
Ein Modell für die lokale Anordnung von Komplexen
aus kationischen Liposomen und DNA ± solche Kom-
plexe könnten in Zukunft für die Gentherapie von

groûer Bedeutung sein.

Die DNA-Moleküle sind als Stäbe (blau) dargestellt,
die Kopfgruppen der anionischen/zwitterionischen
Lipide als weiûe Kugeln, die der Cytofectine (kat-
ionische Amphiphile) als rote Kugeln (Wiedergabe
mit freundlicher Genehmigung von J. O. Rädler,

I. Koltover, T. Salditt und C. R. Safinya).



1. Einführung

Die Sequenzierung des menschlichen Genoms schreitet
zügig voran; die genetischen Codes von Mikroorganismen wie
dem Bakterium Methanococcus jannaschii und von Hefe sind
vollständig bestimmt, und die genetischen Codes von weite-
ren Organismen werden ebenfalls bald bekannt sein.[1] Alle
diese Informationen sollten der medizinischen Forschung
beispiellose Möglichkeiten bieten, die genetischen Grund-
lagen von Krankheiten zu verstehen. Dies hätte sehr wahr-
scheinlich die Gentherapie als integralen Bestandteil bei
Strategien zur Heilung von Krankheiten zur Folge.[2] Gen-
therapie wird klinisch noch nicht angewendet, doch die
Gültigkeit des Prinzips ist unzweifelhaft.[2] Die Wissenschaft-
ler, die auf dem noch jungen Gebiet der Gentherapie arbeiten
(darunter auch ich), sind überzeugt, daû sie das Erscheinungs-
bild der Medizin im nächsten Jahrhundert verändern kann,
mit beträchtlichen Konsequenzen für die Arbeitsweise der
pharmazeutischen Industrie.

Das Prinzip der Gentherapie ist einfach: Wenn ein Patient
an einer Krankheit leidet, die durch einen bekannten
genetischen Defekt verursacht wird, ist zu erwarten, daû das
Einschleusen einer korrekten Kopie des defekten Gens in die
kranke Zelle oder das kranke Organ durch einen dafür
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, könnte
ein solcher Vektor dazu verwendet werden, um ein oder
mehrere korrigierende Gene oder andere nucleinsäureartige
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 könnte die Gentherapie ganz allgemein
als ¹Einsatz von Genen als Medizin bei der Behandlung von
Krankheitenª oder als ¹Einschleusen von Nucleinsäuren (mit
einem Vektor) in einen Patienten für therapheutische Zwek-
keª definiert werden.

Gentherapie sollte auf keinen Fall als eine Methode
miûverstanden werden, die entworfen wurde, um zukünftige
Generationen von genetischen und anderen, komplexeren
Krankheiten durch permanente Manipulation des mensch-
lichen Genoms zu befreien. Vielmehr sollten Gene und
andere Nucleinsäureagentien als Alternativen zu kleinen
Molekülwirkstoffen angesehen werden, die die reale Mög-
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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
Nucleinsäureagentien als ¹Wirkstoffeª anzusehen sind, dann
ist die prinzipielle Hürde für den aufkommenden Beruf des
Gentherapeuten das schon aus anderen Bereichen bekannte
Problem der Wirkstoffvermittlung. Mit anderen Worten: Wie
erreichen wir, therapheutische Gene oder Nucleinsäuren so
an den Ort der Krankheit zu transportieren und freizusetzen,
daû sie nur in die erkrankten Zellen eindringen? Die Antwort
wird letztlich in der richtigen Wahl des Vektors liegen, der die
Nucleinsäuren verabreichen soll.

2. Transportvektoren für Nucleinsäuren

Gegenwärtig teilt man Vektoren hauptsächlich in zwei
Kategorien ein, nämlich virale und nichtvirale. Keine dieser
Kategorien kann von sich behaupten, das universelle Mittel
der Wahl für den Transport von Nucleinsäuren zu sein, da
beide Probleme mit sich bringen, die vor der klinischen
Anwendung noch gelöst werden müssen. Gegenwärtig erfüllt
noch kein Transportvektor für Nucleinsäuren die Kriterien
eines perfekten Vektors, z. B. eine präzise Freisetzung der
Nucleinsäure und keine toxischen Nebenwirkungen. Unter
den bisher bekannten nichtviralen Vektoren sind jedoch die
kationischen Liposomen (die das Thema dieses Aufsatzes
sind) bezüglich ihrer Möglichkeiten als klinisch verwendbare
Vektorsysteme für den Transport von therapeutischen Nu-
cleinsäuren im Patienten[3, 4] besonders vielversprechend.
Dies ist besonders für 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 ¹Problem für Chemikerª sind, was im
folgenden näher erläutert werden soll.

2.1. Kationische Liposomen

Kationische Liposomen werden entweder aus einem einzel-
nen kationischen Amphiphil, einem ¹Cytofectinª (cyto- für
Zelle und -fectin für Transfektion, d. h. Gentransport und
-expression), gebildet oder, was üblicher ist, aus einer Kom-

bination aus einem Cytofectin und einem neutralen Lipid. Die
Art, auf die sie den Nucleinsäuretransport bewirken, ist recht
einfach: Positiv geladene Liposomen wechselwirken elektro-
statisch mit negativ geladenen Nucleinsäuresequenzen, so daû
Komplexe entstehen, die in eine Zelle eindringen können.
Dort werden dann die Nucleinsäuresequenzen langsam frei-
gesetzt, entweder um im Zellkern exprimiert zu werden, oder
um die Genexpression zu kontrollieren. In diesem Aufsatz
wird verdeutlicht werden, daû dieses verführerisch einfache
Prinzip leider viele noch ungelöste schwierige Probleme nach
sich zieht. Wegen dieser Probleme werden die meisten
beschriebenen kationischen Liposomen wahrscheinlich keine
klinische Verwendung finden. Das soll aber nicht heiûen, daû
die kritischen Probleme des durch kationische Liposomen
vermittelten Transportes nicht lösbar sind. Die durch katio-
nische Liposomen unterstützte Gentherapie wird in absehba-
rer Zukunft sicherlich klinische Realität sein, und Chemiker
dürften bei der Verwirklichung dieses Ziels eine Schlüssel-
rolle spielen.

2.2. Andere Vektoren

Eine Diskussion der zu den kationischen Liposomen
alternativen nichtviralen Vektorsysteme und natürlich der
viralen Vektoren würde den Rahmen dieses Aufsatzes
sprengen. Unter den zu den kationischen Liposomen alter-
nativen chemischen Vektorsystemen gehören Calciumphos-
phatfällung, (Diethylamino)ethyldextran und Polybrene (ein
Copolymer aus N,N,N',N'-Tetramethyl-1,6-hexandiamin und
1,3-Dibrompropan; kompliziertere chemische Vektoren wer-
den später im Hinblick auf die Entwicklung kationischer
Liposomensysteme in diesem Aufsatz erwähnt werden).
Physikalische Methoden wie Mikroinjektion, Elektroporation
und Bioballistik sind zwar effektiv, aber mit Ausnahme der
letzten Methode für klinische Zwecke vermutlich nicht
verwendbar. Schlieûlich sollte nicht vergessen werden, daû
bei den viralen Vektoren die Adenoviren, das Adeno-
assoziierte Virus und Retroviren schon in erheblichem Um-
fang für den Gentransport verwendet werden. Für nähere
Einzelheiten zu diesen Methoden wird auf allgemeine Über-
sichten verwiesen, in denen mehr über die Verwendung dieser
Vektorsysteme zu erfahren ist.[5±15]
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3. Gegenwärtig verwendete Formulierungen für
kationische Liposomen

Die Pionierarbeiten zur Verwendung kationischer Liposo-
men beim Transport von Nucleinsäuren leisteten Felgner
et al. , die ein mittlerweile unter dem Namen Lipofectin
(GIBCO/BRL)[16] kommerziell erhältliches kationisches Li-
posom entwickelten. Lipofectin setzt sich im Verhältnis 1:1
aus dem Cytofectin DOTMA 1 und dem natürlich vorkom-
menden Lipid DOPE 2 zusammen. Seit dieser Schlüsselerfin-
dung sind mehr als zwanzig neue Liposomensysteme für den
Wirkstofftransport beschrieben worden, von denen einige im
Handel erhältlich 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 Schlüsselelemente für 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 über einen Linker mit einer hydrophoben Einheit
verbunden ist. Alle Cytofectine sind daher positiv geladene
Amphiphile. Dies ist das notwendige Strukturprinzip, das
diese ansonsten vielfältige 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 häufigsten bei der Formu-
lierung kationischer Liposomen verwendet. Die wichtigsten
Analoga sind DOTAP 3,[17] DMRIE 4[18] und DOSPA 5.

Tabelle 1. Die wichtigsten Formulierungen kationischer Liposomen.[a]

Im Handel: Nicht im Handel:
Cytofectin Formulierung Cytofectin Formulierung

(Handelsname/Hersteller)

DOTMA 1[16] DOTMA/DOPE 1:1[b] DMRIE 4[18] DMRIE/DOPE 1:1
(Lipofectin/GIBCO BRL) DORIE 6[18] DORIE/DOPE 1:1

DOTAP 3[17] DOTAP DORI 7[18, 20] DORI/DOPE 1:1
(DOTAP/Boehringer Mannheim) 14 Dea 2 10[23, 24] 14 Dea 2

DOSPA 5 DOSPA/DOPE 3:1[b] GS 2888 13[28] GS 2888/DOPE 1:1
(LipofectAMINE/GIBCO BRL) DC-Chol 14[29] DC-Chol/DOPE 6:4

DOGS 9[22] DOGS Cholsäurehexaamin 17[31] 17/DOPE 1:1[b]

(Transfectam/Promega) Lipid 67 18[32] Lipid 67/DOPE 1:2
Di-C14-amidin 11[25, 26] Di-C14-amidin/DOPE 1:1 CTAP 19[33] CTAP/DOPE 1:2

(Clonfectin/Clontech) BGTC 21[36] BGTC/DOPE 3:2
DDAB 12[27] DDAB/DOPE 1:2.5[b] DPPES 22[22] DPPES

(LipofectAce/GIBCO BRL) Lys-Pam2-GroPEtn 23[37] Lys-Pam2-GroPEtn/Chol/egg PC 1.5:3.0:5.5[b]

Cholesterylspermidin 20[35] Cholesterylspermidin l-PE 23a[38] l-PE/CEbA 39 6:4
(Transfectall/Apollon Inc.) 2C12-l-Glu-ph-C2-N�Brÿ 24[39] 2C12-l-Glu-ph-C2-N�

2C14-l-Glu-C2-N�Clÿ 25[39] 2C14-l-Glu-C2-N�

DOTIM 26[40] DOTIM/Chol 1:1 oder DOTIM/DOPE 1:1

[a] Verwendete Abkürzungen: Chol: Cholesterin 38 ; egg PC: Ei-Phosphatidylcholin. Verhältnisse sind Molverhältnisse, sofern nicht anders angegeben.
[b] Massenverhältnis.
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Weitere DOTMA-Analoga sind z. B. DORIE 6[18] und das
Esteranalogon DORI 7.[18±20] Das jüngste und leistungsfähig-
ste Mitglied dieser Untergruppe ist GAP-DLRIE 8.[21] Die
wichtigsten Mitglieder aus der Untergruppe der komplexen
Alkylamine und -amide sind DOGS 9,[22] 14 Dea 2 10,[23, 24]

Di-C14-amidin 11[25, 26] und DDAB 12.[27] Homologe sowohl
von 14 Dea 2 als auch von Di-C14-amidin sind bereits
beschrieben worden,[23±26] und 1996 wurde GS 2888 13 dieser
Untergruppe hinzugefügt.[28] Von den erwähnten Substanzen
haben lediglich DOGS 9 und DDAB 12 einen gröûeren
Anwenderkreis gefunden.

Das erste beschriebene Cholesterinderivat ist das immer
noch häufig verwendete DC-Chol 14.[29] In der Folgezeit

wurden weitere Derivate beschrieben, darunter 15 und 16[30]

sowie Esteranaloga dieser beiden Verbindungen.[17] 1996
wurde von einer eher ungewöhnlichen Klasse von Amphi-
philen mit einer kationischen Polyamincholesteryl-Oberflä-
che berichtet, die auf drei natürlich vorkommenden Gallen-
säuren basiert.[31] Ein typisches Beispiel ist das bisglykosy-
lierte Cholsäurehexaamin 17. Zwei der wirksamsten bis heute

beschriebenen Cytofectine sind Cholesterinderivate. Dabei
handelt es sich um das Polyamin Lipid 67 18[32] und um
CTAP 19.[33] Weitere Polyaminderivate wurden ebenfalls erst
in den letzten Jahren beschrieben,[34±36] darunter Cholesteryl-
spermidin 20[35] und BGTC 21.[36]

In den verbleibenden Untergruppen wurden vor allem zwei
Derivate von Dipalmitoyl-l-a-phosphatidylethanolamin be-
schrieben, und zwar DPPES 22[22] und Lys-Pam2-
GroPEtn 23.[37] Ein drittes Derivat, l-PE 23 a, ist die ¹Oleyl-
versionª von 23.[3, 38] 2C12-l-Glu-ph-C2-N�Brÿ 24 und 2C14-l-
Glu-C2-N�Clÿ 25 gelten als die besten von Glutamat ab-
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geleiteten Cytofectine.[24, 39] Die Synthesen von Imidazolderi-
vaten wie DOTIM 26[40] und von zwei Phosphonatdiesterde-
rivaten, GLB43 27 und GLB90 28, wurden 1995 veröffent-
licht.[41]

3.2. Synthesen von Cytofectinen

Die organischen Synthesen der wichtigsten Cytofectine
sind in der Regel kurz und verlaufen mit hohen Ausbeuten,
was gewiû 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
DORI 7 in Schema 1 gezeigt. DOTMA 1 wird in zwei
Schritten aus 3-(Dimethylamino)-1,2-Propandiol 29 herge-
stellt.[16] DOTAP 3 und DORI 7 werden beide auf ähnliche
Weise über die Veretherung des Propandiols 29 mit Oleylre-
sten und anschlieûende N-Alkylierung des entstehenden
tertiären Amins entweder mit Methyliodid oder mit 2-
Bromethanol hergestellt.[17, 18] Alternativ entstehen bei der
Alkylierung von 29 mit Myristyl- oder Oleylmesylat und
anschlieûender N-Alkylierung mit 2-Bromethanol DMRIE 4
bzw. DORIE 6.[18] GAP-DLRIE 8 wird ähnlich wie 4 und 6
hergestellt.[21] Es wurden ebenfalls komplexere Synthesen von

Schema 1. Reagentien und Bedingungen: a) Xylol, tBuOK (3 ¾quiv.),
Oleyltoluolsulfonat (3 ¾quiv.) oder Oleylmesylat (3 ¾quiv.), 140 8C, 3 h;
b) MeCl, 70 8C, 48 h; c) Et2O, Pyridin, Oleoylchlorid, 40 h, 78 %;
d) CHCl3:DMSO (1:1), MeI, 63%; e) Br(CH2)2OH; f) Xylol, tBuOK
(3 ¾quiv.), Myristylmesylat (3 ¾quiv.), 70 8C; g) 1. THF (wasserfrei),
NaH, Rückfluû, 24 h; 2. THF (wasserfrei), Dodecylmesylat (3 ¾quiv.),
Rückfluû, 72 h, 65%; h) 1. DMF (wasserfrei), N-(3-Brompropyl)phthal-
imid (2 ¾quiv.), 105 8C, 72 h, 61 %; 2. EtOH, Hydrazin (30 ¾quiv.), Raum-
temperatur (RT), 18 h, 75 %.

DOTMA-Analoga beschrieben, z. B. eine elegante Synthese
von DORI 7 (Schema 2),[19] die sich als flexibel genug
erwiesen, um die Synthesen einer Reihe von Fettsäureanaloga
von 7 zu ermöglichen.[20] Die Synthese des Polyamins
DOSPA 5 ist offenbar nicht veröffentlicht worden.

Schema 2. Reagentien und Bedingungen: a) EtOH, LiClO4 (2 ¾quiv.),
65 8C, 72 %; b) Et2O, 85% HCO2H, 71 ± 75%; c) 1. CH2Cl2, Oleoylchlorid
(2.2 ¾quiv.), Et3N, DMAP (kat.), 0 8C, 92%; 2. THF, TBAF (3 ¾quiv.),
0 8C, 88 ± 91%; 3. MeI. TBDPS� tert-Butyldiphenylsilyl, Tr�Triphenyl-
methyl, DMAP� 4-Dimethylaminopyridin, TBAF�Tetrabutylammo-
niumfluorid.

Die komplexen Cytofectine der Alkylamin/amid-Unter-
gruppe wurden entsprechend ihren verschiedenartigen Struk-
turen auf mehrere Arten hergestellt. DOGS 9 wird über eine
konvergente mehrstufige Synthese erhalten, die in der Kupp-
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lung von l-5-Carboxytetrabutoxycarbonylspermin 30 mit
Glycyldioktadecylamid 31 (Schema 3) gipfelt.[22] Das Cyto-
fectin 14 Dea 2 10 und seine Homologe wurden durch N-
Acylierung und Aminsubstitution hergestellt (Schema 4),[24]

Di-C14-amidin 11 und seine Homologe über die Aminolyse
von Ethyl-N-tert-butylacrylimidat 32 (Schema 5).[26] Die Syn-
these von DDAB 12 verläuft über die Dialkylierung von

Schema 3. Reagentien und Bedingungen: a) DMF, CH2CHCN; b) EtOH,
Raney-Ni, H2; c) THF, Boc-ON; d) CH2Cl2, ZGlypNP, Et3N (1.1 ¾quiv.),
5 h; e) CH2Cl2/EtOH, 10proz. Pd/C, H2, 1 h, 87%; f) 1. CH2Cl2, 30, DCC
(1.1 ¾quiv.), 12 h, 90 %; 2. TFA, 10 min; g) 1. THF, Z-Glycin, NHSu
(1 ¾quiv.), DCC (1.1 ¾quiv.), RT, 16 h; 2. CH2Cl2, Et3N (1.4 ¾quiv.), RT,
5 h, 18%; h) CH2Cl2/EtOH, 10proz. Pd/C, H2, 8 h, 94 %; i) 1. CH2Cl2, l-
Boc-Arg(Boc)2-OH, DIC (1.1 ¾quiv.), RT, 16 h, 37.5 %; 2. Dioxan, 4m HCl,
RT, 2.5 h; j) 1. CH2Cl2/THF, NHSu (1.1 ¾quiv.), DCC (1.1 ¾quiv.), 12 h;
2. CHCl3/EtOH, Et3N, 40 8C, 12 h, 55%; 3. CH2Cl2, TFA; k) 1. CHCl3:
EtOH (1:1), Et3N (0.1 Mol-%), 50 8C, 12 h; 2. CHCl3, TFA, 3 h. Boc� tert-
Butoxycarbonyl, Boc-ON� 2-(tert-Butoxycarbonyloximino)-2-phenylace-
tonitril, Z�Benzyloxycarbonyl, pNP�para-Nitrophenyl, DCC�Dicy-
clohexylcarbodiimid, TFA�Trifluoressigsäure, NHSu�N-Hydroxysuccin-
imid, DIC�Diisopropylcarbodiimid.

Dimethylamin,[27] und GS 2888 13 wurde auf ähnliche Weise
wie DOGS 9 hergestellt.[28]

Schema 4. Reagentien und Bedingungen: a) CHCl3, DCC (1.1 ¾quiv.),
ClCH2CO2H; b) Me3N; c) 1. CH2Cl2, DCC (1.1 ¾quiv.); 2. Me3N.

Schema 5. Reagentien und Bedingungen: a) CH2Cl2, FeCl3, 0 8C, 15 min,
dann tBuCl, 30 min; b) EtOH; c) CH3(CH2)13NH2 (2 ¾quiv.).

Eine einzige Aminolysereaktion reicht aus, um DC-Chol 14
aus Cholesterylchloroformiat 33[29] sowie 15 und 16 aus
Cholesterylhemisuccinat 34 bzw. Cholestan-3b-carbonsäure
35 herzustellen (Schema 6).[30] Die Aminolyse von 33

Schema 6. Reagentien und Bedingungen: a) CHCl3, Me2N(CH2)2NH2

(3.6 ¾quiv.), 0 8C, 22%; b) CH2Cl2, Me2N(CH2)2NH2, CDI; c) CH2Cl2,
TREN; d) THF/MeOH, 1H-Pyrazol-1-carboxamidin (2 ¾quiv.), iPr2NH
(2 ¾quiv.), RT, 18 h, 60%. CDI�Carbonyldiimidazol, Chol� 3-Choleste-
ryl, TREN�Tris(2-aminoethyl)amin.

mit nachfolgender Guanidinylierung des Produkts genügte,
um auch BGTC 21 zu synthetisieren.[36] Überraschenderweise
haben Synthetiker oft eine ähnliche einstufige Aminolyse
verwendet, um Cholesterylpolyaminderivate herzustellen,
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wobei eine Mischung aus Polyamin-Regioisomeren anstelle
der reinen Komponenten erhalten wurde.[34] Zum Beispiel
wurde das Cholsäurehexaamin 17 in mehreren Schritten aus
Cholsäure hergestellt, aber die Addition des Hexaamins ging
ebenfalls mit einer unkontrollierten Aminolyse einher, so daû
17 als Mischung der Polyamin-Regioisomere erhalten wurde
(Schema 7).[31] Im Unterschied dazu wurde das Polyamin

Schema 7. Reagentien und Bedingungen: a) 1. THF, NaH, MPMCl;
2. PhMe, Tf2O (4 ¾quiv.), 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin, ÿ78 8C, dann
RS(O)Ph (4 ¾quiv.), 30 min, !RT; b) 1. NaOH/EtOH/THF, 2 ± 48 h,
Rückfluû; 2. CH2Cl2, NHSu, DCC, 3 h; 3. H2O/Et3N, Hexaamin, 48 h;
4. EtOH, Pd(OH)2/C, H2. MPM�p-Methoxybenzyl, Tf2O�Trifluorme-
thylsulfonsäureanhydrid.

CTAP 19 mit hoher Ausbeute in einem mehrstufigen Ver-
fahren erhalten, das entwickelt wurde, um die Bildung von
Regioisomeren zu vermeiden.[33] Der eingeschlagene Syn-
theseweg erwies sich als flexibel genug, um die Synthese einer
Reihe von Triamin-, Tetraamin- und Pentaaminvarianten von
Cholesterin-Cytofectinen zu ermöglichen. Die Synthesewege
zu Lipid 67 18 und Cholesterylspermidin 20 wurden bis jetzt
noch nicht veröffentlicht.

Von den übrigen Untergruppen der Cytofectine wurden die
beiden wichtigsten Dipalmitoylphosphatidylethanolaminde-
rivate, DPPES 22 und Lys-Pam2-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)[22, 37] synthetisiert. N-Acy-
lierung mit anschlieûender Aminsubstitution war hinreichend
für die Synthesen der beiden wichtigsten Glutamatdiesterde-
rivate 2C12-l-Glu-ph-C2-N�Brÿ 24 und 2C14-l-Glu-C2-
N�Clÿ 25 aus Glutamatestern (Schema 4).[24] Schlieûlich 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).[40]

3.3. Methoden für die Formulierung kationischer
Liposomen

Zur Formulierung von kationischen Liposomen aus Cyto-
fectinen ± mit neutralem oder ohne neutrales Colipid ±
wurden unterschiedliche Methoden eingesetzt. Dazu gehören
Ultraschallbehandlung und/oder das gründliche Durchmi-
schen einer wäûrigen Lösung, Umkehrphasenverdampfung
und die Verdünnung einer Ethanol-Stammlösung mit Wasser.
Sicherlich ist die Formulierungsmethode wichtig, doch muû

Schema 8. Reagentien und Bedingungen: a) CHCl3, Boc2O (2.1 ¾quiv.),
NaHCO3, 5 h, 80%; b) CH2Cl2, Oleoylchlorid (2.1 ¾quiv.), Et3N
(2.4 ¾quiv.), 45 min, 94 %; c) Dioxan, HCl, 2 h, 95 %; d) Ethylenglykol,
110 8C, 10 min, 75%.

das Ausmaû noch ermittelt werden, in dem die Effizienz des
Nucleinsäuretransfers dadurch beeinfluût wird.

DOTMA 1 und seine wichtigsten Analoga (4 ± 8) werden
üblicherweise mit dem neutralen Colipid DOPE 2 zu katio-
nischen Liposomen verarbeitet. Dazu werden die Liposomen
aus äquimolaren Mengen an Cytofectin und DOPE 2 unter
gründlichem Durchmischen bei Raumtemperatur behandelt,
um zunächst groûe multilamellare Vesikel (MLVs) zu pro-
duzieren, aus denen dann bei 10 8C durch Ultraschallbehand-
lung kleine unilamellare Vesikel (SUVs) für die Gentransfek-
tion erhalten werden.[18, 20, 21] Kationische DOSPA-Liposomen
sind als LipofectAMINE (GIBCO/BRL) kommerziell erhält-
lich und enthalten DOSPA 5 sowie DOPE 2 im Verhältnis 3:1.
Auch kationische Liposomen mit DOTAP 3 ohne neutrales
Colipid sind inzwischen kommerziell erhältlich (Boehringer
Mannheim), zuvor wurden sie üblicherweise ebenfalls mit
DOPE 2 hergestellt. In diesem Fall wurden DOPE/DOTAP-
Liposomen entweder über Ultraschall[17] oder über Umkehr-
phasenverdampfung hergestellt.[17, 42]

Kationische Liposomen aus dem kationischen Amphiphil
DOGS 9 können unter dem Namen Transfectam (Promega)
erworben werden. Solche Liposomen können einfach durch
zehnfache Verdünnung einer wäûrigen Ethanol-Stammlösung
von 9 in einen wäûrigen Puffer erhalten werden.[22] Im
Unterschied dazu werden DDAB 12 enthaltende kationische
Liposomen gewöhnlich mit DOPE 2 formuliert ; das im
Handel befindliche Produkt LipofectAce (GIBCO/BRL) ist
eine Formulierung aus DDAB 12 mit DOPE 2 im Verhältnis
1:2.5. Di-C14-amidin-Liposomen sind jetzt als Clonfectin
(Clontech) erhältlich. Sie werden hauptsächlich durch Ver-
dünnung einer ethanolischen Stammlösung in einen neutralen
Puffer formuliert,[25] analog zur Formulierungsmethode für
DOGS-Liposomen.[22] Es wurde allerdings auch eine zweite
Methode verwendet, bei der 11 und DOPE 2 im Molverhält-
nis 1:1 verwendet wurden; durch gründliches Mischen und
Ultraschallbehandlung wurden dann die Liposomen herge-
stellt.[25] Diese zweite Methode wurde ebenfalls verwendet,
um Liposomen aus GS 2888 13 und DOPE 2 herzustellen,
wenngleich die beste Methode im gründlichen Durchmischen
und Einfrieren/Auftauen einer Mischung aus 13 und 2 im
Molverhältnis 2:1 besteht.[28] Schlieûlich ist die Ultraschall-
behandlung einer 10 mm Suspension des Cytofectins 14 Dea 2
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10 oder seiner Homologe in Wasser offenbar ausreichend, um
aktive Liposomen zu bilden.[23]

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 Molverhältnis 6:4 kombiniert, die Liposomen
werden dann entweder durch Ultraschallbehandlung allein,[29]

durch gründliches Durchmischen und anschlieûende Ultra-
schallbehandlung[43] oder durch Umkehrphasenverdampfung
und anschlieûende Ultraschallbehandlung erhalten.[44] Lipo-
somen mit den Cytofectinen 15 und 16 wurden ebenfalls mit
DOPE 2 im Molverhältnis 1:1 durch Ultraschallbehandlung
oder durch gründliches Durchmischen mit nachfolgender
Ultraschallbehandlung formuliert.[29, 43] Das Cholsäurehexa-
amin 17 und ähnliche Amphiphile werden mit DOPE 2 im
Verhältnis 1:1 kombiniert und die Liposomen durch Ultra-
schall erzeugt.[31] Die Polyamine Lipid 67 18 und CTAP 19
wurden bis jetzt ausschlieûlich durch gründliches Durch-
mischen mit DOPE 2 im Molverhältnis 1:2 in Liposomen
überführt.[33] Was die übrigen Cholesterinpolyamin-Cytofec-
tine anbelangt, so wurden aus BGTC 21 und DOPE 2 im
Molverhältnis 3:2 durch gründliches Durchmischen und an-
schlieûende Ultraschallbehandlung Liposomen erhalten,[36]

während Cholesterylspermidin 20, jetzt als Transfectall
(Apollon Inc.) im Handel, anscheinend ohne Colipid formu-
liert wird.[35]

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,[22] während
solche aus Lys-Pam2-GroPEtn 23 durch Ultraschallbehand-
lung einer Mischung aus 23 mit Cholesterin 38 und Ei-

Phosphatidylcholin im Verhältnis 1.5:3.0:5.5 entstehen.[37] l-
PE 23 a bildet in Kombination mit einem zweiten kationi-
schen Amphiphil, nämlich dem Cholesterinester von b-
Alanin (CEbA, 39 ; Molverhältnis 6:4), Liposomen.[38] 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 Molverhältnis 1:1 erhalten.[40] Schlieûlich bilden sich die
beiden wichtigsten Glutamatdiesterderivate, 2C12-l-Glu-ph-

C2-N�Brÿ 24 und 2C14-l-Glu-C2-N�Clÿ 25 von selbst durch
einfache Ultraschallbehandlung einer Suspension in neu-
tralem Puffer.[39]

4. Mechanismen des Nucleinsäuretransports

Der Mechanismus des durch kationische Liposomen ver-
mittelten Nucleinsäuretransports ist kompliziert. Zur Dar-
stellung des heutigen Wissensstandes wird dieser Prozeû
daher hier in drei getrennten Stufen diskutiert. Zunächst
werden die Strukturen der Komplexe von kationischen
Liposomen mit Nucleinsäuren besprochen. Heterogene Kom-
plexe bilden sich schnell nach der Vereinigung von Nuclein-
säuren mit Suspensionen kationischer Liposomen. Diese
Komplexe dringen in die Zellen ein. Die Abgabe von
Nucleinsäuren scheint am effizientesten zu sein, wenn die
Komplexe bei einem Verhältnis der positiven Ladungen der
Liposomen zu den negativen Ladungen der Nucleinsäuren
von >1 gebildet werden. Zur Abgabe von Genen in vitro ist
das optimale Ladungsverhältnis oft >1 (d.h., solche Kom-
plexe sind kationisch),[22] während das optimale Verhältnis für
die effiziente Genfreisetzung in vivo näher bei 1 zu liegen
scheint.[45] Deshalb werden wir unsere Aufmerksamkeit im
folgenden Abschnitt den besonderen Eigenschaften der
Komplexe aus kationischen Liposomen und Nucleinsäuren
mit einem Ladungsverhältnis von 1 oder höher widmen.

Zweitens sollen die Mechanismen des Einschleusens der
Liposom-Nucleinsäure-Komplexe in die Zelle besprochen
werden. Der vorherrschende Mechanismus scheint Endocy-
tose zu sein, unabhängig vom Typ des eingesetzten kationi-
schen Liposoms. Die eindeutigsten Hinweise für diesen
Mechanismus werden zusammen mit weiteren möglichen
Einschleusungsmechanismen diskutiert. Schlieûlich wird das
weitere Schicksal der Nucleinsäuren in der Zelle beschrieben,
wobei der Schwerpunkt darauf liegt, wie die Nucleinsäuren in
den Zellkern gelangen sollen ± also dorthin, wo ihre
therapeutischen Eigenschaften in den meisten Fällen genutzt
werden sollen.

4.1. Strukturen der Komplexe von kationischen
Liposomen mit DNA

Die ursprüngliche Schilderung von Felgner und Ringold
beschreibt die elektrostatische Bindung von DNA an katio-
nische Liposomen ohne ¾nderung ihrer Gröûe und Form.[46]

Experimentelle Befunde weisen darauf hin, daû Komplexe
von kationischen Liposomen mit DNA durchaus sehr hetero-
gene und dynamische Strukturen sind, deren Gröûe und Form
in Abhängigkeit vom Molverhältnis von kationischen Lipo-
somen zu DNA variiert. Die drastischsten strukturellen
¾nderungen finden bei ladungsneutralen Komplexen statt,
wenn also das Positiv-zu-negativ-Ladungsverhältnis bei 1
liegt.

Die ersten Schlüsselexperimente wurden von Gershon
et al. durchgeführt.[47] Mit Ethidiumbromid als Fluoreszenz-
sonde für freiliegende DNA-Basenpaare titrierten sie DNA-
Lösungen bestimmter Konzentrationen mit DOTMA- oder
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DOPE/DOTMA-Liposomen (1:1) und beobachteten die auf-
tretenden Effekte. Sie stellten fest, daû die DNA generell
zugänglich war, bis sich das Verhältnis von positiven zu
negativen Ladungen dem Wert 1 näherte. An diesem Punkt
trat eine umfangreiche Maskierung von DNA ein, was sich in
einem schnellen Abfall der Fluoreszenzintensität bemerkbar
machte (Abb. 1 a). Drastische ¾nderungen bei einem 1:1-

Abb. 1. Einfluû der DNA-Länge und des Verhältnisses von Liposom zu
DNA (beschrieben durch das Positiv-zu-negativ-Ladungsverhältnis) auf
die Fluoreszenzintensität von Ethidiumbromid. a) Eine Fixkonzentration
von DNA (Nucleotidkonzentration) wurde mit DOPE/DOTMA-Liposo-
men (im Molverhältnis 1:1) in Gegenwart von Ethidiumbromid titriert. Die
ansteigende Liposomenkonzentration spiegelt sich in dem steigenden
Liposom-zu-DNA-Verhältnis, dem Positiv-zu-negativ-Ladungsverhältnis
(� :ÿ ), wider. Die Fluoreszenzemissionsintensität von Ethidiumbromid
(Iem) ist in willkürlichen Einheiten wiedergegeben. Die Längen der DNA-
Segmente betrugen 100 ± 300 (*), 500 ± 8000 (~) und 23000 (^) Basenpaa-
re. b) Es wurden drei verschiedene Konzentrationen von DOPE/DOTMA-
Liposomen (Molverhältnis 1:1) in Gegenwart von Ethidiumbromid mit
DNA kombiniert und die ¾nderung der Fluoreszenzintensität mit der Zeit
registriert. Die Liposom-zu-DNA-Ladungsverhältnisse (� :ÿ ) betrugen
1.0 (*), 1.1 (^) und 1.2 (~). Die DNA-Konzentration wurde durchweg auf
25mm (Nucleotidkonzentration) normalisiert; Ethidiumbromid (Molver-
hältnis Fluoreszenzmarker:Nucleotid � 1:50) wurde unmittelbar vor der
Messung hinzugegeben. (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis der
Autoren[47] übernommen.)

Ladungsverhältnis wurden auch von Struck et al.[48] unter
Verwendung der Resonanzenergietransfer(RET)-Methode in
Lipid-Mischungsexperimenten festgestellt. Bei dieser Metho-
de werden Liposomen, die mit zwei komplementären Fluo-
reszenzfarbstoffen markierte Lipide enthalten, mit unmar-
kierten Liposomen gemischt. Beim Vorgang der Vermischung
und Fusion der Lipide kommt es zu einer Verteilung der

markierten Lipide innerhalb der zuvor unmarkierten Lipo-
somen, was zur Abnahme der Fluoreszenzlöschung zwischen
den komplementär markierten Lipiden und zur Zunahme der
Fluoreszenzintensität führt.

Die Untersuchungen mit der RET-Methode ergaben, daû
die Vermischung/Fusion im allgemeinen durch DNA geför-
dert wird, was auch bei anderen polyvalenten Anionen der
Fall ist,[49±52] sich das Verhalten aber bei einem Ladungsver-
hältnis von 1 signifikant ändert (Abb. 2 a). Als Deutung dieser

Abb. 2. Durch DNA induzierte Lipidmischung von markierten und
unmarkierten Liposomen. a) DOPE/DOTMA-Liposomen (Molverhältnis
1:1) wurden in Gegenwart von DNA (25 mm Nucleotidkonzentration) mit
fluoreszenzmarkierten DOPE/DOTMA ± Liposomen kombiniert und der
Anstieg der Fluoreszenzintensität (Iem in willkürlichen Einheiten) aufgrund
von Lipidmischung mit steigender Lipidkonzentration (ausgedrückt durch
die Masse Mlip. 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
geschätzten Positiv-zu-negativ-Ladungsverhältnisse sind in Klammern
angegeben. (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis der Autoren[47]

übernommen.) b) Liposomen mit 16mm und 4mm 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-
intensität registriert. Verschiedene DNA-Konzentrationen spiegeln sich im
Negativ-zu-positiv-Ladungsverhältnis wider. Die DNA-zu-Liposom-La-
dungsverhältnisse (ÿ :� ) in den Mischungen nach Zugabe der Oligonu-
cleotide betrugen 0 (d. h. keine DNA vorhanden; *), 0.03 (�), 0.2 (~), 0.8
(*) und 1.2 (�). (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis der Autoren[52]

übernommen.)

abrupten Verhaltensänderungen schlugen Gershon et al. vor,
daû die kationischen Liposomen die negative Ladung der
DNA hinreichend stark neutralisieren, um analog zu vor-
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angegangenen Untersuchungen[53, 54] einen kooperativen Kol-
laps der DNA-Struktur hervorzurufen.[47] Weiterhin schlugen
sie vor, daû die kollabierte DNA, deren freiliegende Ober-
fläche 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 Nucleinsäuren durch Metallbedampfung bestä-
tigt. Bei diesen Experimenten erschienen die Liposomen bei
niedrigen Liposom-zu-DNA-Verhältnissen als lokalisierte,
DNA-gebundene, sphärische Cluster und oberhalb des kriti-
schen Ladungsverhältnisses als sehr viel gröûere (ca. 700 nm)
stabförmige Strukturen (Abb. 3). Dies wurde mit der Ein-
kapselung mehrerer kondensierter DNA-Moleküle erklärt.

Abb. 3. Kleinschmidt-Elektronenmikroskopieaufnahme eines Liposom-
DNA-Komplexes. Die Komplexe wurden mit schrittweise erhöhten
Mengen an DOPE/DOTMA-Liposomen und einer konstanten Menge an
DNA präpariert (3.5 mgmLÿ1). Die Liposom-zu-DNA(Positiv-zu-negativ)-
Verhältnisse betrugen 0.2 (A), 0.4 (B), 0.6 (C), 1.0 (D) und 1.5 (E). Der
Maûstabsbalken entspricht 0.5 mm. (Die Abbildung wurde mit der
Erlaubnis der Autoren[47] übernommen.)

Diese Beobachtungen und ihre beiden vorherrschenden
Deutungen wurden mittlerweile durch die Resultate anderer
Forschungsgruppen bestätigt. 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 ¹freierª oder nur schwach gebundener
DNA bei einem Positiv-zu-negativ-Ladungsverhältnis<1 und
groûe (>100 nm) Lipid-DNA-Strukturen bei Liposom-zu-
DNA-Molverhältnissen oberhalb des neutralen Ladungsver-
hältnisses.[55] Sie deuteten diese groûen Strukturen als cha-

rakteristisch für multilamellare Lipidstrukturen, in denen die
DNA vollständig eingeschlossen sein soll.

Der Einschluû von DNA wird auch dadurch bestätigt, daû
kationische Liposomen die DNA vor dem Abbau durch
Nucleasen, Zerschneidung bei Aerosolbildung und vor Scha-
den bei Ultraschallbehandlung schützen können.[56, 57] Erst
kürzlich wurde die genaue Art dieser Einschlüsse aufgedeckt
durch Röntgenbeugungsdaten von Rädler et al. bei Unter-
suchungen von Liposomen aus DOPE 2 und DOTAP 3 im
Verhältnis 1:1, die mit l-Phagen-DNA komplexiert waren.[58]

Die Autoren stellten fest, daû die DNA sandwichartig
zwischen kationischen Doppelmembranschichten in hoch-
geordneten multilammelaren Strukturen eingebettet war. Es
stellte sich heraus, daû die DNA selbst in hochgeordneten
eindimensionalen Monoschicht-Anordnungen gleichmäûige
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-
Moleküle sind als Stäbe (blau) dargestellt, die Kopfgruppen der anioni-
schen/zwitterionischen Lipide als weiûe Kugeln, die der Cytofectine als
rote Kugeln. Nahe der DNA treten die Cytofectine in höherer Konzentra-
tion auf. dm bezieht sich auf die Dicke der Doppelschicht, dw auf den
Abstand zwischen zwei Doppelschichten und dDNA auf den interaxialen
Abstand der DNA. Es wurde eine Zunahme von dDNA von ca. 25 auf 60 �
festgestellt, wenn das Positiv-zu-negativ-Ladungsverhältnis von <1 auf >1
erhöht wurde (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis der Autoren[58]

übernommen.)

deutete man als Folge der ursprünglichen Kondensation der
DNA auf der Oberfläche der kationischen Liposomen. Dabei
wurde die elektrostatische Abstoûung zwischen Lipid-Dop-
pelschichten abgeschirmt, was die Bildung von Multischichten
durch die Freisetzung von DNA-assoziierten Gegenionen
ermöglichte.

Wahrscheinlich ist dies aber noch nicht die ganze Wahrheit.
Ursprünglich hatte Behr gezeigt, daû DNA die Oberfläche
von kationischen Liposomen überziehen oder einwickeln
kann.[59] Diese Beobachtung wird durch Eastman et al. unter-
stützt, denen zufolge die Bindung von DNA an die Ober-
fläche kationischer Liposomen an sich schon die Bildung
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groûer Komplexe auslösen kann.[60] Daher ist es
wohl am wahrscheinlichsten und verständlichsten,
daû die Wechselwirkung zwischen kationischen
Liposomen und DNA aus einer Kombination
sowohl von totaler Einbettung als auch von Ober-
flächenassoziation besteht.

Die Variation der Gröûe der Komplexe von
kationischen Liposomen mit DNA bei ¾nderung
des molaren Verhältnisses von kationischen Lipo-
somen zu DNA wurde von einer Reihe von
Forschungsgruppen untersucht. Zum Beispiel er-
gaben quasielastische Lichstreuungsmessungen an
DOTAP- oder DOPE/DDAB-Liposomen in Kom-
bination mit DNA, daû sich bei niedrigen Lipo-
som-zu-DNA-Verhältnissen nur kleine Partikel
(ca. 40 nm) bilden.[52] Die durchschnittliche Gröûe
schien drastisch anzusteigen, wenn sich das Positiv-
zu-negativ-Ladungsverhältnis dem Wert 1 näherte
(ca. 3000 nm), danach jedoch bei einem weiteren
Anstieg des Verhältnisses wieder allmählich ab-
zunehmen (Abb. 5). Dasselbe Phänomen stellten
Rädler et al. fest mit einer Kombination aus
dynamischen Lichtstreuungsmessungen und Diffe-
renz-Interferenzmikroskopie.[58] Wenngleich sich
mit groûer Gewiûheit groûe multilammelare Par-
tikel (>100 nm) mit eingebetter DNA um und
über dem neutralen Ladungsverhältnis bilden,
stehen diese Partikel wahrscheinlich im dynami-
schen Gleichgewicht mit vielen anderen kleineren komplexen
Spezies und sogar mit freier DNA. Zabner et al. erbrachten
hierfür Beweise in Studien mit DOPE/DMRIE-Liposomen,
die mit DNA komplexiert wurden.[61] Ihre Elektronenphoto-
mikrographien (Abb. 6) lieûen nicht nur die typischen groûen
und dichten DNA-Lipid-Strukturen (>100 nm) mit ver-
schlungenen DNA-Ausläufern erkennen, sondern auch klei-
nere Cluster und freie DNA. Sie entdeckten auch Strukturen,

Abb. 5. Bestimmung der Partikelgröûe von Liposom-DNA-Komplexen
durch quasielastische Lichtstreuungsexperimente. Die Komplexe wurden
durch Inkubation von ansteigenden Mengen eines 15mer-S-Oligonu-
cleotids mit kationischen Liposomen aus 10 mm DOTAP 3 hergestellt,
anschlieûend wurde die durchschnittliche Partikelgröûe gemessen. Der
Anstieg der DNA-Konzentration spiegelte sich in dem steigenden Negativ-
zu-positiv-Ladungsverhältnis (ÿ :� ) wider. Die Gröûenverteilung (Slip.)
wurde als das Mittel� Standardabweichung des Durchmessers auf der
Basis der Vesikelgröûe und -anzahl bestimmt. (Die Abbildung wurde mit
der Erlaubnis der Autoren[52] übernommen.)

die vermutlich dünn mit Lipid bedeckte DNA-Stränge sind,
analog zu den bereits zuvor beschriebenen ¹Spaghetti-Struk-
turenª bei elektronenmikroskopischen Gefrierbruchaufnah-
men von DNA, die mit DOPE/DC-Chol-Liposomen kom-
plexiert waren.[62]

Die Kinetik der Bildung von Komplexen aus Liposomen
mit Nucleinsäuren wurde auf zwei Ebenen untersucht. Ger-
shon et al. fanden bei Untersuchungen an freiliegenden
DNA-Basenpaaren, die mit Ethidiumbromid fluoreszenzmar-
kiert waren, daû 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-Ladungsverhältnis
signifikant 1 überschritt (>1.2).[47] Bei einem Positiv-zu-
negativ-Verhältnis von 1.0 bis 1.1 wurde aber ein komplexeres
Verhalten festgestellt, und es waren mindestens 60 min bis
zum Einstellen eines Gleichgewichts nötig (Abb. 1 b). Das
beobachtete oszillierende Verhalten ist sicherlich ein Indiz für
ein hochdynamisches System, wenngleich das etwas schwer zu
begründen ist. Bei einem Verhältnis von 1.2 stellte sich das
Gleichgewicht schon nach 10 min ein (Abb. 1 b). Eine detail-
liertere kinetische Untersuchung mit RET-Lipid-Mischung-
sexperimenten[48] ergab, daû 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. 2 b). Allerdings wurden für das oben
erwähnte Positiv-zu-negativ-Ladungsverhältnis von 1.0 und
1.1 keine Ergebnisse mitgeteilt.[52]

An dieser Stelle ist erwähnenswert, daû die hier beschrie-
benen Ergebnisse ineinandergreifen und allmählich ein

Abb. 6. Transmissionselektronenphotomikrographie von Liposom-DNA-Komplexen.
Die Komplexe wurden bei einem Liposom-zu-DNA-Verhältnis von 5:1 unter Verwen-
dung von DOPE/DMRIE- Liposomen (Molverhältnis 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 Länge von 100 nm. (Die Abbildung wurde mit der Erlaubnis
der Autoren[61] übernommen.)
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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-Längen, Lipide, Liposomen-Formulie-
rungsverfahren, Puffer etc. durchgeführt wurden. Offen-
sichtlich ist das von Felgner und Ringold[46] entworfene Bild
nicht haltbar, da Komplexe von kationischen Liposomen mit
DNA in ausgeprägt heterogener Form auftreten, wobei fast
alle möglichen Formen der Struktur ± von nackter DNA bis
hin zu in hochgeordneten multilammelaren Anordnungen
eingebetteter DNA ± mit groûer Gewiûheit 30 ± 60 min nach
der Vermischung von DNA und kationischen Liposomen im
Gleichgewicht stehen. Berücksichtigt man, daû die durch
kationische Liposomen vermittelte Abgabe von DNA am
effizientesten zu funktionieren scheint, wenn das Verhältnis
kationischer Liposomen zu DNA auf Positiv-zu-negativ-
Ladungsverhältnisse um 1 oder höher eingestellt wurde, so
sollte man annehmen, daû groûe 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, daû Komplexe
von kationischen Liposomen mit DNA hochdynamische
Strukturen sind im Gleichgewicht mit kleineren Strukturen,
so daû die Annahme nicht notwendigerweise der Wirklichkeit
entsprechen muû.

4.2. Das Einschleusen von Komplexen in Zellen

Das Einschleusen von Komplexen in Zellen ist der erste
Schritt des Nucleinsäuretransportes durch kationische Lipo-
somen. Früher vermutete man, daû das Einschleusen in die
Zelle hauptsächlich durch die Verschmelzung der Zellmem-
bran mit den Liposomen erfolgt[11, 16] unter der Prämisse, daû
kationische und anionische Liposomen leicht miteinander
verschmelzen.[51, 63] Es stellte sich aber heraus, daû Komplexe
von kationischen Liposomen mit DNA viel schlechter mit
negativ geladenen Membranen verschmelzen. Dies deutet
darauf hin, daû in diesem Fall das Einschleusen in die Zelle
nicht durch Membranfusion geschieht.[17] Vielmehr lassen
andere Beobachtungen jetzt vermuten, daû eine langsame
Endocytose von intakten Komplexen, vermittelt durch die
Interaktion mit Proteoglykanen,[67, 68] der wichtigste Prozeû
ist.[64±66] Dies wurde zuerst von Behr et al.[22, 69] 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-Ladungsverhältnis� 1.2), unter-
suchten.[61] Die Komplexe drangen nach anfänglicher Asso-
ziation an die Zelloberfläche durch Endocytose ein und
verblieben in einem Vesikel oder Endosom (Abb. 7). Durch
confocale Mikroskopie wurde dann das anschlieûende intra-
zelluläre 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 könnten. Diese makromolekularen

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-
Verhältnis von 5:1 präpariert wurden. Anschlieûend wurden die Zellen zu
den angegebenen Zeiten für die Elektronenmikroskopie entnommen:
5 min (A), 30 min (B), 1 h (C), 6 h (D), 24 h (E). F) Zellen, die mit
unmarkierter DNA transfiziert worden waren. Der Strich entspricht
100 nm, die Goldpartikel hatten eine Gröûe von 10 nm. (Die Abbildung
wurde mit der Erlaubnis der Autoren[61] übernommen.)

Lipid-DNA-Strukturen waren hochorganisiert und bestanden
aus einer Anordnung von gleichmäûig gepackten Röhren, in
denen die DNA von Doppelschichten oder röhrenförmigen
Einzelschichten aus Lipiden umgeben war. Es gab keinen
Beleg für das Verschmelzen von Lysosomen mit Endosomen,
obwohl davon an anderer Stelle berichtet wurde.[66]

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.[61] Nur 5 % der Zellen enthielten nach 30 min
aufgenommene Komplexe, nach 6 h schien der Prozeû aber
± in Übereinstimung mit anderen Daten über die Aufnahme
in Zellen ± zu 70 % abgeschlossen zu sein.[12]

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, daû
Komplexe kationischer Liposomen mit DNA mit fluoreszenz-
markiertem DOPE 2 die Zellmembran zu färben schienen.[16]

Es ist allerdings unwahrscheinlich, daû Fusionsprozesse
dominieren. Neuere Erkenntnisse sprechen dafür, daû



AUFS¾TZEKationische Liposomen

Angew. Chem. 1998, 110, 1862 ± 1880 1875

Phagozytose möglicherweise ebenfalls beim Einschleusen
von Komplexen in die Zelle über Endocytose eine Rolle
spielt.[70]

4.3. Der Transport der Nucleinsäuren in den Zellkern

Das Einschleusen von Liposom-Nucleinsäure-Komplexen
in die Zelle scheint ein überraschend wirkungsvoller, wenn
auch langsamer Prozeû zu sein,[61, 64] doch bleibt nicht die
gesamte in die Zelle gelangende Nucleinsäure wirksam. Dies
verdeutlichten Zabner et al. durch ihre Beobachtung, daû
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.[61] In anderen Zellinien war das Verhältnis zwischen
Expressionsgrad und Endocytose noch sehr viel geringer.[61]

Unglücklicherweise scheint sich der gröûte Teil der in die
Zelle eingeschleusten DNA nicht von den endosomalen
Partikeln ins Cytoplasma ablösen zu können. Die durch
kationische Liposomen vermittelte Abgabe scheint somit eine
recht verschwenderische und ineffiziente Methode für den
Transport von DNA zu sein, die der Zelle den Groûteil der
möglichen therapeutischen Wirkungen der DNA vorenthält ±
seien es die erwünschte Genexpression, die Inhibition durch
antiparallele Oligonucleotide oder andere Effekte.

Zabner et al. haben verdeutlicht, wie ineffizient die Tren-
nung der Nucleinsäuren von den Endosomen ist, indem sie
versuchten, DNA, die über DOPE/DMRIE-Liposomen in die
Zellen eingeschleust worden war, durch Elektronen- und
Confocalmikroskopie zu messen.[61] Es gelang ihnen nicht,
signifikante Mengen zu bestimmen, obwohl offensichtlich
genügend DNA freigesetzt wurde für eine cytoplasmatische
Gentranskription, angetrieben von einem rekombinanten
Vacciniavirus, der T7-Polymerase exprimiert. Gleichwohl
wurde ein Groûteil der DNA in perinuclearen Endosomen
in der Form makromolekularer Lipid-DNA-Strukturen ange-
reichert, wie sie im vorigen Abschnitt beschrieben worden
sind. ¾hnliches wure von Gao und Huang berichtet.[71]

Wenn Nucleinsäuren aus Endosomen entweichen, dann
scheint dies nach den neuesten Untersuchungen in einem
frühen Stadium nach der Endocytose stattzufinden, d.h. ,
wenn die Liposom-Nucleinsäure-Komplexe sich in einem
¹jungenª Endosomkompartiment befinden.[65, 66] Den Mecha-
nismus des frühen Entweichens aus Endosomen hat man noch
nicht vollständig verstanden, aber wenn DOPE 2 Bestandteil
des kationischen Liposoms ist, dann könnte das Entweichen
durch die Tendenz von DOPE 2 unterstützt werden, signifi-
kante polymorphe Lipidphasen-Veränderungen unter physio-
logischen Bedingungen hervorzurufen.[72±74] Vor allem fördert
DOPE 2 die Bildung einer invertierten hexagonalen Phase
(bei Raumtemperatur und neutralem pH-Wert) aus der
lamellaren Flüssigkristall-Phasencharakteristik der meisten
biologischen Membranen.[72] Diese hexagonale Phase tritt oft
auf, wenn Membranen verschmelzen.[3] DOPE 2 könnte also
das Zerreiûen der Endosomen verursachen, indem es die
Membranverschmelzung fördert. Wenn DOPE 2 nicht in dem
kationischen Liposom vorhanden ist (z.B. bei Liposomen aus
DOTAP 3 oder DOGS 9), könnten lokale Detergentienef-

fekte die Ursache für das Entweichen aus den Endosomen
sein.[18] Xu und Szoka haben ein Modell für das frühe
Ausbrechen aus Endosomen vorgeschlagen, in dem Komple-
xe kationischer Liposomen mit DNA die Endosomenmem-
bran derart destabilisieren, daû ein Entweichen der DNA
möglich wird.[75] 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 daû die DNA frei
in das Cytoplasma diffundieren kann (Abb. 8).

Abb. 8. Vorgeschlagener Mechanismus für das Eindringen von Liposom-
DNA-Komplexen in die Zelle und die anschlieûende Freisetzung von DNA
aus Endosomen. Schritt 1: elektrostatische Wechselwirkung von Liposom-
DNA-Komplexen mit der Zellmembran und anschlieûende Endocytose.
Schritt 2: Membrandestabilisierung im frühen Endosom führt 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[75]

übernommen.)

Sowie die Nucleinsäuren ins Cytoplasma gelangt sind,
könnten sie einem weiteren Problem gegenüberstehen, wenn
sie für 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 für die Gesamteffizienz des durch kationi-
sche Liposomen vermittelten Nucleinsäuretransports sein wie
das Entweichen aus den Endosomen. Die Schwierigkeiten der
Wanderung der Nucleinsäuren zum Zellkern wurden von
Capecchi überzeugend demonstriert. Er zeigte anhand einer
Mauszellinie, daû direkt in den Zellkern injizierte DNA zu
über 50 % zu Proteinexpression führte, bei in das Cytoplasma
injizierter DNA hingegen nur bei weniger als 0.01 % der
Zellen.[76]

Zabner et al. erhielten ähnliche Ergebnisse aus vergleich-
baren Experimenten mit einem Xenopus-Eizellensystem.[61]

Die Gröûe der Nucleinsäuren scheint der entscheidende
Faktor dafür zu sein, ob sie den Kern erreichen oder nicht.
Kleine Oligonucleotide (etwa zwischen 20 und 30 Basenpaare
lang) akkumulieren leicht im Kern, gleichgültig, ob sie
nun durch kationische Liposomen[65, 77] oder über cytoplas-
matische Injektion dorthin gelangt sind.[78] Wahrscheinlich
wird aber gröûere DNA vom Kern ausgeschlossen, weil die
Porengröûen der Kernmembran eine Durchlässigkeitsgrenze
von � 40 kDa haben.[79] Das bedeutet nicht, daû gröûere
DNA überhaupt nicht in den Zellkern eintreten kann, denn
dann wäre die Expression von freigesetzten Genen unmög-
lich. Gröûere DNA benötigt aber wegen der Begrenzung
durch die Porengröûen der Kernmembran eine Hilfestellung
beim Einschleusen in den Zellkern. Offensichtlich sind Viren
bei diesem Prozeû sehr effizient. Es wird sich zeigen, ob
kationische Liposomen derart angepaût werden können, daû
sie Nucleinsäureoligomere aller Gröûen ähnlich gut beim
Einschleusen in den Zellkern unterstützen.

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 Primärzellen und Zellkulturen in
vitro für den Gentransport eingesetzt. Es mag vielleicht nicht
überraschen, daû im Handel erhältliche Formulierungen
kationischer Liposomen umfassend genutzt wurden, auch,
weil sie nachweislich über ein umfangreiches Einsatzspek-
trum verfügen. Es wurden aber auch schon andere Formulie-
rungen eingesetzt. Zu neuen Anwendungsbeispielen gehören
der Einsatz von Lipofectin (Tabelle 1) zur Transfektion von
Rattenoligodendrocyten[80] und Kaninchenendothelzellen,[81]

LipofectAMINE zur Transfektion von Mäusemyoblasten,[82]

menschlichen Hepatom-,[83] prostatischen Epithel-[84] und
Eizellen,[85] DOTAP 3 zur Transfektion von Mäusezellinien[86]

und menschlichen Cervixkarzinomzellen (CaSki)[87] sowie
DDAB-Liposomen zur Transfektion von CaSki-Zellen[87]

und menschlichen Brustadenokarzinomzellen.[88] Für 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,[85] Epidermkarzinom-,[89, 90]

Epithel-[91] und Nervenzellen.[44]

Es scheint nur einige wenige Strukturprinzipien zu geben,
die bestimmen, welche Formulierungen von Cytofectin und

Liposom bei der Abgabe von Nucleinsäurevektoren in vitro
einen spürbaren Wirkungsgrad erreichen und welche nicht.
Oft wurden strukturelle Einschränkungen bei einer bestimm-
ten Gruppe kationischer Amphiphile festgestellt, die bei
anderen offenbar ohne Bedeutung sind. Beispielsweise sind
quaternisierte Derivate von Cholesterin-Amphiphilen bezüg-
lich ihrer Abgabe in vitro viel weniger effizient als die
entsprechenden tertiären Amine.[43] DOTMA 1 und seine
Analoga sind allerdings alle quartäre Amine. Aus diesem
Grund sind Struktur-Aktivitäts-Vergleiche innerhalb einer
Gruppe von Cytofectinen und Liposomen oft der einzige Weg
gewesen, die Nucleinsäureabgabe auf rationalem Weg zu
optimieren ± zumindest teilweise. Zum Beispiel haben sowohl
Felgner et al.[18] als auch Balasubramaniam et al.[20] umfang-
reiche, sorgfältig kontrollierte Studien durchgeführt, um den
relativen Nutzen von DOTMA 1 enthaltenden Liposomen zu
bestimmen. Auf ähnliche Weise haben Lee et al.,[32] Cooper
et al.[33] und Walker et al.[31] die Transfektionseigenschaften
einer Gruppe aus Polyamincholesterin-Cytofectinen opti-
miert. Weitere, stärker begrenzte vergleichende Untersu-
chungen wurden an den Homologen anderer Cytofectine
durchgeführt.[23, 43]

Bei der Suche nach einem allgemeinen Zusammenhang
zwischen der Cytofectinstruktur und der Effizienz der Gen-
abgabe haben Akao et al. vorgeschlagen, daû als Grund-
voraussetzung für eine erfolgreiche Transfektion die Phasen-
übergangstemperatur (Tc) des kationischen Liposomens-
ystems unter 37 8C liegen sollte.[23] Eine neuere Studie an
DOTMA 1 enthaltenden Liposomen stützt diesen Vorschlag
nicht.[20] Stattdessen könnte die Cytotoxizität durchaus das
wichtigste Kriterium sein. Unter diesem Gesichtspunkt wären
DOPE/DC-Chol-Liposomen sehr nützlich, da sie nur eine
niedrige Toxizität aufweisen.[92] Dennoch ist auch dies wahr-
scheinlich nicht das einzige Kriterium. Es wurde vorgeschla-
gen, daû die Effizienz der Genabgabe zum Teil über das Zeta-
Potential der kationischen Liposomen bestimmt werden
kann, das seinerseits teilweise von der Cytofectinstruktur
abhängt.[93] 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 geführt.[3, 94] 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 ungenügendes Maû für seine
In-vivo-Wirksamkeit zu sein.[32, 33] Im folgenden wird eine
Reihe neuerer In-vivo-Anwendungen beschrieben. Liposo-
men auf der Basis von DOPE 2 und DDAB 12 transfizierten
Mäuselungen-, -milz- und -nierenzellen mit Cytokingenen
nach Injektion von Liposomom-DNA-Komplexen ins Bauch-
fell.[95]

Cholesterin/DDAB-Liposomen führten nach intravenöser
Injektion auf ähnliche Weise zu einem hohen Grad an
systemischer Transfektion eines Chloramphenicolacetyltrans-
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ferase(CAT)-Markergens in Mäusen.[96] Lipofectin kann in
vivo die Arterienwandzellen von Schweinen mit fremden
Histokompatibilitätskomplexen transfizieren.[97] Bessere Er-
gebnisse wurden mit kationischen Liposomen aus DOPE 2
und GAP-DLRIE 8 erhalten.[98] Mäusetumore sind ebenfalls
schon in vivo nach einer subkutanen Injektion des Tumors mit
Lipofectin/DNA-Komlexen mit einem Tumornekrosefaktor-
a-Gen transfiziert worden.[99] Entsprechend hat man mit einer
kontinuierlichen Injektionsmethode cerebrale Mäusetumore
in vivo durch Einsatz von DOPE/DMRIE-Liposomen mit
Thymidinkinasegen transfiziert.[100] Eine bemerkenswerte
Entdeckung der letzten Zeit war, daû DOGS 9 enthaltende
Liposomen die Embryos trächtiger Mäuse mit einem CAT-
Markergen nach intravenöser Injektion eines Liposom-DNA-
Komplexes transfizieren konnten. Das Transgen wurde so-
wohl in den Föten als auch in deren Nachkommenschaft
exprimiert.[101] Zur Zeit stehen noch allerdings noch weitere
Berichte zur Bestätigung dieser faszinierenden Entdeckung
aus.

Einige der erfolgreichsten In-vivo-Anwendungen bezüglich
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, daû DOPE/DOTMA-Liposomen ein CAT-
Markergen über Aerosolverabreichung des Komplexes in
Mäuselungen einbringen können,[102] berichteten Alton
et al.[103] sowie Hyde et al.[104] , daû DOPE/DC-Chol- und
Lipofectin-Liposomen auf ähnliche Weise verwendet werden
können, um das CFTR-Gen in die Lungen von bezüglich
cystischer Fibrose transgenen Mäusen 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 geführt.[105] Später haben Cooper
et al.[33] und Lee et al.[32] darüber berichtet, daû kationische
DOPE/CTAP- und DOPE/Lipid-67-Liposomen bei der CAT
Markergenübergabe in Mäuselungen 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 für therapeutische Gene in Humangen-
therapieversuchen getestet werden.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Verwendung von kationischen Liposomen zum Trans-
fer von Nucleinsäuren in Primär- 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
für den Gentransport in vivo. Die Aussichten für die durch
kationische Liposomen vermittelte Gentherapie sind sicher-
lich sehr gut. Kationische Liposomen wurden bereits in
klinischen Versuchen zur Gentherapie beim Menschen ein-

gesetzt.[92, 105] Wenngleich die Ergebnisse in diesen Studien
andeuteten, daû die eingesetzten kationischen Liposomen
nicht effizient genug waren, um signifikante klinische Erfolge
auszulösen, spricht viel dafür, daû zwei der jüngst beschrie-
benen Formulierungen kationischer Liposomen, die Li-
pid 67 18[32] und CTAP 19[33] enthalten, effizient genug sind,
um klinisch sinnvoll in der Gentherapie von Lungenfehlfunk-
tionen eingesetzt zu werden.

Es werden aber ständig verbesserte Liposomenformulie-
rungen mit ständig verbesserten Cytofectinen vonnöten sein,
wenn kationische Liposomen künftig eine weite Verbreitung
in der Gentherapie beim Menschen finden sollen. Hier sei
besonders darauf hingewiesen, daû Komplexe kationischer
Liposomen mit Nucleinsäuren nicht sehr zelltypspezifisch
sind, was für die Gentherapie von bestimmten Lungenfehl-
funktionen kein Problem ist, wohl aber bei den meisten
anderen Krankheiten. Selbst wenn die Komplexe spezifischer
wären, so binden doch die Nucleinsäuren im allgemeinen mit
zu geringer Effizienz, so daû die Menge benötigter Liposo-
men zu hoch ist, um für einen klinischen Einsatz sinnvoll zu
sein. Darüber hinaus dringen die Komplexe kationischer
Liposomen mit Nucleinsäure viel zu langsam in Zellen ein.
Wenn sie dann endlich in der Zelle sind, bleiben zu viele der
Nucleinsäuren in den Endosomen-Kompartimenten einge-
schlossen, so daû sie weder im Cytoplasma ihre Funktion
erfüllen können, noch zum Kern gelangen können, um dort
therapeutisch zu wirken. Es ist durchaus möglich, daû einige
(oder alle) dieser Probleme durch das Design neuer Cytofec-
tine behoben werden können. Um aber diese Probleme lösen
zu können, müssen kationische Liposomen möglicherweise
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.
gehören werden. Das würde gleichsam bedeuten, daû die
Chemiker künstliche Viren konstruieren müûten.

Es wurden bereits einige Fortschritte erzielt, die nahelegen,
daû kationische Liposomen mit den beschriebenen Eigen-
schaften entwickelt und verbessert werden können. So wurde
ein Transfectam-DNA-Komplex (Tabelle 1) eingesetzt, um
Hepatomzellen anzusteuern, indem ein dreiarmiger Ligand
aus Galaktoseeinheiten an das Liposom gebunden wurde.[106]

Kürzlich wurde entdeckt, daû mannosyliertes Poly(l-lysin)
den rezeptorvermittelten Transfer von Genen in Makro-
phagen fördert, die einen Mannoserezeptor für die Zellober-
fläche exprimieren.[107, 108] Andere glykosylierte Poly(l-lysine)
fördern den rezeptorvermittelten Gentransfer in Lungen-
epithelzellen[109] und von Monozyten abgeleiteten Makro-
phagen.[110] Daher könnte die kovalente Anbindung verschie-
dener Monosaccharide oder sogar Oligosaccharide an katio-
nische Liposomonen ein fruchtbares Feld für die Entwicklung
zelltypspezifischer kationischer Liposomen sein.

Proteine sind ebenfalls potentielle Liganden für das soge-
nannte cell targetting, wobei hier auch Lectine[111] und/oder
Antikörper zu berücksichtigen sind.[112] Dieser Ansatz fand
bereits erfolgreich bei der gezielten Transfektion von Mäuse-
lungenendothelzellen Verwendung, wobei ein an Poly(l-lysin)
geknüpfter Antithrombomodulin-Antikörper in Kombination
mit DOPE/DC-Chol-Liposomen verwendet wurde.[113] Sau-
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bere und selektive Verfahren zur Kupplung von Proteinen an
kationische Liposomen werden mit groûer Sicherheit entwik-
kelt werden müssen. Der potentielle Nutzen von Peptidligan-
den wurde kürzlich von Hart et al. demonstriert, die ein
Peptid mit einem N-terminalen Integrin-bindenden Amino-
säuresequenzmotiv (Arginin-Glycin-Asparaginsäure [RGD])
und einem C-terminalen Hexadeca(l-lysin) herstellten. Die-
ses konnte den Gentransport mit einem durch den Integrin-
rezeptor vermittelten Aufnahmemechanismus fördern.[114] In
Kombination mit einem Liposom-DNA-Komplex zeigte sich,
daû eine Variante dieses Peptids den durch kationische
Liposomen vermittelten DNA-Transport verstärkte.[127] Barry
et al. haben ebenfalls eine Auswahl zellbindender Peptide
beschrieben, die aus Zufallsbibliotheken peptidpräsentieren-
der Phagen erhalten wurden und in Zukunft leicht an
kationische Liposomen angeknüpft werden könnten.[115]

Ein nützlicher Nebeneffekt dieses rezeptorvermittelten
Ansatzes zum cell targetting ist, daû das Einschleusen der
Liposom-Nucleinsäure-Komplexe generell beschleunigt wird.
Allerdings verbleiben immer noch die anderen Probleme der
niedrigen Effizienz der Nucleinsäurebindung, der unzurei-
chenden Freisetzung aus den Endosomen und des ineffizien-
ten Transfers der Nucleinsäuren zum Zellkern. Das erste
Problem sollte sich leicht durch den Einbau von Polykationen
in die kationischen Liposomen lösen lassen. Zum Beispiel
wurden bereits polykationische Histonproteine zur Verstär-
kung der durch Lipofectin (Tabelle 1) vermittelten Genüber-
gabe eingesetzt.[116] In anderen Fällen erwiesen sich Poly-
kationen wie Lipopoly(l-lysin) (LPLL)[117] und Poly(l-lysin)
als wirksam,[118] und Polyamin-Dendrimere könnten hier
ebenfalls nützlich sein.[118, 119] Die verbleibenden Probleme
sind sehr wahrscheinlich ebenfalls lösbar; potentielle Lösun-
gen zeichnen sich bereits ab. Zum Beispiel berichteten Lyons
et al. vor einiger Zeit über ein Pentapeptid-Kernlokalisie-
rungssignal im Adenovirusprotein E1 a,[120] während Gott-
schalk et al. kürzlich von einem amphipathischen Peptid
berichteten, das endosomale Membranen aufbrechen
kann.[121] Beide Peptide könnten sich als nützliches Werkzeug
zur Verbesserung des durch kationische Liposomen vermit-
telten Nucleinsäuretransfers in die Zelle erweisen.

Zusätzlich zu den oben umrissenen Problemen werden sich
zweifellos weitere Probleme einstellen, je nach Zielort der in
vivo eingesetzten Liposom-Nucleinsäure-Komplexe. So hän-
gen mit der Verabreichung der Komplexe in Aerosolform in
der Lunge, wie sie bei der Gentherapie für cystische Fibrose
erwähnt wurde, gänzlich andere Probleme zusammen, als sie
bei einer systhemischen Veabreichung auftreten. Hierbei
könnte der Bedarf an längerer systemischer Zirkulationszeit
und der Vermeidung von Wechselwirkungen entweder mit
Plasmakomponenten[122] oder dem Komplementsystem[123] zur
Entwicklung der ¹Stealth-Liposomenª-Methode füh-
ren,[124, 125] bei der Einheiten wie Polyethylenglykol[126] oder
Gangliosid-GM1-Oligosaccharide[112] kovalent an die kationi-
schen Liposomen gebunden werden.

Es gibt offensichtlich viele Verbesserungsmöglichkeiten des
durch kationische Liposomen vermittelten Gentransports,
und beträchtliche Forschungsarbeit im Hinblick auf generelle
Modifizierungen wird zu leisten sein. Diese Vielzahl an
Möglichkeiten läût aber auch hoffen, daû kationische Lipo-

somen ihr Versprechen als Schlüsseltechnologie für die
Gentherapie beim Menschen einlösen werden, unabhängig
vom Krankheitstyp oder -ort. Daher bietet das Design, die
Synthese und das Testen von immer effizienteren Cytofecti-
nen und kationischen Liposomen hervorragende Möglichkei-
ten für Organiker und Physikochemiker, die Interesse an der
Arbeit im Grenzgebiet zwischen Medizin und Chemie haben.

Anhang: häufig verwendete Abkürzungen

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

CAT Chloramphenicolacetyltransferase
CEbA b-Alanincholesterylester 39
CTAP N15-Cholesteryloxycarbonyl-3,7,12-tri-

azapentadecan-1,15-diamin 19
DC-Chol 3b-[N-(N',N'-Dimethylaminoethyl)carb-

amoyl]cholesterin 14
DDAB Dimethyldioctadecylammonium-

bromid 12
Di-C14-amidin N-tert-Butyl-N'-tetradecyl-3-tetra-de-

cylaminopropionamidin 11
DMRIE 1,2-Dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-

(hydroxyethyl)ammoniumbromid 4
DOGS Dioctadecylamidoglycylspermin ´ 4 Tri-

fluoressigsäure 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 5

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 Trifluoressigsäure 22

GAP-DLRIE (�)-N-(3-Aminopropyl)-N,N-dimethyl-
2,3-bis(dodecyloxy)-1-propanammo-
niumbromid 8

l-PE Lysinylphosphatidylethanolamin 23 a
Lys-Pam2-GroPEtn Lysinyldipalmitoyl-l-a-phosphatidyl-

ethanolamin ´ 2 Trifluoressigsäure 23
RET Resonanzenergietransfer
14 Dea 2 Tetradecanoyl-N-(trimethylammonio-

acetyl)diethanolaminchlorid 10
2C12-l-Glu-ph-C2-N� O,O'-Didodecyl-N-[p-(2-trimethylam-

monioethyloxy)benzoyl]-l-glutamat 24
2C14-l-Glu-C2-N� O,O'-Ditetradecyl-N-(2-trimethyl-

ammonioethanoyl)-l-glutamat 25

Eingegangen am 7. April 1997 [A223]
Übersetzt von Dr. Frank Kastenholz, Köln
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