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Die oberflichenaktiven Eigenschaften kationischer Gemini-Tenside
werden zur Losung des komplexen Problems der Gentransfektion in
Zellen verwendet. Von nahezu 250 getesteten Substanzen, denen etwa
20 verschiedene Struktur-Typen zugrunde liegen, zeigten viele eine
gute In-vitro-Transfektionsaktivitit. Das Tensid bindet und kom-
primiert DNS wirkungsvoll. Strukturelle und rechnerische Unter-
suchungen liefern ein brauchbares Modell des geformten Lipoplexes.
Der Lipoplex kann durch die duf3eren Membranen verschiedener
Zelltypen dringen und so ins Cytoplasma gelangen. Die Freisetzung

aus dem Endosom — ein Schliisselschritt der Transfektion — konnte
durch Verdnderungen im Aggregationsverhalten des Lipoplexes bei
fallendem p H-Wert kontrolliert werden. Dies deutet auf ein Loslosen
der DNS aus dem Lipoplex vor dem Eintritt in den Zellkern hin, wo
das neue Gen mit hoher Effizienz exprimiert werden kann.
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1. Einfiihrung

Dieser Kurzaufsatz beschreibt eine
breite, interdisziplindre Untersuchung
von Gemini-Tensiden als Vektoren fiir
die In-vitro-Transfektion von Genen.
Hierin wird die erfolgreiche Koopera-
tion fiinf unabhingiger Gruppen aus
drei europdischen Lindern vorgestellt.'l Das Ziel ist die
Entwicklung synthetischer Vektoren fiir die Gentherapie,
welche in ihrer einfachsten Form die Einfithrung eines
fehlenden oder beschidigten Gens in den Zellkern voraus-
setzt. Die mogliche Unterstiitzung der Transfektion durch
einige kationische Tenside ist ebenso bekannt wie die her-
vorragenden oberflichenaktiven Eigenschaften der Gemini-
Tenside. Unsere Untersuchungen zeigen, dass Gemini-Ten-
side hédufig auch gute Transfektionseigenschaften haben.

1.1. Gemini-Tenside

Gemini-Tenside? sind eine relativ junge Klasse amphi-
philer Molekiile mit zwei Kopfgruppen und zwei aliphati-
schen Ketten, die durch einen starren®! oder flexiblen!*
Spacer verbunden sind (Abbildung 1). Anders als die ent-
sprechenden monovalenten Substanzen (nur eine Kette und
eine Kopfgruppe) verfiigen sie im Allgemeinen iiber wesent-
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Abbildung 1. Prinzipieller Aufbau von Gemini-Tensiden.
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lich hohere Oberflichenaktivitit — diese kann bis um das
Tausendfache erhoht sein.

Von groBlem Interesse sind die Gemini-Tenside daher fiir
biologische und insbesondere biomedizinische Anwendun-
gen, bei denen eine Optimierung des Vertriglichkeitsprofils
einer jeden Fremdsubstanz notwendig ist: Jede In-vivo-An-
wendung beginnt mit der Minimierung ihrer Konzentration.
Da offensichtlich ein gro3er 6konomischer Vorteil mit der
Verwendung kleinerer Mengen einhergeht, die trotzdem den
gleichen Effekt erzielen, ist in den letzten Jahren die Zahl der
Patente zur Anwendung von Gemini-Tensiden stark gestie-
gen.

1.2. Gentherapie und Transfektion

Die einfachste Form der Gentherapie ist der Ersatz eines
fehlenden oder defekten Gens im Zellkern. Einmal platziert,
kann es unter Verwendung der natiirlichen Zellablaufe die
zur Korrektur eines spezifischen, pathologischen Leidens
notigen Proteine produzieren. Ein Hauptproblem fiir die
routineméfige Anwendung der Gentherapie bei der Be-
handlung von Krankheiten ist die wirksame Einfiihrung von
DNS in den Zellkern (Transfektion). Dementsprechend
intensiv sind die Anstrengungen der Forschung auf diesem
Gebiet.8l

Gemeinhin” werden die Zell- und Zellkernwinde als die
entscheidenden Hindernisse auf dem Weg zu einer wirksa-
men Transfektion gesehen. Somit besteht ein grof3es Interesse
an der Entwicklung von Methoden, die es der DNS ermog-
lichen, diese Membranen zu durchqueren. Der wahrschein-
lich vielversprechendste Ansatz liegt in der chemischen und
biologischen Modifizierung oder Verpackung des genetischen

Tony Kirby studierte Chemie an der Univer-
sity of Cambridge, von der er 1962 auch sei-
nen Ph.D. erhielt. Anschlieflend verbrachte
er ein Jahr als Postdoc bei William P. Jencks
an der Brandeis University. Er war/ist Koor-
dinator von drei europdischen Netzwerken:
iiber katalytische Antikérper (1993—-1996),
Gemini-Tenside (1997-2001) und kiinstliche
Nucleasen (2000-2004). Im Oktober 2002
ging er als Professor der Bioorganischen
Chemie an der University of Cambridge in
Ruhestand und kann sich nun auf die For-
schung und einige neue Kooperationen, z. B.
mit Brasilien, konzentrieren.
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Materials. Die Einbindung therapeutischer DNS in kon-
struierte Virenl'>'? ist dafiir die momentan effizienteste
Methode. Diese Viren tragen als Erbeigenschaft eine Art
biologischen Schliissel, welcher ihnen den Weg durch die
verschiedenen Membranen in den Zellkern 6ffnet. Ihre DNS-
Tragerkapazitit ist jedoch begrenzt, und somit ist ihr thera-
peutischer Nutzen nicht unumstritten. Wegen unvorhersag-
barer Immunreaktionen der Viren und Sicherheitsbeden-
ken!'>'4l wurde die Suche nach alternativen Vektoren inten-
siviert.

2. Das Zufiihrungsproblem

Die Gentransfektion kann als besonderes Problem der
Wirkstoffzufiihrung gesehen werden. Sie ist typischerweise
von solchen Faktoren abhingig wie der Loslichkeit (die bei
ionisierenden Substanzen auch noch pH-abhingig ist), dem
Wirkstofftransport durch das System, der Uberlebensdauer
vor dem Metabolismus und von ihrer Fihigkeit, verschiedene
physikalische Barrieren zu durchdringen. Der zu befordernde
Wirkstoff ist jedoch in diesem Fall ein Stiick DNS, und der
ersehnte Erfolg wird ausschlieSlich durch das erfolgreiche
Durchdringen von Zell- und Zellkernmembranen bestimmt.
Diese Probleme sind schematisch in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2. Vereinfachte Darstellung der bei der Liposom-gestiitzten Transfekti-
on auftretenden Schliisselschritte (1-6; Einzelheiten siehe Text). Hierbei wird ein

Protein erhalten.

2.1. Stufen zur Transfektion und Proteinexpression

Der erste Schritt (1) ist die Komplexierung und die
Kompaktion des Nucleinsdurepolyanions durch das kationi-
sche Tensid (Abschnitt4.2). In Abwesenheit geeigneter
Vektoren wird kein signifikantes Mafl an Transfektion be-
obachtet. Im Detail wird diese Stufe spdter (Abschnitt 4.3)
unter Beriicksichtigung unserer neusten Ergebnisse erortert.
Demnach konnen Lipoplexe direkt aus Gemini-Tensiden mit
unterschiedlichen Arten von DNS (und RNS) noch unter den
kritischen Tensidaggregationskonzentrationen gebildet wer-
den.
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Der anfingliche Weg durch die Zellmembran, erméglicht
durch synthetische Tenside, verlduft vermutlich iber die
Endocytose (Abbildung 2), wie Zabner et al. bereits mithilfe
der Elektronenmikroskopie zeigten.! Teile der Plasmamem-
bran bilden eine Mulde, umschlieBen den Komplex und
schniiren sich dabei nach innen ab. Auf diese Weise kann der
DNS-Liposom-Komplex in die Zellmembran inkorporiert
werden. Die Membran schlie3t sich unter Bildung eines
Vesikels in ihrem Inneren (Schritt 2). Solche Vesikel konnen
sich zu Endosomen vereinigen (Schritt 3), welche bei stark
fallendem inneren pH-Wert zunehmend stérker hydrolisie-
rend wirken, bis sie letztlich mit Lysosomen verschmelzen.
Nur eine Fraktion der komplexierten DNS entkommt dem
Endosom, der Rest wird entweder im spiteren Endosom
verdaut oder nach der Vereinigung mit dem Lysosom.
(Lysosome enthalten starke Sdurehydrolasen — Nucleasen,
Peptidasen, Glycohydrolasen usw. — um eine wirksame
Wiederverwertung zu ermoglichen.) Die DNS im Liposom-
Komplex ist vor dem Abbau durch Nucleasen in gewissem
MafBe geschiitzt, wird aber schlieSlich doch abgebaut; es sei
denn, sie wird — in freier Form oder als Komplex mit dem
Vektor — vom Endosom freigesetzt. Dieser Schliisselschritt
(4) wird spiter ausgefiihrt (Abschnitt 4.4). Der Austritt der
DNS aus dem DNS-Liposom-Komplex findet vermutlich
wihrend oder vor diesem Stadium statt, da anscheinend nur
unkomplexierte DNS den Weg durch die Zellkernmembran
nehmen kann (Schritt 6), zumindest wenn man von unseren
Ergebnissen ausgeht (siche Abschnitt 3.2). Der Weg durch
die Zellkernmembran konkurriert mit der schnellen Zer-
setzung unkomplexierter DNS durch cytoplasmische Nucle-
asen (Schritt 5).

Die strategischen Ansitze, bei denen sich das Vektor-
Design erwartungsgeméfl bedeutend auf die Effektivitét der
Genzufiihrung auswirkt, sind also die Bildung des Lipoplexes,
sein Weg durch die Zellmembranen (Stufen 1 und 2, Abbil-
dung 2), und sein Austritt aus dem Endosom gefolgt von
seiner Dissoziation (Stufe 4). Diese Prozesse werden in
Abschnitt 4 beschrieben.

2.2. Grundlagen des Vektor-Designs

Die notwendige Voraussetzung eines guten Vektors liegt
in seiner Fihigkeit, die DNS ausreichend stark und schnell zu
komplexieren, direkt in die Zielzelle und eventuell den
Zellkern einzudringen, und, wenn notig, DNS aus dem
Lipoplex innerhalb der Zielzelle zur rechten Zeit am rechten
Ort freizusetzen. Um seiner Aufgabe gerecht zu werden,
sollte er zudem ungiftig, nicht immunogen und biologisch
abbaubar, aber trotzdem ausreichend stabil in biologischen
Flissigkeiten sein. Der erste und zugleich Schliisselschritt des
gesamten Prozesses (Schritt 1 in Abbildung 2) ist die Zusam-
menfiigung (Kompaktion) der verldngerten, negativ gelade-
nen DNS von groBer Molekiilmasse in ein dichtgedréngtes,
positiv geladenes (oder eventuell neutrales) Partikel, klein
genug um von der Zelle aufgenommen zu werden. Im
Allgemeinen erfordert dies chemische Spezies mit vielfiltiger
positiver Ladung, um die monovalenten Gegenionen der
DNS zu ersetzen. (Etwas so einfaches wie Calciumphosphat
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wurde bereits verwendet, seine Transfektionsaktivitit ist sehr
gering.['®))

Viele makromolekulare und supramolekulare Systeme
zum Tragen der positiven Ladung wurden entwickelt; hierzu
zéhlen kationische Polyelektrolyte (wie DEAE-Dextran,['”]
Polylysine,'®1°l  Polyethylenimin,? Polynorbonan®! und
Polyamindendrimere?>?¥). Von besonderen Interesse sind
supramolekulare Systeme, die amphiphile Aggregate, meis-
tens Liposome (oder Vesikel) bilden.[®! In 18 % aller klini-
schen Studien zur Gentherapie werden momentan syntheti-
sche kationische Tenside verwendet, und ihr Anteil steigt von
Jahr zu Jahr.4

Kationische Amphiphile konnen DNS durch eine Kom-
bination von anziehenden elektrostatischen und hydropho-
ben Wechselwirkungen zwischen den apolaren Kohlenwasser-
stoffketten zusammenfiigen und stabilisieren.?! Die DNS im
Aggregat (Lipoplex) ist vor endogenen Nucleasen geschiitzt,
wihrend die hydrophoben Anteile des Aggregats auch den
Austritt aus dem Endosom durch Verschmelzung oder
Aggregation mit der endosomalen Membran unterstiitzen
konnen.

Der Austritt aus dem Endosom scheint das grof3te Hin-
dernis der effektiven Transfektion mithilfe dieser multivalen-
ten, kationischen Vektoren zu sein, da im Allgemeinen nur
ein kleiner Teil der komprimierten DNS entweichen kann
(der Rest wird im Lysosom zersetzt). Unterschiedliche
Methoden zur Forderung des endosomalen Austritts wurden
entwickelt, insbesondere die Anwendung zusétzlicher ,,Hel-
ferlipide“ wie Dioleylphosphatidylethanolamin (DOPE),

DOPE O
O.
H3_|‘\_l/\/o‘ P\,O\)\/ _

00

welches die Morphologie des Lipoplexes im Endosom von
vesikuldr in invers-hexagonal und somit auch seine Wechsel-
wirkung mit der endosomalen Membran dndern kann. Die
Ubereinstimmungen dieser Strukturen und einigen der unten
beschriebenen Agentien deuten darauf hin, dass die geeig-
nete Verbindung beide Rollen spielen kann, ohne zusétzliche
Helferlipide zu benotigen.

3. Anwendung von Gemini-Tensiden

Wir haben eine neuartige Klasse von Transfektionsagen-
tien entwickelt, die sowohl den fiir die Bindung und Zusam-
menfaltung der DNS bendtigten kationischen Charakter als
auch die guten oberflichenaktiven Eigenschaften der Gemi-
ni-Tenside aufweisen.?*?1 Die Grundstruktur (Abbildung 1)
besteht aus einem zentralen Spacer mit identischen Paaren
langkettiger, hydrophober Enden und kationischer Kopf-
gruppen, abgeleitet von positiv geladen a-Aminoséduren und/
oder Amin-verbundenen Kohlenhydraten. Alle drei Substan-
zen basieren auf natiirlichen Metaboliten, um mdgliche
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Toxizitdtsprobleme zu minimalisieren. Das Design ermog-
licht eine enorme Bandbreite struktureller Variationen.

Die Grundstruktur bietet mehrere Moglichkeiten zur
Nutzung des Chelateffekts,® durch den mehrfache Bin-
dungswechselwirkungen zu hoheren Bindungskonstanten und
zu Synergieeffekten der Wechselwirkungen fiihren, die we-
sentlich grofler als die Summe der einzelnen Bindungswech-
selwirkungen sind. (Das allgemeine Prinzip ist in vielen
verschiedenen Systemen giiltig, angefangen bei Metallionen-
bindungen und intramolekularen Reaktionen bis hin zu
antibiotischer Aktivit#t.?%?1) Unsere prinzipielle Herange-
hensweise hat sich als erfolgreich erwiesen: Von ungefahr 250
neuen Substanzen mit dem in Abbildung 1 dargestellten
Grundgeriist weist die Mehrheit (Abbildung 3) gute bis sehr
gute Aktivitdt in den In-vitro-Transfektionsversuchen auf.
Deshalb besteht ein grofles Interesse an der Identifizierung
der zugrunde liegenden strukturellen, physikochemischen
sowie pharmakologischen Faktoren.

3.1. Strukturen

Angewandte
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T 40 |
Zahl der L B
Verbindungen
20 -
0

| 1l 11 v v
Transfektionsaktivitat
Abbildung 3. In-vitro-Transfektionsaktivititen aller hier vorgestellten

Substanzen. Die Aktivitdten sind in breite Bereiche eingeteilt, von |
(niedrig) bis V (sehr gut): Einzelheiten siehe Text.

Das Gemini-Design (Abbildung 1) fithrt zu einer PeplidCO\NH PH OH
fast unbegrenzten Kollektion potenzieller Struktu- k R e
r . S PeptidCO, /\/\NHCOR N\ OH OH

en, welche extensive Untersuchungen der Struktur- CONHR N o N
aktivitdt ermoglichen (ca. 20 verschiedene Struktur- ( CONHR N (C\Z)_"
Typen sind von uns synthetisiert und getestet wor- S’Y PeptdCO™ NI~ NHCOR /N oH OH
den). Hierbei sollen die fiir die Erlangung optimaler NH R N OH
Transfektionsaktivitit notwendigen charakteristi- Pep[idCOI OH OH
schen Eigenschaften identifiziert werden. Der zent- la 2a 3
rale Spacer kann von jedem beliebigen System mit RCONH
zweifacher Symmetrie abgeleitet werden, oder selbst s k PeptidCO . NN R RCOO__,CONH(Aminoalkyl)
. . ~" i -
durch Verkniipfung zweier ausgesuchter Molekiile CONHPeptid H N j/
synthetisiert werden. Um mogliche Toxizitédtsprob- CONHPeptid H N. RCOO” ™ CONH(Aminoalkyl)
. . v 1. . S . /N\/\/ R
leme so klein wie moéglich zu halten, basieren unsere PeptidCO
Strukturen auf natiirlich vorkommenden Unterein- RCONH 44 2b 4
heiten, sodass sie generell biologisch abbaubar sind )
(Fettsduren, a-Aminosiuren, Lipide und Kohlen- ~ PePdCOy - HO 0 NH,
hydrate). Systeme auf der Grundlagen von Kohlen- k RCOPeptidCOL A\ R)I\N NH
. . . . S~~"conH” CONHR N
hydraten sind besonders interessant fiir potenzielle H NH H o (CH,)
n

Zellangriffe. CONH.  CONHR H NH H O

Fiinf der zwanzig verschiedenen Systeme sind Y RCOPeptidCO” R\n/N v "NH
néiher. untersur:ht worden. (Scl}ema 1): Gemini—Vek.— . NH o o] S~ NH2
tor 1 ist von einem Cystein-Dimer,*! 2 von Spermi- PeptidCO 1 2 5

nen, 3 und 5 von einem einfachen symmetrischen
Diaminen und 4 von symmetrischen Dicarbonsiduren
abgeleitet. In den meisten Féllen bestehen die
polaren Kopfgruppen aus Oligopeptiden, die von
natiirlich vorkommenden a-Aminosiduren abgeleitet
sind, obwohl einige der effektivsten Transfektanten
durch Amine verbundene Kohlenhydrat-gestiitzte
Kopfgruppen haben. Die hydrophoben Enden stam-
men von natiirlichen Fettsduren. Einfache Verdanderungen in
der Verbindungsart fithren zu zwei oder mehreren Struktur-
Reihen in Abhéngigkeit vom jeweiligen Spacer. Diese kon-
nen durch Einbeziehung von Verzweigungen vervielfiltigt
werden, beispielsweise auf der Basis von a-Aminosduren wie
Lysin mit funktionellen Gruppen in der Seitenkette. Zukiinf-
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tige Entwicklungen beinhalten den Gebrauch von Kopf-
gruppen oder Spacern, die so angelegt sind, dass sie selektiv
an die Rezeptoren der Zelloberfliche binden, sowie die
Anderung von Strukturcharakteristika zur Steuerung der
Freisetzung des Gemini-DNS-Komplexes aus dem aus der
Endocytose hervorgehenden Endosom.

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Schema 1. Struktureller Aufbau der Hauptklassen der Gemini-Tenside mit ausgezeichneten
Gentransfektionseffektivititen. Im Allgemeinen reprisentiert R eine lange Kohlenwasser-
stoffkette (C,,~Cy3), in einigen Féllen auch ein Steroid. Verbindung 3 hat eine reduzierte
Glucose-Kopfgruppe: Varianten, bei denen zwei Methylengruppen im Spacer durch zwei
Sauerstoffatome ersetzt sind, zeigen eine besonders hohe Gentransfereffizienz.

1489



Angewandte

1490

3.2. Struktur-Aktivitdts-Beziehungen

Der Weg eines Gens von aufien in den Zellkern einer
bestimmten Zelle héngt von so vielen Variablen ab, dass
einfache Beziehungen zwischen Transfektionseffektivitdt und
Vektorstruktur nicht vorhergesehen werden konnen. Im
Allgemeinen werden bei experimentellen Forschungen ein-
fache Systeme bevorzugt. Es wird in vitro mit Zellarten,
welche leicht zu transfizieren sind, und mit genetischer
Kodierung von nicht natiirlichen und damit direkt zu erken-
nenden Proteinen gearbeitet. Die unter diesen Bedingungen
effektivsten Vektoren konnen dann mit anderen Systemen
getestet werden: Die Vielversprechendsten schaffen den
Sprung in die In-vivo-Testreihe. Die effektivsten In-vitro-
Vektoren der in Schemal zusammengefassten Gemini-
Strukturen haben gerade das In-vivo-Stadium erreicht.

Um eine wirksame Messung der Transfektionseffektivitit
durchfiihren zu konnen, wurde von uns ein Assay auf einer
96er-Titerplatte mit einem Luciferase-Reportergen entwi-
ckelt.B! Dieser Versuchsaufbau ist sowohl einfach als auch
empfindlich; nichttransfizierte tierische Zellen geben hierbei
kein Signal. Es konnen fiinf breit gefasste Transfektionsgrade
unterschieden werden, von Grad I (keine Aktivitdt) bis zu
Grad V (sehr aktiv). (Die beschriebene Aktivitit beruht bei
jeder Substanz auf mindestens acht parallelen Durchldufen.
Unsere biologischen Systeme sind schlechter reproduzierbar
als solche, die physikalisch arbeitenden Wissenschaftlern
bekannter sind. Die von unseren Gemini-Tensiden gelieferten
Aktivitdtsvergleiche in plasmider DNS basieren nach Ab-
wigung auf dieser groben Einteilung.) Um die Resultate mit
Laboratorien, welche Vektoren anderer Typen verwenden,
korrekt vergleichen zu konnen, fithren wir routinemifig ein
Kontrollexperiment mit dem kommerziellen, nichtviralen
Transfektionsagens Lipofectamine 2000/t parallel durch. Die-
ses Agens ist bei unseren Experimenten in der Mitte des
fiinften Aktivitdtsgrads der Transfektion einzuordnen.

Der herausragendste Effekt ist die erhebliche Aktivitéts-
zunahme, welche auf die gesamte Gemini-Tensid-Struktur
zuriickzufiihren ist. Systeme wie 6 mit Oligolysin-Kopfgrup-
pen mit einer oder mehreren e-Verbindungen (im Gegensatz
zu den natiirlichen Peptid-a-Verbindungen) gehdren zu den
aktivsten Transfektionsagentien ihres Typs (Schema?2, R=
Oleyl). Nahezu keine Aktivitét zeigt das Tensidmonomer 7.
Ahnlich ist es bei 6 (R = Methyl); diese Substanz ist durch die
fehlende lange aliphatische Kette nicht amphiphil. Anzumer-
ken ist, dass bei allen drei Substanzen die hydrophobe Kette
iiber ein Serinrest gebunden ist. Die wirksame Verldngerung
dieses Spacers wurde empirisch bei dem Versuch endeckt, die

€
Lys-Lys=Lys

NH o0
& N
S kn/ \E)I\CONHR
0 H
E o HO™ (OH e o OH
CONHR \ CONHR
S N S N
H H
NH o NH o

Lys—LysiLys/
6 7

/
Lys—LysiLys

Schema 2. Formeln der Verbindungen 6 und 7. R wie in Schema 1.
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Transfektionsaktivitit zu erhohen. In den meisten, jedoch
nicht allen Fillen, weisen jene Gemini-Reihen mit dem
Oleylrest die hochste Aktivitit auf.??

Das groBte Spektrum fiir Strukturdnderungen gibt es bei
den polaren Kopfgruppen (Schema1l). Von besonderem
Interesse sind dabei Sequenzen aus Oligopeptiden, die den
nuclearen Lokalisationssignalen (NLS) entsprechen und so
die Moglichkeit bieten, viel groBBere Molekiile durch Zell-
kernmembranen zu transportieren. Die typischen NLS-
Sequenzen haben unserer Erfahrung nach keine Vorteile
gegeniiber den besten, kiirzeren Peptidsequenzen in unseren
Systemen 2. Daraus ist zu schlieBen — zumindest fiir die
getesteten Systeme —, dass die Lipoplexe, welche am Anfang
des Entwicklungsprozesses beteiligt sind (Abbildung 2),
schon dissoziiert sind ehe die DNS (vermutlich selbststindig)
die Zellkernmembran durchdringt.

Wir konnten eine weitere, eindeutige Korrelation in der
auf Cystein basierenden Reihe 1la feststellen, wenn die
hydrophobe Kette R = Oleyl ist und die Peptid-Kopfgruppe
variiert wird. Als allgemeine Regel gilt, dass als basische a-
Aminosédure bevorzugt Lysin gegeniiber Histidin und Arginin
auftritt. Ebenso hat die Verwendung von Einheiten, die
langer sind als Tetrapeptide, keine Vorteile. Drei Lysinein-
heiten konnen auf fiinf verschiedene Arten an eine Amino-
sdure gekoppelt werden. Wir konnten eine starke Abhingig-
keit von dem Wesen der Verbindung und folglich der
Verteilung der positiven Ladung entlang der Trilysinkette
feststellen (Abbildung 4).

Es sollte hervorgehoben werden, dass solche gut definier-
ten Korrelationen eher die Ausnahme als die Regel sind,
selbst im Vergleich mit dhnlichen Strukturen. Ausgewihlte
Strukturen aus allen Hauptklassen der Gemini-Tenside
(Schema 1) unterstiitzen die Transfektion effektiv, doch eine
grof3e Bandbreite von Aktivitdten findet sich in allen Haupt-
klassen (Abbildung 3). Kleine Verdanderungen in der Struktur
konnen offensichtlich groBen FEinfluss auf die biologische
Aktivitdit nehmen. Substanz 8, auf der Grundlage von

25x10°% | —i‘
2x10° l
1.6x10° [
Luciferase- —|—
Aktivitat’ 6
1x1
cps 1l J—
5x10° i
!
0 r=—|.| 1.-] )
Lysslys oo £, nE £

Bindungstyp

Abbildung 4. Effekt der Variation der Trilysinverkniipfung; Daten von
Substanzen (z.B. 6) mit Oleyl-Seitenketten (Cy;). cps =Signale pro Se-
kunde.
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Cyclospermin mit der Kopfgruppe Lys-Lys-e-Lys-Ser, also mit
einer e-Verkniipfung der beiden inneren Lysineinheiten, ist
eine der aktivsten Gemini-Transfektanten, wohingegen die
entsprechende Struktur mit zwei e-verkniipften Lysinen (die
optimale Kombination in den Systemen la, wie in Abbil-
dung 4 angedeutet) zu den schwiichsten zihlt. Ahnlich verhlt
es sich bei Substanz 5 (RCO = Oleyl, n =6) mit Hexamethy-
lendiamin als Spacer. § hat eine hohe Transfektionsaktivitit,
wohingegen die gleiche Grundstruktur mit einer gesittigten
18-gliedrigen Kette inaktiv ist. Die allgemein (aber nicht
verdnderbaren) besseren Eigenschaften der Oleylreste ver-
leihen dem sonst inaktiven System mit n=4 eine gute
Aktivitidt (Klasse IV). Anzumerken ist, dass die Oleylketten
in natiirlichen, handelsiiblichen Aminen und Alkoholen eine
Mischung aus Isomeren mit einem cis/trans-Verhiltnis von
etwa 80:20 sind. Wir synthetisierten die Verbindungen la
(R=0Oleyl, Peptid=e-verkniipftes Trilysyl), das auf den
effektivsten Transfektionsagentien beruht, mit ausschlieBlich
cis- oder trans-stindigen Doppelbindungen. Wir konnten
keinen bemerkenswerten Unterschied in der Aktivitit gegen-
iiber verschiedenen Isomerengemischen nachweisen.

Die nicht iiberraschende, aber auch nicht hilfreiche
Erkldarung lautet wie folgt: Die komplexen Untersuchungs-
reihen einer Transfektion beziehen vielfiltige Wechselwir-
kungen ein, welche von den einzigartigen Kombinations-
effekten von Kopfgruppe, Spacer und hydrophobem Ende
eines bestimmten Vektors abhédngen. Klar definierte Verhalt-
nisse zwischen Struktur und Aktivitéit sind im Allgemeinen
nicht zu erwarten, aufler eventuell in jenen Reihen, die nur
minimale Verdnderungen in einem einzigen Strukturparame-
ter aufweisen. Von den verschiedenen Klassen der Gemini-
Tenside, die in Schema 1 zusammengefasst sind, zeigten jene
der Strukturen 3 mit den Kohlenhydrat-Kopfgruppen die
beste Aktivitdt, d.h., eine Vielzahl dieser Substanzen wies
eine sehr hohe Aktivitdt und der Rest zumindest noch eine
geringe Aktivitdt auf (Abbildung 5). Hohe Aktivitdt konnte
jedoch auch in einigen anderen an den Tests beteiligten
Reihen nachgewiesen werden.

Da Gemini-Tenside allgemein wesentlich effizientere
Transfektionsagenzien sind als die entsprechenden monome-
ren Strukturen, ist die Schliisselfrage nach einer moglichen
Verbesserung ihrer Effektivitdt durch die Erhohung der
strukturellen Multiplizitdt zu stellen. Wir haben keine all-
umfassende Antwort auf diese Frage, aber Tests an zwei
Substanzen, die auf der verlésslichsten Kohlenhydratstruktur
3 basieren, fielen entschieden negativ aus. Beide Substanzen,
9 und das korrespondierende System mit gesittigten Ci4-
Ketten, zeigten keine signifikanten Transfektionsaktivitit.
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Abbildung 5. Transfektionseffektivititen (fiir Luciferase-Expression in
CHO-Zellen) einer Reihe kationischer Gemini-Tensid-Vektoren im Ver-
gleich mit Lipofectamine 2000 (a). Die getesteten Tenside waren Glyco-
sylderivat 3 mit n=6 (b) sowie mit einem (CH,),0(CH,),0(CH,),-Spa-
cer anstelle von (CH,), (c). Die Resultate der entsprechenden Manno-
sylderivate werden durch (d) und (e) dargestellt. Gemini-Tensid-Kon-
zentrationen: jeweils 4, 8, 10, 20 und 30 puMm; cps=Signale pro Sekun-
de.

4. Struktur des Lipoplexes

Von den an der Transfektion beteiligten komplexen
Reihen von nicht kovalenten Wechselwirkungen kann nur
die erste, ndmlich die Bildung des Lipoplexes direkt unter-
sucht werden. Wir konnen die Stirke der DNS-Bindung
messen, und die Strukturen der von dem Tensid geformten
Aggregate in Gegenwart sowie Abwesenheit der DNS unter-
suchen. AnschlieBend wird versucht, diese Information mit
dem Transfektionsprozess zu verbinden und die Ergebnisse
anschliefend fiir das Design verbesserter Vektoren zu
verwenden.

4.1. DNS-Bindung und Transfektionsaktivitdt

Wir wissen, dass die Effektivitit von Transfektionen
iiblicherweise keine einfache Abhéngigkeit von der Bin-
dungsstiarke zwischen DNS und Amphiphil zeigt. Der an-
fangliche Bindungsvorgang muss stark genug sein, um den
Lipoplex schnell zu bilden und die folgenden Schritte durch
die verschiedenen Losungen und Membranen zu iiberleben.
Zudem muss er vermutlich bei oder nach dem Austritt aus
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Abbildung 6. Beziehung zwischen Transfektionseffektivitat und Stérke
der DNS-Bindung fiir 46 Gemini-Tenside mit der allgemeinen Struktur-
formel 1.

dem Endosom effektiv dissoziieren. Somit darf die Bindung
nicht zu stark sein. Eine Messreihe mit 46 Verbindungen mit
der allgemeinen Struktur 1 (Schema 1) ergab Resultate, die
diese Annahmen bestitigen (Abbildung 6). Die Bindungs-
konstanten mit dem Faktor 107 pro Basenpaar sind offen-
sichtlich fiir weniger wirksame Vektoren niedriger als fiir
wirksame Vektoren. Diese Korrelation von Effizienzverstar-
kung mit den Werten der Bindungskonstanten gilt nicht fiir
die effizientesten Transfektanten, was mit der Vorstellung
eines optimalen Bindungsgrads iibereinstimmt.**!

4.2. Aggregationszustinde

Zur Vervollstdndigung der Synthesebemiihungen und der
Transfektionsuntersuchungen wurde das Aggregationsverhal-
ten ausgesuchter Tenside mit physikalischen und rechneri-
schen Methoden untersucht. Obwohl Gemini-Tenside unter-
halb typischer Aggragationskonzentrationen Transfektions-
aktiv sind, muss ihr Aggregationsverhalten zumindest indi-
rekt fiir die Lipoplexbildung relevant sein. Das mithilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersuchte
Aggregationsverhalten zeigte generell keine offensichtliche
Korrelation mit der Transfektionseffektivitdt. Eine interes-
sante Ausnahme bildet eine Reihe von Verbindungen mit der
allgemeinen Struktur 1¢ (Schema 1). Die gesittigten Enden
(R=Dodecyl) dieser Substanzen sind durch einen Serinrest
mit dem auf Cystein basierenden Spacer verbunden; die
kurzen Kopfgruppen bestehen aus ein bis drei basischen -
Aminosduren. Fiinf Verbindungen mit dieser Struktur konn-
ten DNS gut binden, aber die beiden Substanzen mit einzel-
nen o-Aminosiduren als Kopfgruppe waren schlechte Trans-
fektanten. Anders als die drei hoch aktiven Verbindungen mit
den Di- oder Tripeptid-Kopfgruppen bilden diese beiden bei
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der Absorption aus Wasser auf das Kohlenstoff/Formvar-
beschichtete Netz charakteristische Fibrillenaggregate. Ty-
pisch verhalten sich hingegen die auf Weinsédure basierenden
Gemini-Transfektanten 4 mit durchschnittlicher Transfek-
tionseffektivitdt. Sie bildeten entweder verschiedene kurze
Bénder, welche zum Verdrillen neigen, oder iiberhaupt keine
Aggregate.”’)

Eine Circulardichroismus(CD)-Titration mit A-Phagen-
DNS zeigte fiir die gleiche Reihe von Verbindungen (4), dass
die Gemini-Tensid/DNS-Stochiometrie im Lipoplex durch
die Ladungskomplementaritit bestimmt ist.*] Eine detail-
liertere CD-Untersuchung lésst schlieen, dass die unmittel-
bare Hydrathiille um die Phosphatgruppen der Grundstruk-
tur bei der Komplexierung nicht bemerkenswert veréndert
wird.”l Leitfahigkeitsuntersuchungen zeigten, dass einige
dieser Substanzen sehr kleine kritische Aggregationskon-
zentrationen haben (0.24 molm~ oder noch kleiner).’" Die
Zusammenfiigung von DNS mithilfe kationischer Gemini-
Tenside (oder beliebigen anderen kationischen Tensiden)
beruht vermutlich auf einer anfinglichen Interaktion eines
kleinen Clusters von Tensidmolekiilen mit DNS (besonders
bei Substanzen mit einfach geladenen Kopfgruppen). Durch
weitere Wechselwirkungen, nun verstdrkt durch den verei-
nigten (Chelat)effekt elektrostatischer und hydrophober An-
ziehung, wird die Zusammenfiigung vorangetrieben. Dieser
Prozess ist abhéngig von einigen dhnlichen Faktoren wie die
Selbstassoziation und sollte darum bei einer kleinen kriti-
schen Aggregationskonzentration bevorzugt werden.

Die Wechselwirkung einer Reihe kationischer Gemini-
Tenside mit bakteriophager T4-DNS wurde durch Fluores-
zenzmikroskopie untersucht.?! Nach der Zugabe des Tensids
andert die DNS ihre Konfiguration: aus der ungeordneten
Knéuelkonfiguration bilden sich Kiigelchen. Beide Formen
koexistieren intermedidr. Das Verhalten des DNS-Gemini-
Tensid-Systems zu einem bestimmten Zeitpunkt héngt ab von
der Spacerlédnge, der Valenz, der Kopfgruppengrof3e und der
Schwanzldnge. FEine Reihe von einfachen Alkandiyl-
a,m-bis(dimethylalkylammoniumbromid)-Gemini-Tensiden
(Me,N(CH,),;NH(CH,),(CH,),NMe,, [12-s-12]) mit festen
Schwanzldngen und variablen Spacerldngen zeigte bei s =6
wegen der Konkurrenz zwischen Entropieverlust und En-
thalpiegewinn ein Minimum an Kompaktionseffizienz. Dieses
Minimum entspricht nahezu einem Maximum (s=35) der
kritischen Micellisierungskonzentration. Das Gemini-Aqui-
valent [12-3-12] konnte die DNS effizienter zusammenfiigen
als das einschwinzige zweiwertige Tensid [12-3-1]. Eine
Reihe von Gemini-Tensiden 5 auf der Basis kationischer
Peptide mit a,w-Diaminoalkylspacern verhielt sich bei ver-
anderter Spacerldnge &dhnlich. Zusitzlich zeigten zwei auf
Weinsdurediastereomeren basierende Tenside 4 mit Hexade-
cansdureresten sowie o,w-Diaminopropyl- und insbesondere
Spermidin-Kopfgruppen Effekte der Kopfgruppengrofen,
die hauptsichlich auf Entropieeffekten beruhten.B

Die ausfithrlichen Untersuchungen konzentrierten sich
auf Gemini-Tensid 3 (R = Oleyl, n=6), wegen seiner relativ
einfachen Molekiilstruktur und seiner guten Transfektions-
aktivitdt. Wird der pH-Wert auf <7 erniedrigt, vollzieht diese
Substanz einen Protonen-induzierten Ubergang von einem
Vesikel zu einer Micelle. Dieses Verhalten wurde mithilfe der
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Tabelle 1: Molekulare Abmessungen und Packungen, die durch SAXS-Experimente erhalten wurden.

Verbindung Aktivitat vorhergesagte best. Zuordnung/ best. Zuordnung/
(R, Kopfgruppe) Linge [A] freies Tensid Lipoplex

4 (Cy5Hs;, 3-Aminopropyl) I 24: 29 A lam., d=53 A lam., d=64-65 A
4 (Cy5Hs;, Lysinamid) n 26:31A lam., d=57 A >, d=61A

5 (Dodecyl, n=2) | 19: 23 A lam., d=36 A lam., d=45 A

5 (Oleyl, n=4) 1% 25:30A lam., d=46 A lam., d=52-55 A
5 (Oleyl, n=6) Vv 25:30A lam., d=45 A lam., d=52 A

5 (Dodecyl, n=8) I 25:30A lam., d=44 A lam., d=51-54 A
3 (R=Oleyl, n=6) IV/V 26:30 A lam., d=49 A aus. lam., d=59 A
pH=7.0 kd. lam., d=57 A
pH=6.5 kd. lam., d=55 A
pH=5.5 hex., a=58 A

[a] Anzahl von Atomen: veranschlagte Maximallinge des Molekiils in seiner ausgedehnten Konformation. lam.=lamellar; aus.=ausgedehnt;
kd. =kondensiert; hex. =hexagonal; d =Abstand der Lamellen; a=Abstand der hexagonalen oder siulenférmigen Anordnung; SAXS =Réntgen-

Kleinwinkelstreuung.

Abbildung 7. Molekiildynamik-Simulation fiir das neutrale Gemini-Ten-
sid 3 (R=Oleyl, n=6) in Wasser.

Self-Consistent-Field(SCF)-Theorie nidher untersucht und
konnte mit signifikanter Protonierung der beiden Aminzent-
ren in Verbindung mit der flexiblen Kohlenhydrat-Kopf-
gruppe erklirt werden.’”! Eine Molekiildynamik-Simulation
auf hohem Niveau fiir das neutrale Tensid (Abbildung 7) wies
eine 46 A dicke Doppelschicht mit bemerkenswerter Verzah-
nung der Alkylketten auf. Die Dimension der Doppelschicht
sowie der Grad der Verzahnung sind identisch mit jenen, die
mit Rontgen-Kleinwinkelstreuung (SAXS) erhalten wurden
(Abschnitt 4.3).57

Die Morphologie der Aggregate, die von den Substanzen
der allgemeinen Struktur 5 gebildet werden, und deren
Komplexe mit A-Phagen-DNS sind zusitzlich durch Trans-
mission- und Kryo-Rasterelektronenmikroskopie (TEM und
Kryo-SEM) untersucht worden.
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4.3. SAXS-Untersuchungen ausgewdhlter Gemini-Tenside und
Lipoplexe

Ausgewihlte Gemini-Tenside wurden in Form von kon-
zentrierten Dispersionen und als Lipoplex, gebildet mit
Lachssperma-DNS*! untersucht.®®! Alle untersuchten Di-
spersionen zeigten zumindest eine gewisse Fernordnung, die
sich bei der Addition von DNS verinderte, obwohl die
Diffraktionssignale oft breit waren. Diffraktionssignale ho-
herer Ordnung wurden in einigen Féllen beobachtet. Durch
Diffraktionssignale hoherer Ordnung und/oder durch Korre-
lation der Dimension ausgedehnter Molekiilstrukturen, er-
halten aus Molecular Modeling mit dem Programm Quanta/
Charm oder durch Schitzen aus Kalotten-Modellen, wurden
Packungszuordnungen getroffen. Ausgewihlte Ergebnisse
sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Die Resultate der meisten auf Weinsduren und Lysin
basierenden Tenside gehen mit lamellaren, durch DNS-
Bindung vergroferten Packungen einher. Bei einer detail-
lierten Untersuchung der aktivsten Substanz dieses Struktur-
Typs (5, RCO =0O0leyl, n=06) konnte der temperaturabhin-
gige Ubergang zwischen ausgedehnten und kondensierten
lamellaren Phasen gezeigt werden.

Die Struktur des Lipoplexes, des aus der DNS und dem
Kohlenhydrat-gestiitzten kationischen Gemini-Tensid 3 (R =
Oleyl, n=6) gebildet wird und eine ausgezeichnete Trans-
fektionseffektivitat hat, wurde bei verschiedenen pH-Werten
im Bereich von 8.8-3.0 mithilfe der SAXS und Kryo-Trans-
missionselektronenmikroskopie (Kryo-TEM) untersucht.
FEinzigartig war das Auftreten dreier genau definierter
Morphologien des Lipoplexes bei der pH-Wert-Erniedrigung
(Abbildung 8): einer lamellaren Phase (bei pH 8.80-7.97),
deren Dimensionen mit den Resultaten der beschriebenen
Molekiildynamik-Simulation iibereinstimmten,” einer kon-
densierten lamellaren Phase (bei pH 7.49-6.00) und einer
invers-hexagonalen (Hj;) sdulenférmige Phase (bei pH 5.75-

[*] Diese Experimente zur Réntgen-Kleinwinkelstreuung wurden an der
Niederldndisch-Belgischen Beamline (DUBBLE) am ESRF in Gre-
noble, Frankreich, mit finanzieller Unterstiitzung des Niederlindi-
schen Forschungsrats (NWO) durchgefiihrt.
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Abbildung 8. Kalotten-Modell von Aggregaten von 3 und DNS auf der Grundlage der
durch SAXS/EM-Untersuchungen abgeleiteten Morphologie und Symmetrie: a) freie
=48.7 A; b) anfingliche lamellare Phase des Lipoplexes, d2=759.8 A;

c) saulenférmige H,-Struktur des Lipoplexes, a=57.8 A. Farbenkodierung: griin:
Alkylenden, rot: Kohlenhydrat-Kopfgruppen, blau und pink: entgegengesetzte DNS-

Vesikel, d1

Strénge.

3.81). Molecular Modeling lisst auf eine Korrelation zwischen
den beobachteten Lipoplex-Morphologien und dem physika-
lischem Verhalten sowie auf spezifische strukturbedingte
Eigenschaften des Tensids schlieBen.

Nach diesen Ergebnissen sollen zukiinftig Tenside Spacer
mit sechs Methylengruppen als einen Schliisselfaktor enthal-
ten. Weitere Schliisselfaktoren sind zwei Stickstoffatome, die
im physiologischen pH-Bereich protoniert werden konnen,
zwei Alkenylreste und hydrophile Kohlenhydrat-Kopfgrup-
pen. Unter der Annahme, dass der Transfektionsmechanis-
mus durch synthetische kationische Tenside iiber die Endo-
cytose verlduft, schlagen wir vor, dass die Effektivitit der
Gemini-Tenside 3 (R =Oleyl, n=6) als Geniibertriger mit
der zuvor nicht beobachteten pH-abhéngigen Bildung der
invers-hexagonalen Phase des Lipoplexes im endosomalen
pH-Bereich erkliart werden kann. Dieser Morphologiewech-
sel konnte zu einer Destabilisierung des Endosoms durch
Verschmelzung des Lipoplexes mit der endosomalen Mem-
bran fithren und mit dem Austritt der DNS in das Cytoplasma
enden.

Wir nehmen an, dass die Sdure-induzierte Morphologie-
dnderung des von 3 (R = Oleyl, n = 6) und Lachssperma-DNS
geformten Lipoplexes von kondensiert lamellar zu hexagonal
durch eine enge Anbindung von meist doppelt protonierten
Tensidmolekiilen mit den DNS-Phosphatgruppen angetrie-
ben wird. Die nachgewiesene, gleichzeitige Zunahme des pH-
Werts kann durch Exposition jener unprotonierten Amin-
gruppen, die anfianglich in den kondensierten Doppelschich-
ten enthalten waren, und anschlieende Protonierung erklért
werden. In fritheren Untersuchungen dieser Gemini-Tensi-
del:¥! wurde ein Protonen-induzierter Ubergang von Vesi-
keln zu Micellen beschrieben und mit der signifikanten
Protonierung des zweiten Aminzentrums erklért. Dies wiirde
zu einem hoheren Mafl an Gegenionassoziation und zu
erhohter Hydratation fiihren und in einer VergroSerung der
Kopfgruppe enden. Demnach ist die Bildung von Micellen
gegeniiber der Doppelschichtbildung gemaf3 dem Formstruk-
turkonzept bevorzugt.%

Der hier beobachtete Ubergang von einer lamellaren zu
einer invers-hexagonalen Phase fiir den aus 3 (R =Oleyl, n =
6) geformten Lipoplex, erfordert eine Verkleinerung der
Kopfgruppe. Dies ldsst sich logisch mit einer starken Assozia-
tion zwischen den doppelt geladenen Kopfgruppen von 3
(R =Oleyl, n =6) und Phosphatresten der DNS erkléiren. Es
fiihrt zu a) ortlicher Ladungsneutralisation und b) Dehydra-
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tation von Phosphat- sowie Kopfgruppe, was in
einer wirksamen Abnahme der Kopfgruppengro-
Be resultiert. Der Morphologiewechsel bei
pH 5.45 geht mit einem pK,-Wert in der Vesikel
fiir 3 (R=0leyl, n=06) in der Nihe dieses pH-
Werts einher. Folglich schlagen wir vor, dass die
DNS als Templat fiir die sdulenférmige H;;-Phase
anzusehen ist. Dies ist ein Resultat spezifischer
Assoziation von Phosphatgruppenpaaren mit
doppelt geladenen Gemini-Tensiden im Gegen-
satz zu der atmosphérischen DNS-Assoziation
mit den einfach geladenen Spezies, die in den
lamellaren Phasen beobachtet werden. Der Li-
poplex von 3 (R=CHs;,, n=06), das gesittigte
Analog zu 3 (R=0Oleyl, n=06), vollziecht keinen pH-indu-
zierten Morphologiewechsel. Es zeigt etwas schlechtere, aber
dennoch gute Transfektionsaktivitit (Klasse IV).

4.4. Austritt aus dem Endosom

Es wurde vorgeschlagen, dass der von synthetischen
Tensiden unterstiitzte DNS-Austritt aus dem Endosom zu-
mindest in einigen Fillen von der Bildung einer fusogenen,
invers-hexagonalen Phase abhingt.*l Diese Phase kann
durch die Form des kationischen Tensidmolekiils,* eines
Helferlipids®! oder durch die Wechselwirkung des Lipople-
xes mit anionischen Lipiden™ induziert werden. Die pH-
induzierte Bildung einer Hy-Phase des Lipoplexes aus 3 (R =
Oleyl, n=6) und DNS im endosomalen pH-Bereich, wie sie
mit den beschriebenen SAXS- und Kryo-TEM-Untersuchun-
gen nachgewiesen wurde, konnte die Verschmelzung des
Lipoplexes mit der endosomalen Membran erleichtern. Die
Verschmelzung ist ein wichtigen Schritt auf dem Weg zu
Freisetzung der DNS in das Cytoplasma.

Der Nachweis der pH-induzierten und DNS-bestimmten
Bildung der hexagonalen Phase des Lipoplexes veranlasste
uns, einen detaillierten Mechanismus fiir die Transfektion
durch 3 (R = Oleyl, n =6) vorzuschlagen (Abbildung 9). Der

Endocytose a % E i i %
=
A mﬂmmnﬁ%u%ﬁmmm
® g | MR
mo ? 5 3&% ‘\*uf
Endosom %ﬂy %L%;)‘Wﬁhﬂ»
\ mumumuumuuﬂumummw

Abbildung 9. Mechanismus-Vorschlag fiir die Transkription durch 3
(R=Oleyl, n=6), adaptiert nach Xu und Szoka.l**!l WeiRe Kopfgruppen
stehen fiir zwitterionische/anionische Membranteile, schwarze fiir kat-
ionische Gemini-Tenside. A: Anfang der Endocytose des Lipoplexes an
der Zellmembran; B: Bildung einer DNS-gestiitzten fusogenen hexago-
nalen Phase bei niedrigem pH-Wert, der den Austritt aus dem Endo-
som erméglicht. (Die Box ist ein Ausschnitt aus Abbildung 2.)
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anfiangliche Weg durch die Zellmembranen verlduft vermut-
lich iiber eine Endocytose (Abbildung 2).[44]

Es ist auBerordentlich bedeutsam fiir den Transfektions-
mechanismus, dass solch fundamentale Morphologieveridn-
derungen des Lipoplexes einfach beim Aufeinandertreffen
mit anionischen Membranen auftreten. Trotzdem stellt sich
die Frage, warum sie nicht auftreten, wenn der Lipoplex mit
der Zelle oder, zumindest anfinglich, mit der endosomalen
Membran wechselwirkt. Wir vermuten, dass der auslosende
Faktor fiir den DNS-Austritt aus dem Endosom der allméh-
lich fallende pH-Wert ist, dem diese Organelle nach der
Bildung ausgesetzt ist.] Unsere Entdeckung, dass die Hy-
Phase von unverfdlschten, kationischen Lipiden einfach
durch pH-Wert-Erniedrigung gebildet werden kann, ist fiir
den Transfektionsmechanismus entscheidend, da es eine
verniinftige Erklarung liefert, warum der Austritt aus dem
Endosom unter diesen Umsténden erfolgt.

5. Zusammenfassung und Ausblick

1. Mit der Gemini-Tensid-Struktur, wie sie bei einer Vielzahl
von Systemen auf der Grundlage kationischer Kopfgrup-
pen vorliegt, ist ein starker Zuwachs an Substanzen zu
verzeichnen, die eine ausgezeichnete Transfektionsaktivi-
téit bei vielen Zelltypen zeigen. Neuere (unverdffentlich-
te) Untersuchungen haben die Ausweitung des Transfek-
tionsprozesses auf Oligoribonucleotiden und einige Zell-
linien ermoglicht, welche normalerweise nur schwer zu
transfizieren sind. Diese Gemini-Tenside sind im All-
gemeinen kaum toxisch und haben eine Transfektions-
effektivitidt von mehr als 90 %.

2. Diese Substanzen binden stark an die DNS. Es gibt
Hinweise, die die logische Schlussfolgerung stiitzen, dass
die Bindungsstiarke ein Optimum durchléuft.

3. Es wird angenommen, dass sich die Bindung zur DNS auf
grofle elektrostatische Beitrdge stiitzt. Der Abstand
zwischen den beiden NH'-Zentren der wirksamsten
Transfektanten 3 (R =Oleyl, n=6) und 1a (R=0Oleyl,
Peptid = e-verkniipftes Trilysyl) aus zwei der interessan-
testen Gemini-Reihen ist mit ungefihr 10 A sehr dhnlich.
Dieser Abstand zwischen den NH*-Gruppen ergédnzt den
Abstand der anionischen Phosphordiestergruppen auf
jeder Seite der kleineren DNS-Furche.

4. Die a-NH*-Gruppen von 1a (R =Oleyl, Peptid =e-ver-
kniipftes Trilysyl) und 3 (R=0Oleyl, n=6) haben kleine
pK,-Werte (etwa 7.5 gegeniiber 5.8 und 8.3 in freier
Losung), wesentlich kleinere als jene von e-NH*-Grup-
pen; Letztere werden bei jedem beliebigen pH-Wert
vollstidndig protoniert.

5. Es wird angenommen, dass der Schliissel zu der auBer-
gewohnlichen Effizienz von 3 (R =Oleyl, n=6) bei der
Gentransfektion auf seiner Fihigkeit beruht, einen la-
mellaren Lipoplex zu bilden, der bei kritischem pH-Wert
im Endosom in die fusogene, invers-hexagonale Phase
ibergeht. a) Der Abstand der NH*-Zentren erméglicht es
der DNS, die Morphologie des Komplexes als fusogene
sdulenférmige Hj-Phase vorzugeben. b) Das zweite der
beiden Aminstickstoffatome in der Kopfgruppe hat in der

Angew. Chem. 2003, 115, 1486 —1496

www.angewandte.de

Angewandte

Vesikel ein pK,-Wert, der etwa dem pH-Wert im Endo-
som entspricht; die Protonierung diese Aminstickstoff-
atoms ruft einen Morphologiewechsel bei einem kriti-
schem pH-Wert hervor. ¢) Die ungesittigten Alkylketten
in 3 reduzieren T, (T,=die Temperatur, bei der sich die
Gelphase in die Flussigkristallphase umwandelt) auch
unterhalb von physiologischen Temperaturen, wodurch
die Empfindlichkeit der Aggregate fiir einen Morpholo-
giewechsel erhoht wird. d) Die hydrophilen Kohlenhyd-
rat-Kopfgruppen erhohen die Wasserloslichkeit ohne
jedoch die ortlichen Ammoniumphosphat-Wechselwir-
kungen zu hemmen.

6. Letztlich konnen Gemini-Tenside auch andere Arten
biologischer Aktivitit erwarten lassen. Beispielsweise
haben viele kationische Tenside bakterizide Eigenschaf-
ten, und auch eine Gruppe von Gemini-Tensiden 2a
(Schema 2) auf der Grundlage von Spermin mit Gallen-
sdure als hydrophobem Rest hat sich als sehr effektiv
gegen eine Reihe von Bakterienstimmen erwiesen.[*!

Die Erkenntnisse aus dieser Arbeit geben potenzielle
Richtlinien fiir Tensid- und Polymer-Design vor. Sie unter-
streichen die Notwendigkeit, die Aufmerksamkeit nicht nur
auf die Freisetzung der DNS aus dem Lipoplex (z.B. beim
Gebrauch von Tensiden mit chemisch labilen Gruppen) zu
richten, sondern auch auf mégliche morphologische Ande-
rungen, die in der Zelle unter kritischen Bedingungen wie
einer pH-Wert-Anderung ablaufen. Natiirlich handelt es sich
hier um komplexe Systeme, doch werden moglicherweise aus
der Arbeit mit einfachen Modellen in vitro Regeln abzuleiten
sein. Diese Uberzeugung ist weit verbreitet, wie Hunderte
von jdhrlich erscheinenden Patenten zeigen, die die Anwen-
dung kationischer Liposomen zur Gentransfektion beschrei-
ben. Viele dieser Arbeiten befassen sich nur mit dem Anfang
der Geschichte, da Beziehungen zwischen der Struktur und
der Aktivitdt in vivo und in vitro nicht unbedingt gleich
sind.k 1l

Diese Arbeit ist ein Beitrag des Europiischen Netzwerks fiir
Gemini-Tenside und wurde unterstiitzt von der Europdischen
Kommission als Teil ihres Programms fiir Ausbildung und
Mobilitit von Forschern (TMR-Programm).
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