAB 12 transfizierten
Mauselungen-, -milz- und -nierenzellen mit Cytokingenen
nach Injektion von Liposomom-DNA-Komplexen ins Bauch-
fell.]

Cholesterin/DDAB-Liposomen fiihrten nach intravenoser
Injektion auf &hnliche Weise zu einem hohen Grad an
systemischer Transfektion eines Chloramphenicolacetyltrans-
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ferase(CAT)-Markergens in Miusen.” Lipofectin kann in
vivo die Arterienwandzellen von Schweinen mit fremden
Histokompatibilitdtskomplexen transfizieren.’’] Bessere Er-
gebnisse wurden mit kationischen Liposomen aus DOPE 2
und GAP-DLRIE 8 erhalten.” Méusetumore sind ebenfalls
schon in vivo nach einer subkutanen Injektion des Tumors mit
Lipofectin/DNA-Komlexen mit einem Tumornekrosefaktor-
a-Gen transfiziert worden.”! Entsprechend hat man mit einer
kontinuierlichen Injektionsmethode cerebrale Mausetumore
in vivo durch Einsatz von DOPE/DMRIE-Liposomen mit
Thymidinkinasegen transfiziert.'’") Eine bemerkenswerte
Entdeckung der letzten Zeit war, dal DOGS 9 enthaltende
Liposomen die Embryos trachtiger Mause mit einem CAT-
Markergen nach intravendser Injektion eines Liposom-DNA-
Komplexes transfizieren konnten. Das Transgen wurde so-
wohl in den Foten als auch in deren Nachkommenschaft
exprimiert.'"!l Zur Zeit stehen noch allerdings noch weitere
Berichte zur Bestitigung dieser faszinierenden Entdeckung
aus.

Einige der erfolgreichsten In-vivo-Anwendungen beziiglich
der durch kationische Liposomen vermittelten Abgabe von
Genen finden sich in neueren Arbeiten, die sich mit der
Transfektion bei Lungenzellen befassen. Nachdem gezeigt
worden war, da3 DOPE/DOTMA-Liposomen ein CAT-
Markergen iiber Aerosolverabreichung des Komplexes in
Miuselungen einbringen konnen,!'®? berichteten Alton
et al.l'?l sowie Hyde et al.l'™, daB DOPE/DC-Chol- und
Lipofectin-Liposomen auf dhnliche Weise verwendet werden
konnen, um das CFTR-Gen in die Lungen von beziiglich
cystischer Fibrose transgenen Méusen einzubauen und somit
die durch die cystische Fibrose entstanden Lungendefekte zu
korrigieren (CFTR = cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance regulator). Dies hat zu klinischen Versuchen zur
Anwendung von DOPE/DC-Chol-Liposomen bei der gen-
therapeuthischen Behandlung von an cystischer Fibrose
erkrankten Patienten gefiihrt.'] Spiter haben Cooper
et al.®®! und Lee et al.’?! dariiber berichtet, daB kationische
DOPE/CTAP- und DOPE/Lipid-67-Liposomen bei der CAT
Markergeniibergabe in Maiuselungen mindestens 100mal
effizienter sind als DOPE/DC-Chol-Liposomen. Daher wird
Lipid 67 18 derzeit in neuen Versuchen zur Gentherapie von
cystischer Fibrose intensiv untersucht. In Zukunft werden
wahrscheinlich noch viele andere Formulierungen kationi-
scher Liposomen im Hinblick auf ihre Eigenschaften als
Gentransferagentien fiir therapeutische Gene in Humangen-
therapieversuchen getestet werden.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Verwendung von kationischen Liposomen zum Trans-
fer von Nucleinsduren in Primér- oder Kulturzellen in vitro ist
mittlerweile eine etablierte Methode. Hinzu kommt die
schnell zunehmende Verwendung kationischer Liposomen
sowohl mit Markergenen als auch mit therapeutischen Genen
fir den Gentransport in vivo. Die Aussichten fiir die durch
kationische Liposomen vermittelte Gentherapie sind sicher-
lich sehr gut. Kationische Liposomen wurden bereits in
klinischen Versuchen zur Gentherapie beim Menschen ein-
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gesetzt.’2 1051 Wenngleich die Ergebnisse in diesen Studien
andeuteten, daf} die eingesetzten kationischen Liposomen
nicht effizient genug waren, um signifikante klinische Erfolge
auszulOsen, spricht viel dafiir, dal zwei der jlingst beschrie-
benen Formulierungen kationischer Liposomen, die Li-
pid 67 18721 und CTAP 1953 enthalten, effizient genug sind,
um klinisch sinnvoll in der Gentherapie von Lungenfehlfunk-
tionen eingesetzt zu werden.

Es werden aber stidndig verbesserte Liposomenformulie-
rungen mit stdndig verbesserten Cytofectinen vonnéten sein,
wenn kationische Liposomen kiinftig eine weite Verbreitung
in der Gentherapie beim Menschen finden sollen. Hier sei
besonders darauf hingewiesen, daB3 Komplexe kationischer
Liposomen mit Nucleinsduren nicht sehr zelltypspezifisch
sind, was fiir die Gentherapie von bestimmten Lungenfehl-
funktionen kein Problem ist, wohl aber bei den meisten
anderen Krankheiten. Selbst wenn die Komplexe spezifischer
wiéren, so binden doch die Nucleinsduren im allgemeinen mit
zu geringer Effizienz, so dal die Menge bendotigter Liposo-
men zu hoch ist, um fiir einen klinischen Einsatz sinnvoll zu
sein. Dariiber hinaus dringen die Komplexe kationischer
Liposomen mit Nucleinsdure viel zu langsam in Zellen ein.
Wenn sie dann endlich in der Zelle sind, bleiben zu viele der
Nucleinsduren in den Endosomen-Kompartimenten einge-
schlossen, so daf3 sie weder im Cytoplasma ihre Funktion
erfiillen konnen, noch zum Kern gelangen konnen, um dort
therapeutisch zu wirken. Es ist durchaus moglich, daB einige
(oder alle) dieser Probleme durch das Design neuer Cytofec-
tine behoben werden kdnnen. Um aber diese Probleme 16sen
zu konnen, miissen kationische Liposomen moglicherweise
nicht nur aus Lipidkomponenten synthetisiert werden, son-
dern mit einer ganzen Reihe von Liganden ausgestattet
werden, zu deren Aufgaben Zellerkennung, die Beschleuni-
gung des Zelleintritts, Endosomolyse, nuclear targetting usw.
gehoren werden. Das wiirde gleichsam bedeuten, da3 die
Chemiker kiinstliche Viren konstruieren miifiten.

Es wurden bereits einige Fortschritte erzielt, die nahelegen,
daf3 kationische Liposomen mit den beschriebenen Eigen-
schaften entwickelt und verbessert werden konnen. So wurde
ein Transfectam-DNA-Komplex (Tabelle 1) eingesetzt, um
Hepatomzellen anzusteuern, indem ein dreiarmiger Ligand
aus Galaktoseeinheiten an das Liposom gebunden wurde.[']
Kiirzlich wurde entdeckt, da mannosyliertes Poly(L-lysin)
den rezeptorvermittelten Transfer von Genen in Makro-
phagen fordert, die einen Mannoserezeptor fiir die Zellober-
fliche exprimieren.['” 1% Andere glykosylierte Poly(L-lysine)
fordern den rezeptorvermittelten Gentransfer in Lungen-
epithelzellen!'™ und von Monozyten abgeleiteten Makro-
phagen.['"1 Daher kénnte die kovalente Anbindung verschie-
dener Monosaccharide oder sogar Oligosaccharide an katio-
nische Liposomonen ein fruchtbares Feld fiir die Entwicklung
zelltypspezifischer kationischer Liposomen sein.

Proteine sind ebenfalls potentielle Liganden fiir das soge-
nannte cell targetting, wobei hier auch Lectine!''!l und/oder
Antikérper zu beriicksichtigen sind.'?l Dieser Ansatz fand
bereits erfolgreich bei der gezielten Transfektion von Miuse-
lungenendothelzellen Verwendung, wobei ein an Poly(L-lysin)
gekniipfter Antithrombomodulin-Antikorper in Kombination
mit DOPE/DC-Chol-Liposomen verwendet wurde.'" Sau-
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bere und selektive Verfahren zur Kupplung von Proteinen an
kationische Liposomen werden mit grof3er Sicherheit entwik-
kelt werden miissen. Der potentielle Nutzen von Peptidligan-
den wurde kiirzlich von Hart et al. demonstriert, die ein
Peptid mit einem N-terminalen Integrin-bindenden Amino-
sduresequenzmotiv (Arginin-Glycin-Asparaginsdure [RGD])
und einem C-terminalen Hexadeca(L-lysin) herstellten. Die-
ses konnte den Gentransport mit einem durch den Integrin-
rezeptor vermittelten Aufnahmemechanismus férdern.''#l In
Kombination mit einem Liposom-DNA-Komplex zeigte sich,
dall eine Variante dieses Peptids den durch kationische
Liposomen vermittelten DNA-Transport verstirkte.'””l Barry
et al. haben ebenfalls eine Auswahl zellbindender Peptide
beschrieben, die aus Zufallsbibliotheken peptidprésentieren-
der Phagen erhalten wurden und in Zukunft leicht an
kationische Liposomen angekniipft werden kénnten.[']

Ein niitzlicher Nebeneffekt dieses rezeptorvermittelten
Ansatzes zum cell targetting ist, daB das Einschleusen der
Liposom-Nucleinsdure-Komplexe generell beschleunigt wird.
Allerdings verbleiben immer noch die anderen Probleme der
niedrigen Effizienz der Nucleinsdurebindung, der unzurei-
chenden Freisetzung aus den Endosomen und des ineffizien-
ten Transfers der Nucleinsduren zum Zellkern. Das erste
Problem sollte sich leicht durch den Einbau von Polykationen
in die kationischen Liposomen losen lassen. Zum Beispiel
wurden bereits polykationische Histonproteine zur Verstér-
kung der durch Lipofectin (Tabelle 1) vermittelten Geniiber-
gabe eingesetzt.[''l In anderen Fillen erwiesen sich Poly-
kationen wie Lipopoly(L-lysin) (LPLL)"7 und Poly(L-lysin)
als wirksam,["'®! und Polyamin-Dendrimere konnten hier
ebenfalls niitzlich sein.l'': 1% Die verbleibenden Probleme
sind sehr wahrscheinlich ebenfalls 16sbar; potentielle Losun-
gen zeichnen sich bereits ab. Zum Beispiel berichteten Lyons
et al. vor einiger Zeit iiber ein Pentapeptid-Kernlokalisie-
rungssignal im Adenovirusprotein Ela,? wihrend Gott-
schalk etal. kiirzlich von einem amphipathischen Peptid
berichteten, das endosomale Membranen aufbrechen
kann.['?!l Beide Peptide konnten sich als niitzliches Werkzeug
zur Verbesserung des durch kationische Liposomen vermit-
telten Nucleinsduretransfers in die Zelle erweisen.

Zusitzlich zu den oben umrissenen Problemen werden sich
zweifellos weitere Probleme einstellen, je nach Zielort der in
vivo eingesetzten Liposom-Nucleinsdure-Komplexe. So hin-
gen mit der Verabreichung der Komplexe in Aerosolform in
der Lunge, wie sie bei der Gentherapie fiir cystische Fibrose
erwihnt wurde, génzlich andere Probleme zusammen, als sie
bei einer systhemischen Veabreichung auftreten. Hierbei
konnte der Bedarf an ldangerer systemischer Zirkulationszeit
und der Vermeidung von Wechselwirkungen entweder mit
Plasmakomponenten'?? oder dem Komplementsystem['*l zur
Entwicklung der ,Stealth-Liposomen“-Methode fiih-
ren,['? 121 bei der Einheiten wie Polyethylenglykol'?l oder
Gangliosid-G,y-Oligosaccharide!?! kovalent an die kationi-
schen Liposomen gebunden werden.

Es gibt offensichtlich viele Verbesserungsmoglichkeiten des
durch kationische Liposomen vermittelten Gentransports,
und betréchtliche Forschungsarbeit im Hinblick auf generelle
Modifizierungen wird zu leisten sein. Diese Vielzahl an
Moglichkeiten 146t aber auch hoffen, daf kationische Lipo-
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somen ihr Versprechen als Schliisseltechnologie fiir die
Gentherapie beim Menschen einlosen werden, unabhingig
vom Krankheitstyp oder -ort. Daher bietet das Design, die
Synthese und das Testen von immer effizienteren Cytofecti-
nen und kationischen Liposomen hervorragende Moglichkei-
ten fiir Organiker und Physikochemiker, die Interesse an der
Arbeit im Grenzgebiet zwischen Medizin und Chemie haben.

Anhang: hiufig verwendete Abkiirzungen

BGTC Bis(guanidinium)-TREN-Choleste-
rin 21

CAT Chloramphenicolacetyltransferase

CESA p-Alanincholesterylester 39

CTAP NP -Cholesteryloxycarbonyl-3,7,12-tri-
azapentadecan-1,15-diamin 19

DC-Chol 36-[N-(N',N'-Dimethylaminoethyl)carb-
amoyl]cholesterin 14

DDAB Dimethyldioctadecylammonium-

bromid 12
N-tert-Butyl-N'-tetradecyl-3-tetra-de-
cylaminopropionamidin 11

Di-Cl14-amidin

DMRIE 1,2-Dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-
(hydroxyethyl)ammoniumbromid 4

DOGS Dioctadecylamidoglycylspermin - 4 Tri-
fluoressigsdure 9

DOPE Dioleoyl-L-a-phosphatidylethanol-
amin 2

DORI 1,2-Dioleoyloxycarbonylpropyl-3-dime-
thylhydroxyethylammoniumbromid 7

DORIE 1,2-Dioleyloxypropyl-3-dimethylhydro-
xyethylammoniumbromid 6

DOSPA 2,3-Dioleyloxy-N-[2-(spermincarboxa-
mido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propan-
ammoniumtrifluoracetat §

DOTAP 1,2-Dioleoyloxy-3-(trimethylammo-
nio)propan 3

DOTIM 1-[2-(Oleoyloxy)ethyl]-2-oleyl-3-(2-hy-
droxyethyl)imidazoliniumchlorid 26

DOTMA N-[1-(2,3-Dioleyloxy)propyl]-N,N,N-
trimethylammoniumchlorid 1

DPPES Dipalmitoylphosphatidylethanolamido-
spermin - 4 Trifluoressigsdure 22

GAP-DLRIE (£)-N-(3-Aminopropyl)-N,N-dimethyl-

2,3-bis(dodecyloxy)-1-propanammo-
niumbromid 8
L-PE Lysinylphosphatidylethanolamin 23a
Lys-Pam,-GroPEtn Lysinyldipalmitoyl-L-a-phosphatidyl-
ethanolamin - 2 Trifluoressigsidure 23
RET Resonanzenergietransfer
14 Dea 2 Tetradecanoyl-N-(trimethylammonio-
acetyl)diethanolaminchlorid 10
2C,,-L-Glu-ph-C,-N* O,0’-Didodecyl-N-[p-(2-trimethylam-
monioethyloxy)benzoyl]-L-glutamat 24
0,0'-Ditetradecyl-N-(2-trimethyl-
ammonioethanoyl)-L-glutamat 25

2C,4-L-Glu-C,-N+

Eingegangen am 7. April 1997 [A223]
Ubersetzt von Dr. Frank Kastenholz, Kéln
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