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4 Vorbemerkung 

Die Forschungstätigkeiten im Rahmen der Habilitation werden in kumulativer Weise 

präsentiert. Die ausgewählten Publikationen, welche in die vorliegende Arbeit einflossen, 

werden als Anlagen angehängt um dem Leser einen vollständigen Überblick zu liefern. Die 

beigefügten Arbeiten enthalten die experimentellen Daten sowie eine ausführliche Diskussion 

der resultierenden Ergebnisse. In dieser Arbeit werden, unter Verweis auf die jeweils 

relevante(n) Publikation(en), die wesentlichen Fragestellungen und Resultate kurz dargestellt 

und diskutiert. Dabei wird das vorliegende Verzeichnis als eigenes Referenzverzeichnis 

genutzt. Im Haupttext wird auf den jeweiligen Artikel mit fetten Buchstaben hingewiesen: 

Bsp. Artikel 1. Die folgenden Artikel befinden sich im Anhang dieser Arbeit. Auf das 

Einfügen der jeweiligen Supporting Information der jeweiligen Artikel wurde verzichtet, um 

den Umfang dieser Schrift im Rahmen zu halten. 

Referenzverzeichnis der dieser Habilitationsschrift zu Grunde 
liegenden Veröffentlichungen:  
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5 Einführung in das Thema 

Amphiphile Moleküle sind hinsichtlich ihrer Struktur in einen hydrophilen und lipophilen 

Bereich polarisiert. Sie sind essentielle Hilfsstoffe in der pharmazeutischen Technologie um 

Arzneiformen zu formulieren. Die Anwendungen sind vielfältig, wobei der Einsatz als 

Emulgator, Konservierungsmittel, Netzmittel und strukturgebender Bestandteil in halbfesten 

Zubereitungen als wesentliche Beispiele zu nennen sind (Lippold et al., 2017). Eine 

wesentliche Eigenschaft von amphiphilen Molekülen ist die Anlagerung an Grenzflächen und 

das Bestreben Molekül-Assoziate auszubilden. 

Die Anlagerung der amphiphilen Moleküle an Grenzflächen führt zu verschiedenen 

Anwendungen. Durch Anlagerung an der Grenzfläche zwischen zwei nicht-mischbaren 

Flüssigkeiten wird die Grenzflächenspannung zwischen diesen herabgesetzt. Dieses 

Phänomen wird für die Stabilisierung von Emulsionen (Öl-in-Wasser oder Wasser-in-Öl) 

ausgenutzt. Die dafür verwendeten amphiphilen Hilfsstoffe werden auch als Emulgatoren 

bezeichnet. Die Anlagerung an die Luft/Wasser-Grenzfläche und die damit verbundene 

Herabsetzung der Oberflächenspannung von Flüssigkeiten wird z.B. für die Modifizierung der 

Benetzung von Feststoffen ausgenutzt. Auch die Anlagerung an die fest/flüssig-Grenzfläche 

wird für die Stabilisierung von Suspensionen ausgenutzt (Lippold et al., 2017). 

Eine Besonderheit ist die erwähnte Ausbildung von Molekülassoziaten durch Selbst-

organisation, welche kolloid-disperse und grob-disperse Systeme bilden können. Auch die 

Ausbildung lyotroper Flüssigkristalle resultiert aus dieser Eigenschaft. Welche Form der 

Assoziatbildung stattfindet ist von diversen Parametern abhängig: der Art des Lösungsmittels, 

der chemischen Natur und der Konzentration der Amphiphile, dem pH-Wert, sowie der Art 

und Konzentration der Elektrolyte im Dispersionsmedium; um nur einige Faktoren zu nennen. 

Zielführend soll an diesem Punkt auf zwei wesentliche Kolloid-Assoziate von amphiphilen 

Verbindungen eingegangen werden, welche in der pharmazeutischen Technologie eine 

wichtige Rolle einnehmen. Als erstes sind die Mizellen zu nennen. Mizellen sind kolloidale 

Molekül-Assoziate, welche sich spontan aus Amphiphilen in Lösung bilden. Die treibende 

Kraft für diese spontane Assoziation ist der hydrophobe Effekt, wodurch lipophile 

Molekülteile im Inneren der Mizellstruktur abgeschirmt werden. Abb. 1 veranschaulicht die 

Struktur einer Kugelmizelle, wobei auch erwähnt werden muss, dass andere Mizellgeometrien 

ebenfalls existieren (Hashidzume und Harada, 2015). Der Begriff Mizelle für 
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Assoziationskolloide wurde Anfang des 20. Jahrhunderts von MCBAIN geprägt (Dörfler, 

2002). Mizell-Assoziate sind thermodynamisch stabil. Die Selbstassoziation erfolgt oberhalb 

der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) (Williams et al., 1955) und der kritischen 

Mizellbildungstemperatur (CMT) (Flockhart, 1961; Bang et al., 2004). Unterhalb der CMC 

liegen mizellbildende Amphiphile gelöst vor und unterhalb der CMT kristallisieren diese aus 

und bilden trübe Suspensionen. Zu den Assoziationskolloiden können auch Liposomen 

gerechnet werden, solange sie den Größenbereich von ca. 500 nm nicht überschreiten, wobei 

diese Grenze nicht genau definiert ist. Diese Form der Selbst-Assoziate kann aber auch den 

kolloidalen Größenbereich überschreiten. Liposomen sind Lipidaggregate, welche 1964 

erstmals von BANGHAM beschrieben wurden (Bangham und Horne, 1964). Der Begriff 

Liposom wurde 1968 von SESSA und WEISSMANN geprägt (Sessa und Weissmann, 1968). 

Diese vesikulären Molekül-Assoziate bestehen aus einer oder mehreren Lipiddoppelschichten, 

welche ein wässriges Kompartiment vom wässrigen Dispersionsmittel abgrenzen (siehe Abb. 

1). Je nach Größe der Vesikel und Anzahl der Lipiddoppelschichten unterscheidet man 

zwischen (Hope et al., 1986): 

 kleinen unilamellaren Vesikeln (SUV) – eine Lipiddoppelschicht, ø < 100 nm, 

 großen unilamellaren Vesikeln (LUV) – eine Lipiddoppelschicht, ø > 100 nm, 

 multilamellaren Vesikeln (MLV) – mehrere Lipiddoppelschichten, welche von einer 

wässrigen Schicht separiert sind. 

Die Grenze zwischen LUV und SUV ist jedoch als fließend anzusehen, so findet man in der 

Literatur auch andere Grenzwerte als 100 nm (Prokopovich, 2016). 

 

Abb. 1 – Schematische Gegenüberstellung von Mizellen und Liposomen. 
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In höheren Konzentrationen bilden Amphiphile durch Selbstorganisation Überstrukturen im 

Lösungsmittel aus, sogenannte flüssigkristalline Phasen. Da diese Strukturbildungen von 

amphiphilen Molekülen in einem Lösungsmittel stattfinden, werden diese auch als lyotrope 

Flüssigkristalle bezeichnet. Flüssigkristalle haben sowohl Eigenschaften von Feststoffen als 

auch von Flüssigkeiten. Sie bewegen sich demnach zwischen diesen beiden Aggregats-

zuständen und werden deshalb auch als Mesophasen bezeichnet. Im Folgenden soll ein kurzer 

Einblick in die Strukturvielfalt lyotroper Mesophasen gegeben werden, da dieses Verständnis 

für das Lesen der vorliegenden Arbeit von Bedeutung ist. Dabei soll die anerkannte erweiterte 

Nomenklatur basierend auf LUZZATI angewendet werden (Abb. 2) (Marsh, 2013; Luzzati et 

al., 1968a; Luzzati et al., 1968b): 

Nach der Geometrie der Assoziatstrukturen und ihrer Fernordnung unterscheidet man in: 

 L – lamellar, 

 P – „rippled“, als „gewellt“ zu übersetzen, 

 H – hexagonal, 

 Q – kubisch (Auch hier können verschiedene kubische Phasen durch Abkürzungen 

chiffriert werden: G – Gyroid, D – Diamant, P – Primitiv. Dennoch wird hier häufig 

die kristallographische Bezeichnung aus Kombination der Abkürzungen für das 

BRAVAIS-Gitter und der HERMANN-MAUGUIN-Symbolik verwendet: Ia3d = G, Pn3m = 

D, Im3m = P, siehe Abb. 2) (Tschierske, 2013)  

Über die tiefgestellten Indizes in griechischen oder lateinischen Buchstaben erhält man die 

Informationen über die geometrische Anordnung der Alkylketten: 

 α – ungeordnet flüssigartig, 

 β – teilweise geordnet gelartig, ungeneigt, 

 β´ – teilweise geordnet gelartig, geneigt, 

 c – kristallin. 

Die folgenden tiefgestellten Indizes kennzeichnen das Phasenverhalten: 

 I – normale Phase und 

 II – inverse Phase.  
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Abb. 2 – Gängige lyotrope Mesophasen. Die ausgewählten Beispiele der kubischen Strukturen sind zur 
Differenzierung nicht mit Q gekennzeichnet sondern anhand des BRAVAIS-Gitters (primitiv – P; innenzentriert – 
I; und allseitig flächenzentriert – F) unter Anwendung der HERMANN-MAUGUIN-Symbolik zur Beschreibung von 
Symmetrieelementen und Symmetriegruppen (Koynova und Tenchov). 

Einen wesentlichen Einfluss auf die Art der Molekül-Assoziate, welche von Amphiphilen 

gebildet werden, hat ihre Molekülgeometrie. Der Zusammenhang zwischen Molekülform und 

Assoziationsverhalten wurde 1976 erstmals ausführlich von ISRAELACHVILI beschrieben und 

ist in Abb. 3 dargestellt (Israelachvili et al., 1976). Als Maß für die Molekülgeometrie des 

Amphiphils dient hierbei der kritische Packungsparameter (P), welcher nach Gleichung 1 

berechnet wird (Israelachvili, 2011): 
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Gleichung 1: 
 

𝑃 =
𝑉஼

𝐴௄ீ × 𝑙஼
 

          P = kritischer Packungsparameter 
          VC = Volumen der Kohlenwasserstoffkette 
          AKG = laterale Fläche der Kopfgruppe 
          lC = Länge der Kohlenwasserstoffkette 

 

Der Zusammenhang zwischen P und der bevorzugten Assoziatstruktur ist in Abb. 3 

veranschaulicht. So bilden Amphiphile mit P < 1/3 (kegelförmige Molekülgeometrie) 

sphärische Mizellen. Nimmt P jedoch Werte 

zwischen 1/2 < P < 1 (Kegelstumpf als 

beschreibende Geometrie) ein, sind vesikuläre 

Strukturen wie Liposomen die bevorzugten 

Assoziate. Diese Lipide sind befähigt 

gekrümmte Lipiddoppelschichten auszubilden, 

eine Voraussetzung für die Ausbildung von 

Vesikeln. Lipide mit P ≈ 1 (Zylinder) schließen 

sich auch zu Lipiddoppelschichten zusammen, 

wobei sich durch die fehlende Membran-

krümmung eher planare lamellare Strukturen 

ausbilden. Auch die Ausbildung lyotroper 

Mesophasen lässt sich über das Molekülform-

konzept ermitteln, da die geometrisch 

limitierten Packungsmöglichkeiten verschie-

dene Membrankrümmungen möglich machen, 

welche für die Ausbildung bestimmter 

Mesophasen nötig sind. HI Phasen bilden sich 

vorzugsweise mit Lipiden deren P ≈ 0,5 

aufweist. Kubische Phasen werden bevorzugt 

ausgebildet, wenn P Werte zwischen 0,5 < P < 

1 annimmt. Lipide mit P ≈ 1 tendieren zu 

lamellaren Phasen.  

Liposomen besitzen die Eigenschaft sowohl 

lipophile Stoffe in die Lipiddoppelschicht 

einzubauen als auch hydrophile Substanzen in 

Abb. 3 – Zusammenhang zwischen Molekülform und 
Packungseigenschaften von Amphiphilen und die 
daraus resultierenden bevorzugten Molekülassoziate 
im wässrigen Lösungsmittel. Die Abbildung ist 
modifiziert nach ISRAELACHVILI (Israelachvili et al., 
1980). 



EINFÜHRUNG IN DAS THEMA 

-6- 
 

die von den Lipiddoppelschichten abgegrenzten Wasserkompartimente einzuschließen (Abb. 

4). Das macht sie zu attraktiven Arzneiträgersystemen. In der pharmazeutischen Technologie 

sind Liposomen derzeit die nanoskalierten Arzneimittelträgersysteme, welche sich seit 

längerem in der klinischen Anwendung befinden. Tabelle 1 listet zugelassene liposomale 

Formulierungen auf. Die derzeitigen Anwendungsgebiete beinhalten maligne Tumore, 

Mykosen, Schmerzzustände, photodynamische Therapie sowie Infektionsprophylaxe durch 

aktive Immunisierung. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet von Liposomen 

und anderen nanoskalierten Lipidformulierungen 

ist das Gebiet der Gentherapie. Gentherapeutika 

sind eine gesetzlich verankerte Gruppe von 

Arzneimitteln, welche zu den neuartigen Thera-

pien gezählt werden und deren Hauptwirkung auf 

einer Nukleinsäure basiert. So definiert die EU-

Richtlinie 2001/83/EG Gentherapeutika als 

Arzneimittelzubereitungen mit folgenden Eigen-

schaften: 

 Ein Gentherapeutikum enthält eine rekombinante Nukleinsäure als aktive Substanz, 

welche direkt im Menschen angewendet wird oder diesem mittels geeignetem 

Vehikelsystem appliziert wird, mit der Absicht eine genetische Sequenz zu regulieren, 

zu reparieren, zu ersetzen, hinzuzufügen oder zu entfernen. 

 Der therapeutische, prophylaktische oder diagnostische Effekt ergibt sich direkt aus 

der Sequenz der rekombinanten Nukleinsäure, welche im Gentherapeutikum enthalten 

ist oder deren Expressionsprodukt. 

 Impfstoffe, welche auf Nukleinsäuren basieren, werden nicht als Gentherapeutikum 

eingeordnet. 

 

(Freie Übersetzung des Teil IV, Abschnitts 2.1 der ANNEX I, EU-Richtlinie 

2001/83/EG) 

  

Abb. 4 – Schematische Darstellung der 
Beladungsmöglichketen von Liposomen mit 
hydrophilen und lipophilen Arzneistoffen am 
Beispiel von unilamellaren Liposomen. 
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Tabelle 1 – Übersicht der Liposomalen Arzneimittelformulierungen in der klinischen Praxis nach (Bulbake et 
al., 2017). 

Präparat Wirkstoff Anwendungsgebiet 

Doxil® Doxurubicin 

 

 

 

Krebserkrankungen 

 

DaunoXome® Daunorunicin 

Mepact® Mifamurtid 

DepoCyt® Cytarabin 

Marquibo® Vincristin 

Myocet® Doxorubicin 

OnivydeTM Irinotecan 

AmBisome® Amphotericin B  

Pilzerkrankungen 

 

Abelcet® Amphotericin B 

Amphotec® Amphotericin B 

DepoDurTM Morphin 
Analgesie 

Exparel® Bupivacain 

Epaxal® Hepathitis-A Virus, inaktiviert 
Immunisierung 

Inflexal® Influenza-Virus-Oberflächenantigene 

Visudyne® Verteporfin 
photodynamische Therapie der 
exsudativen altersbezogenen 
Makuladegeneration 

 

Damit wird verdeutlicht, dass die genetische Modifikation von Zellen und die damit 

verbundene Expression von Proteinen, welche auf der eingeschleusten Nukleinsäure kodiert 

sind, in einen klinisch relevanten Effekt resultieren. Gentherapeutika haben in der letzten 

Dekade die klinische Anwendung erreicht. Seit 2012 befinden sich Gentherapeutika auf dem 

europäischen Arzneimittelmarkt. Eine Zusammenfassung der derzeit von der EMA 

zugelassenen Gentherapeutika liefert Tabelle 2. Es ist dabei zu erwähnen, dass der Hersteller 

von Glybera die Zulassung aktuell ruhen lässt. 

Darüber hinaus gibt es weitere Möglichkeiten mit Nukleinsäuren klinisch relevante Effekte zu 

erzielen, indem das Proteinexpressionsmuster von Zellen beeinflusst wird, ohne dass man 

eine Gentherapie nach gesetzlicher Definition vornimmt. Dabei handelt es sich zum Beispiel 

um die gezielte Unterdrückung der Proteinexpression mittels Antisense-Oligonukleotiden 

oder small interfering RNA (siRNA). Diese Strategien werden ebenfalls in zugelassenen 

Therapeutika genutzt (Tabelle 3). Der Effekt beruht auf einer sequenzgesteuerten 

Doppelstranghybridisierung mit einer komplementären mRNA-Sequenz, welche in einer 
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Blockade des Translationsprozesses resultiert. Bei Antisense-Oligonukleotiden wird 

vorrangig die mRNA mittels RNase H abgebaut, aber auch eine sterische Blockade der 

ribosomalen Translation wird angenommen (Braasch et al., 2002). Bei der Suppression der 

Translation mittels siRNA ist die RNase Argonaute 2 im RISC-Komplex für den Abbau der 

mRNA verantwortlich (Setten et al., 2019). 

Tabelle 2 – Auflistung von in Europa zugelassenen Gentherapeutika nach Paul Ehrlich Institut (Stand 
05.12.2020) (PEI, 2020). 

Bezeichnung 
Zulassungs/ 
Genehmigungsinhaber 

Zulassungsdatum 
Zugelassene 
Krankheit 

Vektor 

Glybera® 
uniQure biopharma 
B.V. 

25.10.2012 
Lipoproteinlipase-
defizienz 

viral 

Imlygic® Amgen Europe B.V. 16.12.2015 Melanom viral 

KymriahTM 
Novartis Europharm 
Ltd. 

23.08.2018 

Akute 
Lymphatische 
Leukämie, 
diffus großzelliges 
B-Zell-Lymphom 

viral 

Luxturna® 
Spark Therapeutics 
Ireland Ltd. 

22.11.2018 
Retinale 
Dystrophie mit 
RPE65-Mutation 

viral 

Strimvelis® 
GlaxoSmithKline 
Trading Services 
Limeted 

26.05.2016 ADA-SCID viral 

Yescarta® Kite PharmaEU B.V. 23.08.2018 

diffus großzelliges 
B-Zell-Lymphom,  
Mediastinales 
großzelliges B-
Zell-Lymphom 

viral 

Zolgensma® AveXis EU Limited 18.05.2020 
Spinale 
Muskelatrophie 

viral 

Zynteglo® 
Bluebird bio 
(Netherlands) B.V. 

29.05.2019 Beta Thalassämie viral 

 

Beide Mechanismen der Genkontrolle zeigen, dass die Einordnung eines auf Nukleinsäuren 

basierenden Arzneimittels als Gentherapeutikum oft schwierig und differenziert zu betrachten 

ist. Es ist offensichtlich, dass sowohl siRNA, als auch Antisense-Oligonukleotide, genetische 

Sequenzen regulieren. Diese Regulation beruht auch auf der Sequenz der Nukleinsäuren. 

Somit erfüllen beide Nukleinsäuretherapeutika teilweise die Kriterien der oben genannten 
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Definition von Gentherapeutika. Dennoch handelt es sich bei beiden um kurze, synthetische 

Nukleinsäuren, und nicht um eine rekombinante Nukleinsäure. Rekombinante DNA ist ein 

DNA-Molekül, welches in vitro unter Einsatz von DNA aus mindestens zwei verschiedenen 

Quellen/Organismen hergestellt wird. Die DNA-Sequenzen, die für die Rekombination 

verwendet werden, können aus demselben Organismus stammen, aber auch aus Individuen 

derselben Spezies oder aus ganz unterschiedlichen Organismenarten (Sadava et al., 2019). Bei 

der Herstellung rekombinanter DNA können aber auch artifizielle Sequenzteile zum Einsatz 

kommen, was z.B. bei der CAR T-Zell Therapie verdeutlicht wird, welche auf einen 

artifiziellen chimären Antigenrezeptor beruht (Mohanty et al., 2019) (Kymriah und Yescarta, 

Tabelle 2). Weiterhin resultieren siRNA und Antisense-Oligonukleotide nicht in 

Expressionsprodukten, die auf ihrer Sequenz basieren. 

Tabelle 3 – Auflistung von in Europa zugelassenen siRNA-Therapeutika (Stand 08.11.2020). 

Präparat Hersteller Zulassungsnummer Anwendung 

Onpattro® 
Alnylam 

Pharmaceuticals 
EMEA/H/C/004699 

hereditären 

Transthyretin-

Amyloidose 

Givlaari® 
Alnylam 

Pharmaceuticals 
EMEA/H/C/004775 

Akute hepatische 

Porphyrie 

siRNA against 

TMPRSS6 mRNA 
Therapeutics GmbH EU/3/18/2132 Beta Thalassämie 

 

Weitere interessante Therapieoptionen bieten medizinische Behandlungen mit mRNA als 

Arzneistoff. Bei der Verwendung von mRNA wird das therapeutische Potential des 

entsprechenden Translationsprodukts ausgenutzt. Somit sind mittels mRNA therapeutische 

Proteine zugänglich, wobei die zelluläre Proteinbiosynthesemaschinerie ausgenutzt wird um 

diese in dem behandelten Individuum in situ zu produzieren (Schlake et al., 2019b; Schlake et 

al., 2019a; Kranz et al., 2016; Sahin et al., 2014). Da die therapeutischen mRNA‘s durch 

gezielte Modifikationen als rekombinant anzusehen sind und der Herstellungsprozess meist 

auf In-vitro-Transkription beruht, ist die mRNA-Therapie auch als Gentherapie einzuordnen 

(Hinz et al., 2017).  

Derzeit gibt es in Deutschland einige erfolgreiche Biotechnologiefirmen, welche das 

therapeutische Potenzial von mRNA erforschen und in die klinische Anwendung etablieren 

wollen. Als Beispiele sind die ETHRIS GmbH, die CureVac AG und BIONTEC SE zu 
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nennen. Das Potential von mRNA als Arzneistoff wird deutlich, wenn man sich vor Augen 

hält, dass die beiden letzteren Unternehmen eine wichtige Rolle für die SARS-CoV-2 

Impfstoffentwicklung einnehmen: 

 BIONTEC Manufacturing GmbH: Das Unternehmen entwickelte und vertreibt, 

zusammen mit Pfizer, den ersten SARS-CoV-2 Impfstoff in der Europäischen Union, 

welcher auf mRNA beruht (Comirnaty®, EU-Zulassungsnummer EU/1/20/1528). 

 CureVac AG: Das Unternehmen hat einen Impfstoffkandidaten, basierend auf mRNA, 

gegen SARS-CoV-2 (Name: CVnCoV) in einer klinischen Studie der Phase 2b/3 

(Stand 28.12.2020, EudraCT Nummer: 2020-003998-22, Studienname: HERALD). 

Dennoch ist noch einmal zu erwähnen, dass durch die Anwendung der Nukleinsäuren zum 

Infektionsschutz diese Präparate in die Gruppe der Vakzinen einzuordnen sind, und nicht in 

die Gruppe der Gentherapeutika. 

An dieser Stelle soll auch der Begriff „Arzneimittel für neuartige Therapien“ oder ATMP‘s 

(Advanced Therapy Medicinal Products) definiert werden. In §4 (9) des Gesetzes über den 

Verkehr mit Arzneimitteln (Arzneimittelgesetz - AMG) findet sich folgende Definition:  

„Arzneimittel für neuartige Therapien sind Gentherapeutika, somatische Zellthera-

peutika oder biotechnologisch bearbeitete Gewebeprodukte nach Artikel 2 Absatz 1 

Buchstabe a der Verordnung (EG) Nr. 1394/2007 des Europäischen Parlaments und des 

Rates vom 13. November 2007 über Arzneimittel für neuartige Therapien und zur 

Änderung der Richtlinie 2001/83/EG und der Verordnung (EG) Nr. 726/2004 (ABl. L 

324 vom 10.12.2007, S. 121).“  

Die Definition eines solchen Oberbegriffs ist sinnvoll, da die Grenzen zwischen den einzelnen 

neuartigen Therapien oft fließend sind. So sind die CAR-T Zellen sowohl in die Gruppe der 

somatischen Zelltherapeutika als auch der Gentherapeutika einzuordnen. Grund hierfür ist die 

Behandlung mit autologen T-Zelltransplantaten, welche im Labor genetisch modifiziert 

wurden, um den chimären Antigenrezeptor zu exprimieren. 

Die Gentherapie stellt jedoch die pharmazeutische Technologie vor große Herausforderungen. 

Polynukleotide sind aus biopharmazeutischer Betrachtung Problemarzneistoffe, unabhängig 

davon, ob wir uns im Bereich der Gentherapie oder der Impfstoffe bewegen. So handelt es 

sich bei DNA und RNA um Phosphorsäurepolyester. Dies sind Makromoleküle mit einer 

hohen Dichte an negativen Ladungen. Diese Eigenschaft ist ungünstig für die passive 
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Überwindung von Zellmembra-

nen und somit für die Resorption 

in den Körper und die Diffusion 

in die Zellen. Weiterhin werden 

Polynukleotide von Nukleasen 

enzymatisch abgebaut. Zusam-

menfassend stellt die Überwin-

dung von extrazellulären und 

intrazellulären Barrieren im Ziel-

gewebe Nukleinsäure-basierte 

Therapien vor großen Heraus-

forderungen. 

Generell gibt es zwei Einteilungsmöglichkeiten für Gentherapeutika, die In-vivo- und die Ex- 

vivo-Gentherapie (Abb. 5). Bei der In-vivo-Therapie wird die Nukleinsäure in den oder am 

Organismus appliziert. Demgegenüber werden bei der Ex-vivo-Therapie vom Organismus 

isolierte Zellen in-vitro mit der Nukleinsäure modifiziert, um sie anschließend wieder in den 

Organismus zu applizieren. Beim zweiten Prozess handelt es sich also um eine autologe 

Zelltransplantation. 

Um einen effizienten Nukleinsäuretransfer zu ermöglichen, werden spezielle Vehikelsysteme 

benötigt, welche gewebebedingte und zelluläre Barrieren überwinden. Werden Methoden 

verwendet, bei denen keine Viren zum Einsatz kommen, spricht man von Transfektion, um 

den Prozess des Einschleusens von Nukleinsäuren zu benennen. 

Eine Möglichkeit sind physikalische Systeme (detaillierte Übersichtsarbeiten geben folgende 

Artikel (Mehier-Humbert und Guy, 2005; Villemejane und Mir, 2009)), bei denen durch 

Energieeintrag temporäre Defekte in zellulären Strukturen geschaffen werden, wodurch die 

Nukleinsäure in die Zellen gelangt. Die am häufigsten verwendeten physikalischen Systeme 

sind im Folgenden kurz angerissen: 

o Sonoporation ist ein Prozess, bei dem therapeutischer Ultraschall mit einer Frequenz 

zwischen 1 und 3 MHz (oder geringer) und einer Intensität von 0.5 bis 3 W/cm2 zum 

Einsatz kommt (Taniyama et al., 2002). 

o Magnetofektion beschreibt die forcierte Aufnahme von Nukleinsäuren mit Hilfe von 

paramagnetischen Nanopartikeln in einem Magnetfeld (Barnes et al., 2007). 

Abb. 5 – Schematische Darstellung der in vivo und ex vivo Gentherapie-
strategien. Die Abbildung ist modifiziert nach (FDA, 07.25.2018). 
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o Elektroporation nutzt den membranpermeabilisierenden Effekt kurzer intensiver 

elektrischer Impulse auf lebende Zellen aus. Diese Methode wurde bereits 1982 

erstmals beschrieben (Neumann et al., 1982) und entwickelte sich zu einer effizienten 

Methode für die genetische Modifikation von Zellen im Ex-vivo-Prozess. Laboraus-

statter bieten spezielle Systeme an, welche eine einfache Anwendung gewährleisten 

(z.B. die NucleofectorTM Technologie der Firma Lonza; Eporator® der Firma 

Eppendorf). Weiterhin wurden Methoden entwickelt um auch die Anwendung in vivo 

zu ermöglichen (Šatkauskas et al., 2005; Heller und Heller, 2006; Aung et al., 2009). 

o Biolistik ist eine Methode bei der Schwermetallpartikel (üblicherweise Gold oder 

Wolfram) im Größenbereich von 1-5 µm an der Oberfläche mit Nukleinsäuren 

beladen werden. Anschließend werden diese beladenen Partikel mittels Gasstrahl in 

Zellen und Gewebe „geschossen“. Diese Methode findet in der biotechnologischen 

Veränderung von Pflanzen breite Anwendung. Dennoch bietet sie interessante 

Aspekte für die aktive Immunisierung durch die Applikation von Antigen-kodierenden 

Nukleinsäuren auf Haut und Schleimhäute (Loehr et al., 2000; Fry et al., 2019; 

Bergmann-Leitner und Leitner, 2015). 

o Die „Jet Injection“ beruht auch auf einem ballistischen Prinzip, bei dem Flüssigkeiten 

unter hohem Druck als Mikrotropfen injiziert werden. Dabei werden Drücke bis zu 4 

bar und Geschwindigkeiten bis zu 200 m/s verwendet (Walther et al., 2009; Walther et 

al., 2005). 

Physikalische Methoden sind attraktiv, wenn das zu transfizierende Gewebe gut zugänglich 

für eine lokale Applikation ist oder wenn eine Ex-vivo-Therapie angestrebt wird. Wenn eine 

systemische Therapie realisiert werden soll, werden weitere Strategien benötigt. 

Vehikelsysteme mit Größen im Nanometerbereich bieten hier Vorteile. Eine große Gruppe 

stellen in diesem Gebiet die viralen Systeme. Viren infizieren Zellen, wobei sich evolutionär 

verschiedene Mechanismen entwickelt haben, um effizient Nukleinsäuren in die Wirtszelle 

einzuschleusen. Dieser Prozess des Nukleinsäuretransfers wird im Falle der Viren als 

Transduktion bezeichnet. Durch gentechnische Prozesse können Viren so modifiziert werden, 

dass eine selbstständige Replikation in der Wirtszelle nicht mehr möglich ist. Werden diese 

replikationsdefizienten Viren mit einer therapeutischen Nukleinsäuresequenz beladen, stellen 

diese ein attraktives und effizientes Vehikel für die Gentherapie dar (Sung und Kim, 2019; 

Nayerossadat et al., 2012; Davidson und Breakefield, 2003; Kay et al., 2001; O'Connor und 

Crystal, 2006). Die natürlich entwickelten Transduktionstypen führen zu unterschiedlichen 

Mechanismen, um zelluläre Barrieren zu überwinden. Weiterhin verteilen sich verschiedene 
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Viren in unterschiedliche zelluläre Kompartimente. Dies ermöglicht eine geeignete Auswahl 

des Virus, um die therapeutische Nukleinsäure an den gewünschten Wirkort zu bringen. 

Dieser ist für DNA der Zellkern, für siRNA oder mRNA aber das Zytoplasma. Weiterhin 

kodieren bestimmte Viren Nukleinsäuresequenzen für Enzyme, welche einen Einbau in das 

Wirtsgenom, und damit eine permanente Genexpression ermöglichen. Eine Übersicht über 

häufig verwendete virale Systeme liefert Tabelle 4. 

Tabelle 4 – Tabelle ausgesuchter viraler Gentransfersysteme nach (Kay et al., 2001; Burton et al., 2002; O'Connor und 
Crystal, 2006; Counsell et al., 2017). 

Virus 
Art der 

Nukleinsäure 
Dauer der 
Expression 

Einbau in das 
Wirtsgenom 

Beladungs-
kapazität# 

Adenoviren 
(verschiedene 

Serotypen) 

DNA 
(doppelsträngig) 

transient bis 
persistent 
(Je nach 
Gewebe) 

nein, episomal 8 kb 

Adeno-
assoziirtes Virus 

(verschiedene 
Serotypen) 

DNA 
(einsträngig) 

transient bis 
persistent 
(Je nach 
Gewebe) 

ja, 
häufig episomal aber 

auch zufälliger 
Einbau ins 

Wirtsgenom 

5 kb 

Herpes Simplex 
Virus 

DNA 
(doppelsträngig) 

persistent nein, episomal 30 kb 

Retroviren 
RNA 

(einsträngig) 
Persistent 

 

ja, Integration in das 
Wirtsgenom (nach 

Umschreiben in 
DNA mittels reverse 

Transkriptase 

8 kb 

Lentiviren (auch 
Retroviren, 
häufig extra 

aufgezählt da sie 
auch nicht-

teilende Zellen 
transduzieren) 

RNA 
(einsträngig) 

Persistent 
 

ja, Integration in das 
Wirtsgenom (nach 

Umschreiben in 
DNA mittels reverse 

Transkriptase 

10 kb 

# Maximale Größe der Nukleinsäure in Kilobasen (kb) welche in den Virus verpackt werden 
kann. 
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Dass virale Vehikel derzeit die 

effektivsten Systeme in der 

Gentherapie sind, verdeutlicht 

ein Blick in die Tabelle der in 

Europa zugelassenen Genthera-

peutika (Tabelle 2). Alle Zube-

reitungen beruhen auf viralen 

Vektoren. Dennoch gibt es 

einige Nachteile, welche mit 

viralen Transfervehikeln ver-

bunden sind. Ein Problem stellt 

die Bildung neutralisierender Antikörper als Immunantwort des Patienten dar, welche eine 

erneute Applikation desselben Vektors erschwert oder ausschließt. Gründe hierfür sind ein 

damit verbundener Wirkverlust oder Komplikationen durch die Reaktion des Immunsystems. 

Wegen ihres hohen immunologischen Potentials sind Adenoviren sehr anfällig für dieses 

Problem (Kay et al., 2001). Das immunogene Potential einiger Viren, insbesondere der 

Adenoviren, kann auch zu überschießenden Immunreaktionen während der Behandlung 

führen (O'Connor und Crystal, 2006), was mit tödlichem Ausgang einhergehen kann (z.B. 

1999, Tod von Jesse Gelsinger während klinischer Studie mit viralen Vektoren durch 

Organversagen aufgrund eines Zytokinschocks (Ferber, 2001)). Ein weiteres Problem, 

welches mit dem Einbau der Gensequenz in das Wirtsgenom in Verbindung steht, ist das 

onkogene Potenzial einiger Viren durch Insertions-Mutagenese. Diese Komplikation wurde in 

mehreren klinischen Studien in den frühen 2000er Jahren beobachtet, bei denen Retroviren 

zum Einsatz kamen (Sadelain, 2004; Marshall, 2002). Diesen Risiken viraler Vektoren stehen 

zusätzlich gesundheitsökonomische Aspekte gegenüber. Da virale Vektoren nur durch 

aufwendige biotechnologische Verfahren herstellbar sind, welche nach GMP und anderen 

Sicherheitsaspekten validiert werden müssen, sind die Herstellungskosten im Vergleich zu 

small molecular drugs sehr hoch. Zusätzlich spielen andere preispolitische Fragestellungen 

eine wichtige Rolle, wobei die Häufigkeit der Erkrankung und die Alternative einer 

Einmalbehandlung anstatt lebenslanger Medikation mit einfließen. Gentherapeutika zählen 

derzeit zu den teuersten Arzneimitteln (Abb. 6). 

Nicht-virale Nukleinsäureträger bieten eine Alternative um die genannten Risiken viraler 

Systeme zu umgehen und den Herstellungsprozess kosteneffizienter zu gestalten. Dies würde 

auch eine breite Anwendung ermöglichen. Die physikalischen Systeme, welche auch zu den 

Abb. 6 – Gegenüberstellung der Kosten von Gentherapeutika auf dem US 
Markt nach Bloomberg (James Paton, 2019MESZ Updated on 2019MESZ). 
Das M steht für 106. 
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nicht-viralen Methoden gehören, wurden bereits vorgestellt. Interessant sind weiterhin 

chemische (synthetische) Systeme. Dazu gehören anorganische Strukturen wie Kalzium-

phosphat-Nanopartikel, welche in der Lage sind Nukleinsäuren zu komplexieren und in die 

Zelle einzuschleusen (Maitra, 2005; Levingstone et al., 2020). Die zwei größten Gruppen 

nicht-viraler Nukleinsäureträger bilden jedoch kationische Polymere und kationische Lipide.  

 

Abb. 7 – Schematische Darstellung der Polyfektion nach (Zhang and Wagner, 2017). Es sind die Hauptbarrieren der 
Polyfektion aufgelistet: a) eine effektive Komplexbildung zwischen Polymer und Nukleinsäure. B) Die Vermeidung einer 
schnellen Clearance aus dem Organismus nach intravasaler Gabe bevor das Zielgewebe erreicht wird. Eine der kritischsten 
Punkte dabei ist die Interaktion mit Blutkomponenten (hier schematisch dargestellt). Die Interaktion mit Immunzellen führt 
zur vorzeitigen Clearance. Die Interaktion mit Erythrozyten kann in Agglomerationsprozesse oder Hämolyse resultieren. Die 
Aktivierung von Thrombozyten kann zur Koagulation führen. C) Überwindung der zellulären Barrieren bevor der Wirkort 
(Zytoplasma oder Zellkern) erreicht wird. 
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Kationische Polymere, als positiv 

geladene Polyelektrolyte, kom-

plexieren Nukleinsäuren durch 

elektrostatische Interaktionen mit 

dem Phosphodiesterrückgrat (Zhang 

und Wagner, 2017). Die dabei 

entstehenden Nukleinsäure/Polymer-

Komplexe werden auch als Poly-

plexe bezeichnet (Abb. 7). Der 

Prozess der Transfektion mit Poly-

plexen wird auch Polyfektion 

genannt. Als bekannteste Vertreter 

sind Poly-L-Lysin, ein synthetisches 

Peptid, und Polyethylenimin (PEI) 

zu nennen (Abb. 8). Auch Chitosan, ein Amino-funktionalisiertes Polysaccharid, welches 

durch partielle Deacetylierung von Chitin gewonnen wird, ist ein immer häufiger verwendetes 

Polymer in der Polyfektion (Cao et al., 2019). Die Eigenschaften der Polymere haben dabei 

einen großen Effekt auf die Effizienz. So spielt die Basizität der funktionellen Gruppe, welche 

die kationische Funktion bildet, eine große Rolle. Sie entscheidet einerseits, ob bei 

gegebenem pH-Wert die funktionelle Gruppe geladen ist und damit die Nukleinsäure 

komplexiert werden kann. Andererseits spielt der pKs-Wert auch eine Rolle bei der 

intrazellulären Freisetzung der Nukleinsäure. So wird postuliert, dass durch den sogenannten 

„Protonenschwammeffekt“ der Polyplex aus dem Endosom freigesetzt werden kann, bevor 

der enzymatische Abbau im Lysosom beginnt (siehe Schema Abb. 7). Das Endosom ist ein 

subzelluläres Kompartiment, das nach der Reifung zum Lysosom für zelluläre Abbauprozesse 

verantwortlich ist. Der „Protonenschwammeffekt“ basiert auf der Protonierung funktioneller 

Gruppen des Polymers bei der intrazellulären Prozessierung des Endosoms, welche mit einem 

Absenken des pH-Wertes von 7,4 auf Werte unter 5 verbunden ist. Diese Protonierung ist mit 

einem Einstrom von Chloridionen verbunden. Aufgrund des damit verbundenen Anstiegs des 

osmotischen Drucks kommt es zur Ruptur des Endosoms. Betrachten wir die Formel von 

verzweigtem PEI, so sind primäre, sekundäre und tertiäre Aminofunktionen zu finden die 

einen pKb Wert von 4,1-5,8 aufweisen (Harpe et al., 2000). Somit sind bei pH 7 protonierte 

Gruppen für die Nukleinsäurekomplexierung vorhanden, die Polyplexe besitzen jedoch auch 

eine effektive Pufferkapazität im endosomalen pH-Milieu. An dieser Stelle soll das Thema 

Abb. 8 – Repräsentative Vertreter von kationischen Polymeren für den 
Nukleinsäuretransfer. Die Polymere sind in ihrer ungeladenen Form 
dargestellt. Die kationischen Funktionen für die Nukleinsäure-
komplexierung werden durch Protonierung der basischen Funktionen 
erhalten. Die Formel des Poly-L-Lysins gibt die genaue Stereochemie 
nicht wieder. 



EINFÜHRUNG IN DAS THEMA 

-17- 
 

Polyfektion jedoch nicht weiter vertieft werden. Für detailiertere Informationen wird hier auf 

eine Reihe weiterführender Übersichtsartikel verwiesen (Jeong et al., 2007; Merdan et al., 

2002; Pack et al., 2005; Hosseinkhani et al., 2015; Zhang und Wagner, 2017). 

Eine weitere Gruppe synthetischer Transfektionsagenzien sind Systeme, welche auf 

kationischen Lipiden basieren. Der Prozess des Gentransfers mit kationischen Lipiden wird 

als Lipofektion bezeichnet. Schaut man auf die statistische Verteilung der verwendeten DNA-

Transfersysteme, so sind kationische Lipide die am häufigsten angewendeten synthetischen 

Nukleinsäureträgersysteme. (Abb. 9). Es soll auch hier nicht unerwähnt bleiben, dass der auf 

mRNA basierende Impfstoff BNT162b1 (Handelsname: Comirnaty®) gegen SARS-CoV-2 

auf einer Lipidformulierung beruht (Mulligan et al., 2020). Da der Fokus der vorliegenden 

Habilitationsschrift auf kationischen Lipiden liegt, wird dieses Thema hier noch einmal 

genauere Betrachtung finden. 

Das erste kationische Lipid, welches speziell für die Anwendung als DNA-Carrier entwickelt 

wurde, ist von FELGNER et al. 1987 unter der Abkürzung DOTMA beschrieben ( Abb. 10) 

(Felgner et al., 1987), wobei auch der Begriff Lipofektion geprägt wurde. Daraufhin wurden 

weiterer Vertreter wie DC-Chol (1991) (Gao und Huang, 1991) und DOSPA entwickelt ( 

Abb. 10). Letzteres ist Hauptbestandteil der kommerziell erhältlichen Lipofectamine® 

Produkte (Vertrieb durch ThermoFischer), einer Reihe von „Goldstandards“, mit dem neu 

entwickelte Lipidformulierungen verglichen werden. In den letzten drei Dekaden wurden 

zahlreiche kationische Lipide entwickelt um die Effizienz des Nukleinsäuretransfers zu 

steigern und die toxischen Eigenschaften zu reduzieren (Felgner et al., 1994; Miller, 1998; 

Bhattacharya und Bajaj, 2009; Chesnoy und Huang, 2000; Lv et al., 2006; Dan Niculescu-

Duvaz und James Heyes und Caroline J. Springer, 2003; Srinivas et al., 2009). Der generelle 

Aufbau der amphiphilen Moleküle für die Lipofektion ist in  Abb. 10 schematisch dargestellt. 

Abb. 9 – Anteil verschiedener Nukleinsäuretransfersysteme in den angemeldeten klinischen Studien zur Gentherapie 
nach http//www.abedia.com/wiley (Stand Dezember 2019) 
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Die positive Ladung im kationischen Kopf kann dabei durch permanente Ionen, wie quartäre 

Ammoniumionen, aber auch durch basische Gruppen, wie Amine, Amidine oder Guanidine, 

gebildet werden. Letztere weisen hinsichtlich der kationischen Ladung eine Abhängigkeit 

vom pH-Wert auf. Deshalb wird letztere Gruppe auch als ionisierbare kationische Lipide 

bezeichnet (Semple et al., 2010). Des Weiteren können kationische Lipide in monovalente 

Vertreter, d.h. Lipide mit einer kationischen/basischen Funktion wie DOTMA, oder 

polyvalente Vertreter, mit mehreren kationischen/basischen Funktionen wie DOSPA, 

unterteilt werden ( Abb. 10). 

 
Abb. 10 – Darstellung des allgemeinen strukturellen Aufbaus von kationischen Lipiden für den Nukleinsäuretransfer. Diese 
Struktur wurde auf 3 klassische Vertreter (DOTMA, DOSPA, und DC-Chol) übertragen. Weiterhin sind typische Vertreter der 
Co-Lipide für die Lipidformulierungen gezeigt. 

Von einigen Vertretern kationischer Lipide wurden ganze Substanzbibliotheken erstellt, um 

detaillierte Untersuchungen bezüglich der Effekte der Molekülstruktur auf das physiko-

chemische Verhalten und die Nukleinsäuretransfereffizienz durchzuführen. Eine dieser 

Lipidklassen sind kationische Phospholipide, welche aus Phosphatidylcholinen durch 

Veresterung der freien Phosphorsäurefunktion mit primären Alkoholen gebildet werden (Bsp. 

diC18:-C18PC, Abb. 11) (Koynova und Tenchov, 2010; Koynova und Tenchov, 2009; 

Koynova und MacDonald, 2005; Tenchov et al., 2008). Als Abkömmlinge von natürlichen 
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Phospholipiden besitzen diese 

ein Glycerol-Rückgrat. Des Wei-

teren handelt es sich um mono-

valente Lipide mit permanenter 

Ladung. Es wurden zahlreiche 

Derivate durch Variation der 

Alkylkettenkombination synthe-

tisiert und das Assoziations-

verhalten in Gegenwart und 

Abwesenheit von DNA unter-

sucht. Die Ergebnisse wurden 

mit der Transfektionseffizienz 

verknüpft. Die Arbeiten zeigen 

somit den Einfluss des Alkyl-

kettenmusters auf die Transfektionseffizienz. Eine wichtige Kernaussage dieser Arbeiten ist 

der Einfluss der Mesophasen, welche nach Mischen der kationischen Lipide mit 

Modellmembranen für die Endosomen entstehen, auf die Transfektionseffizienz. Sind diese 

Mesophasen hexagonaler oder kubischer Struktur ist mit einer höheren Transfektionseffizienz 

zu rechnen. Begründet werden kann dies mit der Entstehung von Strukturen, welche zur 

Fusion mit Membranen neigen. Entstehen diese Strukturen im Endosom der Zelle, eröffnet 

dies die Möglichkeit in das Cytoplasma zu gelangen. Damit untermauern diese Arbeiten eine 

These für den Mechanismus der zellulären Aufnahme von Lipoplexen, welcher auf der Fusion 

artifizieller Lipidstrukturen mit den natürlichen Membranen beruht und bereits 1996 von 

SZOKA und Mitarbeitern postuliert wurde (Xu und Szoka, 1996; Zelphati und Szoka, 1996). 

Eine weitere intensiv untersuchte Klasse ist die Gruppe der SAINT-Lipide (Synthetic 

Amphiphile INTeraction) (van der Woude et al., 1997; Zuhorn et al., 2002b; Zuhorn et al., 

2002a). Ein Vertreter dieser Lipidklasse ist SAINT-2 (Abb. 11). Die Besonderheit ist das 

Lipidrückgrat, welches aus Pyridin gebildet wird. Durch die Methylierung bildet das 

Pyridiniumion gleichzeitig den Kopfbereich der Lipide. Auch diese Vertreter sind monovalent 

und haben eine permanente Ladung. Die Struktur/Effektivitäts-Beziehungen wurden auch hier 

für Vertreter mit variablen Alkylkettenmustern ermittelt. 

Eine Gruppe von polyvalenten Lipiden bestehend aus zwei Oleylketten, einem 3,4-

Dihydroxybenzamid-Rückgrat und einer auf Ornithin basierenden Kopfgruppe mit variabler 

Abb. 11 – Repräsentative Vertreter kationischer Lipide, welche Teil groß 
angelegter Struktur/Wirkungs-Untersuchungen sind. Stereochemische 
Aspekte wurden in dieser Abbildung vernachlässigt. 
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Anzahl an primären Aminofunktionen wurde auch detailliert charakterisiert (Bsp. MVLG2, 

Abb. 11). Diese Vertreter wurden intensiv auf das DNA-Komplexierungsverhalten und die 

Effizienz untersucht (Zidovska et al., 2009a; Ahmad et al., 2005; Ewert et al., 2002; Zidovska 

et al., 2009b). In den aufgeführten Arbeiten wurde die Ladungsdichte der Lipidmischung als 

ein Schlüsselparameter für die erfolgreiche Transfektion identifiziert. Dieser Parameter kann 

über die Art der verwendeten kationischen Lipide (Anzahl der kationischen Funktionen im 

Kopfgruppenbereich), aber auch über das Mischungsverhältnis von kationischen Lipiden mit 

neutralen/zwitterionischen Co-Lipiden eingestellt werden. Typische Vertreter von Co-Lipiden 

sind in  Abb. 10 dargestellt. 

Die genannten Untersuchungen verdeutlichen auch die Komplexität der Lipofektion. Der 

Prozess wird durch ein Zusammenspiel von lipophilen Molekülteilen und Kopfgruppen-

struktur der kationischen Lipide, sowie durch das Mischungsverhalten derer mit Co-Lipiden 

beeinflusst. So bestimmen die strukturellen Parameter der Lipid-Assoziate das Komplex-

ierungsverhalten mit Nukleinsäuren. Da ein Großteil der kationischen Lipidformulierungen 

als Liposomen formuliert werden, kommt es häufig vor, dass Lipoplexe fälschlicherweise als 

DNA oder RNA gefüllte Liposomen postuliert werden. Strukturuntersuchungen mit 

Röntgenbeugung und Elektronenmikroskopie zeigten jedoch in den meisten Fällen komplexe 

Molekül-Assoziate. In diesen sind die Nukleinsäuren in die Struktur von Lipidmesophasen 

eingebaut. Eine Vielzahl solcher DNA/Lipid-Mesophasen sind als Lipoplexstruktur 

beschrieben (Rädler et al., 1997; Koltover et al., 1998; Ewert et al., 2010; Ewert et al., 2006; 

Leal et al., 2011). Die häufigsten Vertreter sind in Abb. 12 abgebildet. 
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Abb. 12 – Darstellung verbreiteter Lipoplexstrukturen nach (Majzoub et al., 2016). Es wurde die anerkannte Nomenklatur 
für Lipoplexmesophasen verwendet: lamellare Lipoplexe (Lα

c), invers-hexagonale Lipoplexe (HII
c) und hexagonale 

Lipoplexe (HI
c). Die Nomenklatur orientiert sich an der Nomenklatur der klassischen Lipidmesophasen. Das hochgestellte c 

resultiert aus dem Wort „Komplex“ (engl.: complex) und weist darauf hin, dass die Mesophase ein Lipid/Nukleinsäure-
Komplex ist. Für die seltener beschriebenen kubischen Lipoplexstrukturen hat sich bisher keine einheitliche Nomenklatur 
etabliert. 

Dennoch erreichen Lipoplexe momentan nicht die Effizienz viraler Systeme. Die hohe 

Beladungskapazität mit Nukleinsäuren und die im Vergleich zum Virus einfache Herstellung 

eröffnen aber die Möglichkeiten einer breiten Anwendung der Gentherapie. Daher ist die 

Entwicklung effizienterer Lipidsysteme für die Gentherapie essenziell. Eine vielver-

sprechende Klasse ist die der kationischen Lipide auf Malonamid-Basis. Die vorliegende 

Arbeit hat ihren Fokus auf diese Lipidklasse gelegt. 



KATIONISCHE LIPIDE AUF MALONAMID-BASIS – EINBETTUNG DER ARBEITEN 
IM RAHMEN DER HABILITATION IN DIE HISTORIE DIESER LIPIDKLASSE 

-22- 
 

6 Kationische Lipide auf Malonamid-Basis – Einbettung der 

Arbeiten im Rahmen der Habilitation in die Historie dieser 

Lipidklasse 

Die synthetischen Arbeiten von PROF. BODO DOBNER am Institut für Pharmazie an der 

Martin-Luther-Universität Halle/Wittenberg brachten eine Vielzahl artifizieller Lipide hervor. 

An dieser Stelle soll auf seine Pionierarbeit auf dem Gebiet der Synthese von symmetrischen 

und asymmetrischen Bolaamphiphilen mit Alkyldiolen als Grundbaustein hingewiesen 

werden (Heiser und Dobner, 1996; Köhler et al., 2004b; Köhler et al., 2004a). Er entwickelte 

weiterhin Synthesestrategien für die Darstellung kationischer Lipide für den Gentransfer. Ein 

zentraler Baustein war die Malonsäure, wobei drei Klassen von kationischen Lipiden 

entwickelt wurden (Abb. 13). Die Klasse der Gemini-Lipide ist nicht direkt als 

Malonsäureabkömmling zu identifizieren, da hier eine Carboxylgruppe der 1,3-Dicarbon-

säurestruktur durch Decarboxylierung abgespalten wurde. Dasselbe gilt für die α-verzweigten 

Fettsäuren, welche auch „versteckte“ Malonsäure-Derivate darstellen. Die Geminilipide 

wurden in drei Dissertationsschriften bearbeitet (Erdmann, 2013; Folz, 2013; Schulze, 2006), 

aber trotz des Potenzials nie in der Fachliteratur veröffentlicht. Die α-verzweigten Fettsäuren 

wurden bereits in vorangegangenen Arbeiten publiziert (Antipina et al., 2009) und fanden 

darüber hinaus im Rahmen des vorliegenden Habilitationsprojekts Anwendung. Der Hauptteil 

der Habilitationsarbeite wurde mit der dritten Klasse, den Malonamiden, durchgeführt. 

Malonamide werden in drei Generationen eingeteilt (Abb. 13), in denen die 

Malonsäurestruktur deutlich zu erkennen ist. Die erste Generation besitzt die Malonsäure als 

Rückgrat der Lipide. Bei der zweiten Generation ist diese Rückgratstruktur um einen Lysin-

Baustein erweitert. Aufgrund dieses komplexen Rückgrats, welches durch zahlreiche 

Amidbindungen geprägt ist, werden diese Lipide auch als Peptid-mimetische Lipide 

bezeichnet. Bei der dritten Generation wurde eine weitere Alkylkette eingefügt. Die 

Untersuchung von Malonamiden der zweiten und dritten Generation nimmt den größten Teil 

der Arbeit ein. 
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Abb. 13 – Allgemeine Darstellung kationischer Lipide deren Synthese auf Malonsäure-Basis beruht. Der Malonsäurebaustein 
ist rot markiert. Die α-verzweigten Fettsäuren und die Gemini-Lipide sind Derivate der Malonsäure, welche durch 
Decarboxylierung um ein C-Atom verkürzt sind. Malonsäurediamide haben ein Rückgrat, welches aus Malonsäure (erste 
Generation) oder aus einem Malonsäure-Lysin-Konstrukt (zweite und dritte Generation) gebildet wird. In diesen Strukturen 
ist die Malonsäure orange und das Lysin lila umrahmt. Die dritte Generation der Malonsäurediamide ist durch drei 
Alkylketten charakterisiert. 

Die Synthese von Malonamiden stellte bereits das Thema meiner Diplom- und 

Dissertationsarbeit dar (Wölk, 2010; Wölk, 2014). Der Schwerpunkt in der Habilitationsphase 

wurde auf die physikochemische Charakterisierung der Lipide und ihrer Komplexe mit 

Nukleinsäuren sowie auf die Untersuchung der biologischen Aktivität gelegt. Die Ergebnisse 

werden im Verlauf dieser Habilitationsschrift präsentiert. Um dem Leser eine Einordnung in 

die Entwicklung der verschiedenen Malonsäure-basierten kationischen Lipide (ohne 

Berücksichtigung der Gemini-Lipide) zu geben, soll auf den folgenden Übersichtsartikel 

verwiesen werden (Artikel 1). 

Details sind in Artikel 1 (Anhang 1) nachzulesen! 
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7 Ergebnisse im Rahmen der Habilitationstätigkeit 

7.1 Untersuchung der Nukleinsäurekomplexierung verschiedener 
Lipidformulierungen unter Berücksichtigung der Strukturaufklärung 

7.1.1 Allgemeine Erläuterungen 

In diesem Tätigkeitsblock wurden Lipidformulierungen und ihre Nukleinsäurekomplexe mit 

Methoden aus der Biophysik untersucht, welche auf 2D- und 3D-Systemen beruhen. Der 

Fokus der zu komplexierenden Nukleinsäure lag dabei auf DNA. Bei den 3D-Methoden 

handelt es sich um Volumensysteme, in denen die Lipidformulierungen oder Lipoplexe im 

wässrigen Milieu dispergiert sind. Eine intensiv genutzte Methode war dabei die Röntgen-

beugung im Klein- und Weitwinkelbereich (small angle x-ray scattering – SAXS; wide angle 

x-ray scattering – WAXS, siehe Schema Abb. 14). Röntgenbeugungsexperimente bieten die 

Möglichkeit, Strukturen von Lipoplexen im nano-skalierten Bereich aufzuklären und 

Aussagen über die Mesophase der Lipid/DNA-Komplexe sowie der reinen Lipidformulierung 

zu treffen. Die Möglichkeiten dieser Technik zeigen die Pionierarbeiten von JOACHIM 

RÄDLER und ILYA KOLTOVER in der Gruppe von CYRUS R. SAFINYA (Rädler et al., 1997; 

Koltover et al., 1998). Als ergänzende Methoden im Volumensystem fanden schwingungs-

spektroskopische Methoden (Infrarotspektroskopie und Ramanspektroskopie) und Difference 

Scanning Calorimetry (DSC) Anwendung, um das Verständnis der Komplexbildung zwischen 

der kationischen Lipidformulierung und der DNA zu vertiefen. Dadurch wurde ein Einblick in 

das thermotrope Verhalten der Lipidformulierungen gewonnen.  

 

Abb. 14 – Schematische Darstellung eines SAXS Experiments inklusive exemplarisches Beugungsmuster und die 
dazugehörige lamellare Mesophase (Lα). 



UNTERSUCHUNG DER NUKLEINSÄUREKOMPLEXIERUNG VERSCHIEDENER 
LIPIDFORMULIERUNGEN UNTER BERÜCKSICHTIGUNG DER STRUKTURAUFKLÄRUNG 

-25- 
 

Eine weitere Möglichkeit die Wechselwirkungen in Lipidformulierungen sowie zwischen 

Lipiden und Nukleinsäuren zu verstehen, bilden 2D-Systeme, wobei im Rahmen dieser Arbeit 

Untersuchungen an der Luft/Wasser-Grenzfläche herangezogen wurden. Amphiphile 

Moleküle, wie Lipide, ordnen sich an dieser Grenzfläche an und stehen für 

Strukturaufklärungsuntersuchungen zur Verfügung (siehe Übersicht Abb. 15). Pionierarbeiten 

auf dem Gebiet von Amphiphilen an der Luft/Wasser-Grenzfläche lieferten AGNES LUISE 

WILHELMINE POCKELS (Rayleigh, 1891) und später IRVING LANGMUIR (Langmuir, 1917). 

Letzterer erhielt für seine Arbeiten an der Luft/Wasser-Grenzfläche den Nobelpreis für 

Chemie 1932. Filme aus Amphiphilen, welche nach deren Spreiten an der Luft/Wasser-

Grenzfläche entstehen, werden auch als LANGMUIR-Monoschichten (LANGMUIR-monolayer) 

bezeichnet. Diese Monoschichten werden von Molekülen in der wässrigen Subphase 

beeinflusst, was sie zu einem interessanten Modell für Interaktionsstudien macht. Eine 

Kombination verschiedener optischer Methoden der Strukturaufklärung, wie verschiedene 

Röntgenbeugungsmethoden, Röntgenfluoreszenz und schwingungsspektroskopische 

Methoden, ermöglicht es konkrete Aussagen über die Struktur der Monoschicht zu treffen 

(Blume und Kerth, 2013; Stefaniu et al., 2014; Stefaniu und Brezesinski, 2014b). Im Rahmen 

dieser Arbeit wurde die Interaktion zwischen Polynukleotiden und Lipidformulierungen, 

welche als LANGMUIR-Monoschichten präpariert wurden, auf diese Weise untersucht. 

 

Abb. 15 – Schematische Darstellung verschiedener Charakterisierungsmethoden an der LANGMUIR-Monoschicht nach 
(Stefaniu und Brezesinski, 2014b) und (Blume und Kerth, 2013). Bei den Röntgenmethoden handelt es sich um die 
Röntgenbeugung unter streifendem Einfall des Röntgenstrahls (GIXD), Röntgen-Reflektivität (XR) und zeitaufgelöste 
Röntgenfluoreszenz (TRXF). Bei der Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) wird ein IR-Spektrum von der 
Monoschicht aufgenommen und mit dem Spektrum der reinen Subphase korrigiert. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kombination aus verschiedenen Methoden am 2D-

System genutzt, um den Lipid-DNA-Interaktionsprozess besser zu verstehen. Die 

Schwerpunkte der Untersuchungen lagen auf folgende Methoden: 

 Aufnahme von Druck-Flächen-Isothermen um zu ermitteln, welchen Einfluss die 

Interaktion der DNA auf die durchschnittliche Molekülfläche der kationischen 

Lipidformulierung hat, wodurch erste Indizien für eine strukturelle Änderung der 

LANGMUIR-Monoschicht gewonnen werden können. 

 Durchführung von Grazing-incidence X-ray diffraction (GIXD) Messungen, welche 

Strukturinformationen für das Alkylkettengitter der Lipidformulierung liefern 

(Stefaniu und Brezesinski, 2014a). Dies ermöglicht das Erkennen von 

Entmischungsprozessen und Änderungen der Packungsparameter, welche durch die 

Komplexbildung zwischen Lipid und Nukleinsäure induziert werden. Zusätzlich 

können übergeordnete Strukturen wie Kopfgruppengitter der Lipide oder 

Nukleinsäuregitter identifiziert werden (Stefaniu et al., 2019; Symietz et al., 2004). 

 Unter Verwendung von Infrared reflection absorption spektoscopy (IRRAS) kann die 

gebundene Menge an Nukleinsäure quantifiziert werden (Gromelski und Brezesinski, 

2006). Weiterhin können Aussagen über den Einfluss der DNA-Komplexbildung auf 

die Struktur der Lipidmonoschicht getroffen werden. 

 Die Time resolved X-ray fluorescence (TRXF) ist eine elegante Methode, um 

Elemente nach ihrer Art und Menge zu bestimmen. Somit kann sie genutzt werden, 

um verschiedene Ionen in der Elektrochemischen Doppelschicht am geladenen 

LANGMUIR-Film zu quantifizieren (Brezesinski und Schneck, 2019). Im Rahmen der 

Arbeit wurde die Methode zur Bestimmung der Ladung verschiedener Lipide, und 

somit des Protonierungsgrads, verwendet. 

Weitere 2D- und 3D-Methoden zur Charakterisierung der Lipoplexbildung wurden sporadisch 

verwendet (z.B. Röntgenreflektivität an der Monoschicht oder Quarz-Mikro-Waage) und 

sollen hier nicht weiter besprochen werden. 

Neben der reinen Strukturaufklärung von Lipidformulierungen und deren Komplexe mit 

Nukleinsäuren sollten diese Daten auch genutzt werden, um verschiedene physikochemische 

Parameter mit der biologischen Aktivität der Lipoplexe zu korrelieren. Aus diesem Grund 

finden sich in den nachfolgenden Arbeiten neben den physikochemischen Charakteri-
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sierungen häufig auch Ergebnisse von In-vitro-Untersuchungen hinsichtlich Transfektions-

effizienz und Toxizität am Zellkulturmodell. 

7.1.2 Strukturuntersuchungen an Malonsäurediamiden der ersten Generation 

Diese Arbeiten, welche in Artikel 2 veröffentlicht wurden, erweitern die Erkenntnisse einer 

Gruppe von strukturanalogen Malonsäurediamiden der ersten Generation mit Lysinbausteinen 

im Kopfgruppenbereich. Die untersuchte Lipidreihe weist zielgerichtete Veränderungen im 

Alkylkettenmuster und im Kopfgruppenbereich auf und wurde in vorangegangenen Arbeiten 

bereits hinsichtlich der Transfektionseffizienz untersucht, wobei zwei Lipidformulierungen 

als vielversprechende Kandidaten für weitere Entwicklungsschritte hervortraten: lipid 

3/DOPE 1/3 (n/n) und lipid 6/DOPE 2/1 (n/n) (Strukturen der kationischen Lipide sind in 

Abb. 16 abgebildet) (Wölk et al., 2011). Artikel 2 zeigt nun detaillierte Strukturunter-

suchungen der Lipidreihe basierend auf SAXS/WAXS Experimenten in Kombination mit 

DSC. Ein Schwerpunkt wurde dabei auf die zuvor genannten erfolgsversprechenden 

Lipidformulierungen gelegt. Komplexe Strukturübergänge von kubischen zu lamellaren 

Strukturen und umgekehrt konnten nachgewiesen werden. Zusammenfassend zeigen die 

Daten in Kombination mit der vorangegangenen Veröffentlichung (Wölk et al., 2011), dass 

für die untersuchte Substanzklasse rigide Alkylkettensysteme von Nachteil für eine 

erfolgreiche Transfektion sind. Detaillierte Ergebnisse sind in Artikel 2 nachzulesen. 

Unter einem besonderen Aspekt wurde das 

lipid 8 (Abb. 16), ein weiterer Vertreter der 

Malonsäurediamide der ersten Generation, 

in 2D- und 3D-Systemen charakterisiert. 

Vorangegangene Arbeiten zeigten, dass 

dieses Lipid in Mischung mit Cholesterol 

sehr effektiv im Zellkultursystem transfiziert 

(Heinze et al., 2010; Dittrich et al., 2011b). 

Jedoch musste bei der Betrachtung der 

Ergebnisse Folgendes beachtet werden: Das 

kationische Lipid wurde unter Verwendung 

von Oleylamin technischer Reinheit her-

gestellt, wodurch das Transfektionslipid realistisch betrachtet neben der Verbindung lipid 8 zu 

25% auch Lipidkomponenten mit analoger Kopfgruppe aber abweichenden Alkylketten-

muster enthält. Diese Verunreinigungen weisen vorrangig gesättigte Alkylketten auf. 

Abb. 16 – Vertreter der Malonsäurediamide der 1. Generation,
welche in diesem Abschnitt behandelt werden. 



UNTERSUCHUNG DER NUKLEINSÄUREKOMPLEXIERUNG VERSCHIEDENER 
LIPIDFORMULIERUNGEN UNTER BERÜCKSICHTIGUNG DER STRUKTURAUFKLÄRUNG 

-28- 
 

Physikochemische Untersuchungen von lipid 8 in 3D- (Dittrich et al., 2011b) und 2D-

Modellsystemen (Dittrich et al., 2011a) zeigen deutlich Einflüsse dieser gesättigten 

Lipidverunreinigungen. Aus diesem Grund sollte der Frage nachgegangen werden, ob diese 

Verunreinigungen einen Effekt auf die Transfektionseffizienz haben, da andere 

Beobachtungen zeigten, dass gesättigte Lipide vom Nachteil für die Transfektion sind (z.B. 

Ergebnisse aus Artikel 2). Zur Klärung der Fragestellung wurde ein „Alkylketten-reines“ 

Analogon von lipid 8, das lipid 8p, synthetisiert und in vergleichenden Untersuchungen in 

Volumensystemen und am Monoschichtmodell untersucht. Die Ergebnisse sind in Artikel 3 

veröffentlicht. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Verunreinigungen im Anteil von ≈ 

25% in physikochemischen Untersuchungen Effekte zeigten (z.B. Entmischungstendenzen, 

Veränderung des Phasenübergangsverhaltens in der DSC und in den LANGMUIR-Isothermen) 

aber keinen signifikanten Einfluss auf die DNA-Bindungskapazität der Lipidformulierung 

hatten. Das Transfektionsverhalten am Zellkulturmodell war vergleichbar. Detaillierte 

Ergebnisse sind in Artikel 3 nachzulesen. 

 

Details sind in Artikel 2 (Anhang 2)und Artikel 3 (Anhang 3) nachzulesen! 
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7.1.3 Strukturuntersuchungen an Malonsäurediamiden der zweiten Generation 

Von den Malonsäurediamiden der zweiten Generation stand zu Beginn der Arbeiten eine 

große Substanzbibliothek mit zielgerichteten Variationen im Kopfgruppenbereich und im 

Alkylkettenmuster zur Verfügung (Wölk, 2014; Wölk et al., 2013), welche in Abb. 17 

dargestellt ist. Jedoch war die biologische und physikochemische Charakterisierung zu diesem 

Zeitpunkt nur sporadisch durchgeführt worden. 

Abb. 17 – Substanzbibliothek von Malonsäurediamiden der zweiten Generation mit systematischen Modifikationen der 
Alkylkettenmuster und der hydrophilen Kopfgruppenstruktur. Die primären Aminofunktionen sind blau hervorgehoben, 
wobei sich die Kopfgruppentypen 14 und 4 nicht in der Anzahl, sondern in der chemischen Umgebung und räumlichen 
Anordnung der Aminofunktionen unterscheiden. Die variablen Alkylketten sind orange gekennzeichnet. 

Eine ungeklärte Fragestellung richtete sich an die Aufklärung des pH-abhängigen Protonier-

ungsverhaltens der Lipide. Dieses beeinflusst den Ladungszustand der Verbindungen und 

damit das Komplexierungsverhalten von Nukleinsäuren. In Artikel 4 wurde sich dieser 

wissenschaftlichen Fragestellung angenommen. Die Methode der Wahl war TRXF an der 

Lipidmonoschicht. Die Auswahl geeigneter Ionentypen in der Subphase (Cs+ und Br-) und die 

Verwendung des kationischen Tensides DODAB (Dioctadecyldimetylamoniumbromid) als 

pH-Wert-unabhängigen Ladungsstandard erlaubten es den Protonierungsgrad der Malonsäure-

diamide zu bestimmen. Da für die Untersuchungen genehmigte Messzeiten an Synchrotron-

quellen notwendig waren, konnten nicht alle Substanzen aus der Lipidbibliothek vermessen 

werden. Es wurde mit den Lipiden TH10, OO10, TH14, OH14, OO14, TH4, OH4 und OO4 

eine Gruppe an Verbindungen mit systematischen Strukturveränderungen ausgewählt. Die 

Arbeit konnte beweisen, dass der Protonierungsgrad nicht nur von der Kopfgruppenstruktur, 

sondern auch maßgeblich vom Alkylkettenmuster beeinflusst wurde. Lipide mit einer 

Hexadecylkette im lipophilen Molekülteil wiesen bei gleicher Kopfgruppe einen geringeren 

Protonierungsgrad auf als die Analoga mit zwei Oleylketten. Packungsdichten schienen dabei 
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den apparenten pKs-Wert der Lipide maßgeblich mit zu beeinflussen. Diese Beobachtungen 

lieferten eine Erklärung für den Fakt, dass gesättigte Lipide mit rigiden Alkylketten die 

weniger Effizienten Transfektionslipide sind. Dennoch gilt es darauf hinzuweisen, dass neben 

dem Protonierungsgrad andere Faktoren die Transfektionseffizienz von Lipidformulierungen 

beeinflussen, was im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit zum Ausdruck kommen wird. 

In einer weiteren Reihe von Experimenten wurden die Lipide vom Kopfgruppentyp 10 (Abb. 

17) systematisch in 2D- und 3D-Modellsystemen untersucht. Auch in diesem Fall erfolgte 

eine begrenzte Lipidauswahl aus der Substanzbibliothek aufgrund der eingeschränkten 

Zugangsmöglichkeit zu europäischen Synchrotronquellen. In Artikel 5 wurde das 

Assoziationsverhalten der Lipide als Einzelkomponente an der Luft/Wasser-Grenzfläche 

beschrieben, wobei deutlich der „fluidisierende“ Einfluss der Oleylketten zum Ausdruck 

kommt. GIXD-Untersuchungen zeigten zusätzlich zum erwarteten Alkylkettengitter der 

Lipide eine Überstruktur eines weiteren Strukturgitters, welches sich aufgrund von 

Wasserstoffbrückenbindungen im Bereich des Rückgrats und der Kopfgruppe ausbilden 

konnte. Dabei ähnelte der ermittelte Wiederholabstand einem Strukturparameter der β-

Faltblattstruktur in Peptiden, wodurch der Peptid-mimetische Charakter der zweiten 

Generation der Malonsäurediamide untermauert wurde. Artikel 5 demonstrierte weiterhin, 

dass das DNA-Bindungsverhalten der Lipide vom Alkylkettenmuster beeinflusst wurde. So 

konnten Lipide mit ungesättigten Alkylketten mehr DNA binden. Eine mögliche Erklärung 

bietet der höhere Protonierungsgrad bei gleicher Kopfgruppenstruktur mit steigender Anzahl 

fluider, ungesättigter Alkylketten (siehe Artikel 4). In Artikel 6 wurden die Lipide der 

Kopfgruppe 10 im 3D-Modell untersucht. Hier wurden Untersuchungen der Phasenlage der 

reinen Lipide durchgeführt, wobei DSC, schwingungsspektroskopische Methoden, SAXS- 

und WAXS-Messungen zum Einsatz kamen. Auch hier wurde das Wasserstoffbrücken-

netzwerk im Bereich des Lipidrückgrats identifiziert. In Artikel 6 wurden weiterhin 

Mischungen aus den Malonsäurediamiden mit DOPE als Co-Lipid betrachtet. DOPE brach 

dabei das Wasserstoffbrückennetzwerk in den kationischen Lipiden auf, störte die 

Kettenpackung und resultierte in eine Lipidformulierung mit erhöhter Kettenfluidität. Es 

bildeten sich kubische Mesophasen aus und nach DNA-Komplexierung konnten verschiedene 

Lipoplexstrukturen beobachtet werden, wobei kubische und lamellare Strukturen dominierten. 

Die effektivste Mischung in den Transfektionsuntersuchungen am Zellkulturmodell, 

OO10/DOPE 1/1 (n/n) N/P 4, bildete lamellare Lipoplexe aus. 
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Details sind in Artikel 4 (Anhang 4), Artikel 5 (Anhang 5) und Artikel 6 (Anhang 6) 

nachzulesen! 
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7.2 Optimierung ausgewählter Lipidmischungen als Transfektionssysteme 
für die systemische Applikation 

7.2.1 Allgemeine Erläuterungen 

In diesem Kapitel liegen die Schwerpunkte darin, ausgewählte Transfektionssysteme aus den 

vorliegenden Substanzbibliotheken hinsichtlich des Assoziationsverhaltens zu 

charakterisieren, die DNA-Komplexierung besser zu verstehen, die Lipidformulierung zu 

optimieren und die Interaktion mit biologischen Materialien zu untersuchen. Eine Vielzahl an 

analytischen Methoden und biologischen Assays fanden dabei Anwendung. Diese werden in 

den einzelnen Artikeln beschrieben. Um zukünftige In-vivo-Tests für die systemische 

Applikation von Lipoplexen vorzubereiten, wurden auch Hämokompatibilitätstests 

durchgeführt. Erste In-vivo-Versuche mit Tierersatzmodellen nach dem 3R-Prinzip für 

Tierversuche (replace – ersetzen/vermeiden, reduce – verringern, und refine - verbessern) 

wurden durchgeführt. Dieses Testprinzip wurde mit dem Ziel einer Reduktion von 

Tierexperimenten in der europäischen Gesetzgebung verankert (europäische Richtlinie 

2010/63/EU). Im folgenden Teil werden vier vielversprechende Lipidformulierungen für die 

Weiterentwicklung als Transfektionssystem präsentiert. Die kationischen Komponenten 

dieser Formulierungen sind in Abb. 18 dargestellt. 

 

Abb. 18 – Neu entwickelte kationische Lipide, welche in effektive Lipidformulierungen resultierten und die in den folgenden 
Kapiteln näher betrachtet werden.  

7.2.2 OO4/DOPE 1/3 Lipoplexe 

OO4 (Abb. 18) ist ein vielversprechendes Transfektionslipid. Im vorangegangenen Kapitel 

fand es bereits Erwähnung in Artikel 4. Das Potential als Transfektionslipid zeigte sich 

bereits mit den ersten Zellkulturversuchen (unveröffentlichte Daten). Detaillierte 

Aufnahmestudien konnten im Rahmen einer Kooperation mit dem National Center for 

Nanoscience and Technology (Beijing, China) durchgeführt und veröffentlicht werden (Zhang 
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et al., 2015). Die Arbeit zeigte, dass die Liposomenformulierung OO4/DOPE 1/3 (n/n) 

effizient von Zellen phagozytiert und aus dem Endosom in das Zytoplasma freigesetzt werden 

konnte. 

Ziel weiterführender Arbeiten war es die Lipidformulierung zu optimieren, wobei die 

Formulierungen OO4/DOPE und OO4/DPPE vergleichend untersucht wurden. Dieser 

Vergleich wurde gewählt um den Einfluss einzelner Komponenten auf die Eigenschaften der 

Formulierung besser zu verstehen. Die Charakterisierung auf physikochemischer Ebene 

wurde in Artikel 7 veröffentlicht. Die Strukturaufklärungen lieferten detaillierte Einblicke in 

die pH-abhängige Strukturbildung der Lipidformulierungen OO4/DOPE 1/3 (n/n) und 

OO4/DPPE 1/3 (n/n) sowie deren Lipoplexe. Es wurde demonstriert, dass die Ladungsdichte 

und DNA-Bindungskapazität vom pH-Wert und der Zusammensetzung der Lipidformulierung 

beeinflusst worden sind. Von großer Relevanz waren dabei die Effekte der Co-Lipidspezies 

auf die Lipoplexstrukturen. So konnten bei pH 3 OO4/DOPE 1/3 (n/n) Lipoplexe von 

hexagonaler Struktur nachgewiesen werden und bei pH 6,5 kubische Strukturen. OO4/DPPE 

1/3 (n/n) Lipoplexe wiesen bei beiden pH-Werten lamellare Strukturen auf. Letztere 

Lipoplexformulierung war im Zellkulturmodell weiterhin weniger effizient. In der Literatur 

wird immer wieder diskutiert, dass die Ausbildung von nicht-lamellaren Strukturen während 

der endosomalen Reifung nach der endozytotischen Aufnahme für eine Freisetzung von 

Lipoplexen in das Zytoplasma verantwortlich sein kann (Degors, Isabelle M. S. et al., 2019; 

Zuhorn et al., 2005; Hoekstra et al., 2007). Die in Artikel 8 veröffentlichten Experimente 

untersuchten die Stabilität von Lipoplexen der beiden Lipidformulierungen in Gegenwart von 

Polyanionen und Blutserumkomponenten. Diese Stabilitätsuntersuchungen beinhalteten neben 

der Untersuchung der unerwünschten DNA-Freisetzung und den damit verbundenen 

enzymatischen Abbau der Nukleinsäuren auch Untersuchungen zur kolloidalen Stabilität der 

Lipoplexformulierung in biologisch relevanten Medien. So zeigte die Arbeit, dass die 

Mischung von OO4 mit DOPE der Formulierung mit DPPE überlegen war. OO4/DOPE 1/3 

(n/n) Lipoplexe komplexierten Nukleinsäuren effizient, waren stabil gegen den Abbau durch 

Serumkomponenten und zeigten keine Aggregation in Anwesenheit von Serum. Details der 

Arbeiten sind in Artikel 8 nachzulesen. 

 

Details sind in Artikel 7 (Anhang 7) und Artikel 8 (Anhang 8) nachzulesen! 
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7.2.3 T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) Lipoplexe 

Neben der in Abb. 18 gezeigten Substanzbibliothek standen auch homologe Reihen von 

verzweigten Fettsäuren zur Verfügung. Diese wurden systematisch mit dem Co-Lipid DOPE 

zu kationischen Liposomen formuliert und hinsichtlich der Transfektionseffizienz im 

Zellkulturmodell charakterisiert. T14diLys (Abb. 18) trat dabei als effektiver Vertreter für 

eine erfolgreiche In-vitro-Transfektion hervor. Die Ergebnisse wurden in Artikel 9 

zusammengefasst. Bei den Untersuchungen stellte sich die Lipidformulierung 

T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) als besonders effizient heraus. Sie zeichnete sich durch eine 

effiziente DNA-Komplexierung und eine hohe Transfektionseffizienz im Zellkultursystem 

aus, wobei auch in Gegenwart von Serum ein effektiver DNA-Transfer beobachtet wurde. 

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde diese Formulierung hinsichtlich ihrer Eignung für die 

systemische Applikation näher untersucht. Die Details sind in Artikel 10 nachzulesen. 

Verschiedene In-vitro-Untersuchungen demonstrierten eine hohe Stabilität der Lipoplex-

formulierung gegenüber Serumkomponenten. So konnte ein Schutz vor enzymatischen Abbau 

durch Nukleasen im Serum nachgewiesen werden. Des Weiteren war die Protein-induzierte 

Aggregation der Lipoplexformulierung auf einem sehr niedrigen Niveau. Die Abwesenheit 

hämolytischer und hämorrhagischer Aktivität wurde für einen bestimmten Konzen-

trationsbereich an Lipoplexen nachgewiesen. Die Proteinkorona scheint dabei eine wichtige 

Rolle zu spielen. Somit geben diese Arbeiten wichtige Parameter der Lipoplexformulierungen 

an, welche für weiterführende In-vivo-Versuche beachtet werden müssen. Erste 

Zellkulturversuche mit der Lipoplexformulierung T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) demonstrierten 

das Potenzial Makrophagen, Endothelzellen und Lymphozyten zu transfizieren. Ob sich diese 

Experimente in therapeutische Anwendungen überführen lassen, muss in weiteren Versuchen 

geklärt werden. 

 

Details sind in Artikel 9 (Anhang 9) und Artikel 10 (Anhang 10) nachzulesen! 
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7.2.4 DiTT4 Lipoplexe 

Das kationische Lipid DiTT4 (Abb. 18) ist der bisher einzige Vertreter der 

Malonsäurediamide der dritten Generation. Es zeichnete sich durch ein besonderes 

Assoziationsverhalten im wässrigen Milieu aus. Es wurde nachgewiesen, dass DiTT4 bei pH 5 

Wurmmizellen ausbildete, bei pH 7,3 aber erfolgreich zu Liposomen formuliert werden 

konnte. Dieser Strukturwechsel fand demzufolge in einem pH-Bereich statt, der bei der 

Reifung des Endosoms der Zelle durchlaufen wird. Erste Untersuchungen zeigten, dass DiTT4 

in der Lage war DNA zu komplexieren sowie einen effektiven Nukleinsäuretransfer im 

Zellkulturmodell zu erzielen. Die Details dieser Studien wurden in Artikel 11 veröffentlicht. 

Da kationische Lipide zur Effizienzsteigerung üblicherweise mit Co-Lipiden gemischt 

werden, wurden detaillierte Studien zur Mischung von DiTT4 mit den Phospholipiden DOPE 

(das klassische Co-Lipid), DMPE (das Phosphatidylethanolamin mit C-14-Ketten analog zu 

DiTT4) und DMPC (das Phosphatidylcholin mit C-14-Ketten analog zu DiTT4) durchgeführt. 

Die Ergebnisse wurden erfolgreich publiziert (Wölk et al., 2015), werden jedoch nicht in 

dieser Arbeit präsentiert, um den Umfang in Grenzen zu halten. Dennoch soll an dieser Stelle 

diese Studie kurz zusammengefasst werden. Die Mischungen mit DOPE zeigten die 

geringsten Tendenzen zur Phasenseparation und konnten als Liposomen formuliert werden. 

Auch in den Transfektionsstudien am Zellkulturmodell war die Lipidformulierung 

DiTT4/DOPE diejenige mit dem größten Potenzial für weiterführende Untersuchungen. Selbst 

in Anwesenheit von hohen Serumkonzentrationen war der In-vitro-Gentransfer effizient. 

Trotz dieser positiven Ergebnisse wurde die Transfektion mittels Co-Lipid-freien 

Formulierungen von DiTT4 weiterverfolgt, da ein solches System einfacher im Rahmen der 

pharmazeutischen Herstellung zu handhaben ist. Da die Liposomen aus nur einer 

Lipidkomponente bestehen sind Upscaling-Prozesse und eine GMP-konforme Herstellung 

potenziell leichter zu realisieren. Somit sollte das Verständnis der Struktur und der 

biologischen Aktivität von DiTT4-Lipoplexen vertieft werden. Aus dieser Fragestellung 

heraus wurde Artikel 12 veröffentlicht. In dieser Arbeit wurden DiTT4 Lipoplexe genauer 

charakterisiert. Es handelte sich um lamellare Lipoplexe mit Partikelgrößen in einem Bereich, 

welcher die intravenöse Applikation erlaubt. Auch hier wurden die Serumstabilität und die 

Hämokompatibilität genauer untersucht, wobei die Lipoplexformulierung durch seine 

Stabilität und der geringen Hämolysetendenz positiv evaluiert wurde. Als finales Proof-of-

concept-Experiment am komplexen biologischen System wurde die Transfektionseffizienz an 

der Chorion-Allantois-Membran des fertilisierten Hühnereis (CAM-Model) getestet. Hierbei 

handelt es sich um ein Ersatzmodel für Tierversuche im Sinne der 3R-Strategie (Luepke und 
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Kemper, 1986; Schendel et al., 1994). Die DiTT4-Lipoplexe wurden am CAM-Modell im 

Vergleich zum Goldstandard Lipofectamine-2000® getestet und waren diesem deutlich 

überlegen. Folglich ist diese Lipoplexformulierung ein vielversprechender Kandidat für die 

Weiterentwicklung im Rahmen einer therapeutischen Anwendung. 

 

Details sind in Artikel 11 (Anhang 11) und Artikel 12 (Anhang 12) nachzulesen! 
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7.2.5 OH4/DOPE 1/1 (n/n) Lipoplexe 

Eine weitreichende Charakterisierung wurde mit dem Lipid OH4 (Abb. 18) durchgeführt, 

einem Malonsäurediamid der zweiten Generation. Bereits in den ersten Screening-Tests stellte 

sich dieses Lipid gegenüber dem Strukturanalogon TH4 als deutlich überlegen heraus. Die 

Effizienz konnte durch die Wahl eines geeigneten Co-Lipids, in diesem Falle DOPE, 

verbessert werden (Janich et al., 2014). Im Rahmen der Habilitationsarbeit sollte das 

Verständnis für diese Lipidformulierung erweitert werden. In dieser Absicht wurden 

biologische und physikochemische Untersuchungen durchgeführt, welche in Artikel 13 

veröffentlicht wurden. Es wurden die Lipidformulierungen TH4/DOPE 1/1 (n/n), TH4/DPPC 

1/1 (n/n), OH4/DOPE 1/1 (n/n) und OH4/DPPC 1/1 (n/n) vergleichend untersucht. Die Arbeit 

demonstrierte, dass eine effiziente Mischung der kationischen Lipidkomponente mit dem Co-

Lipid wichtig für die Optimierung der Lipidformulierung ist. Dabei muss die Lipidmischung 

für eine erfolgreiche Transfektion die optimale Ladungsdichte und damit Bindungsstärke für 

DNA aufweisen. Nur im Ladungsdichteoptimum kann die Stabilität in Anwesenheit der 

extrazellulären Matrix gewährleistet werden, während dennoch eine intrazelluläre Freisetzung 

der DNA ermöglicht wird. Die effiziente zelluläre Aufnahme von OH4/DOPE 1/1 (n/n) 

Lipoplexen wurde in einer ausführlichen Mikroskopie-basierten Untersuchung demonstriert 

(Janich et al., 2017b). Um das Mischungsverhalten der vier Lipidformulierungen aus Artikel 

13 genauer zu verstehen, wurden diese vor und nach der Komplexierung von DNA mittels 

SAXS/WAXS-Messungen, Elektronenmikroskopie und Infrarot-Spektroskopie untersucht 

(Artikel 14). Die beobachteten Entmischungsphänomene waren morphologischer Art, so dass 

verschiedene Lipid-Assoziate nebeneinander vorlagen (z.B. Liposomen neben Lipidbändern, 

Lipidbänder neben Lipidscheibchen). Dennoch bildeten sich lamellare Lipoplexe mit allen 

Formulierungen aus. Auch hier fanden sich Unterschiede im Wiederholabstand des DNA-

Gitters und im Wiederholabstand der verschiedenen lamellaren Schichten, welche auf die 

Bindungsstärke zwischen Lipidformulierung und DNA zurückzuführen waren. Somit wurde 

auch in dieser Studie die Ladungsdichte als wichtiger Parameter hervorgehoben. Sie bestimmt 

die Bindungsstärke zwischen DNA und kationischer Lipidformulierung mit und hat einen 

Einfluss auf den DNA-Gitterabstand (Yan et al., 2012). In einer weiteren Untersuchungsreihe 

wurden die vier Lipidformulierungen zusätzlich an der LANGMUIR-Monoschicht untersucht 

(Artikel 15), wobei Druck-Flächen- sowie Adsorptions-Isothermen ausgewertet wurden. Des 

Weiteren wurden die Lipidmonoschichten mittels IRRAS sowie Fluoreszenz-

mikroskopischen Methoden untersucht. Diese Ergebnisse am 2D-Modell untermauerten die 

Hypothesen, welche in Artikel 13 und Artikel 14 aufgestellt wurden, nämlich, dass ein 
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ideales Mischungsverhalten der Lipidkomponenten für die Transfektion von Vorteil ist. Die 

Komplexbildung zwischen kationischer Lipidformulierung und DNA beeinflusste auch das 

Mischungsverhalten zwischen kationischem Lipid und Co-Lipid im 2D-System (Artikel 15). 

Die effektive Mischung OH4/DOPE 1/1 (n/n) zeigte keine Entmischungstendenzen bei der 

DNA-Komplexierung, die Mischung OH4/DPPC 1/1 (n/n) dagegen deutlich. 

Zusammenfassend muss bei der Entwicklung von kationischen Lipidformulierungen für die 

Lipofektion auf ein optimales Zusammenspiel von Mischbarkeit und Ladungsdichte geachtet 

werden. Weiterführende Arbeiten loteten die Beladungskapazität aus, wobei demonstriert 

wurde, dass mit Hilfe der Mischung OH4/DOPE 1/1 (n/n) das komplette HIV-Genom 

transfiziert werden konnte (Janich et al., 2020).  

Da die Lipidformulierung OH4/DOPE 1/1 (n/n) im Zellkulturmodell sehr effizient war, 

wurden Hämokompatibilitätsstudien in Verbindung mit In-vivo-Studien im Sinne der 3R-

Strategie durchgeführt. Die Ergebnisse werden derzeit für eine Veröffentlichung 

zusammengefasst. Dennoch soll hier ein kurzer Einblick in die Ergebnisse gegeben werden, 

um das Potenzial der Lipoplexformulierung zu veranschaulichen. Bis zu einer Konzentration 

von 125 µg/ml traten keine hämolytischen Effekte im In-vitro-Test auf (Abb. 19A). Die 

Lipoplexformulierung mit einem Modellplasmid, welches GFP kodiert, transfizierte 

erfolgreich am CAM-Modell. Als weiteres Ersatzmodell für genehmigungspflichtige 

Tierversuche wurde die Lipoplexformulierung am Zebrafischembryomodell hinsichtlich 

Transfektionseffizienz und Bioverteilung untersucht (Sieber et al., 2019; Campbell et al., 

2018). Diese Versuche wurden im Rahmen eines ERASMUS-Austauschprojekts an der 

Universität Leiden unter Betreuung von JEROEN BUSSMANN (Assistent Professor, Leiden 

Academic Centre for Drug Research LACDR/Drug Delivery Technology) durchgeführt. In der 

Versuchsreihe wurden die Lipoplexe mit pDNA oder mRNA beladen, welche für das 

Reportergen GFP codierten. Die Lipoplexe verteilten sich effizient im Gefäßsystem des 

Fischembryos und transfizierten Endothelzellen, wobei vorrangig Endothelzellen am Herzen 

Effekte zeigten (Abb. 19D-I). Weiterhin wurde auch die Möglichkeit Neurone zu 

transfizieren untersucht. Nach Applikation in die Hirnventrikel verteilten sich die Lipoplexe 

im Liquour und transfizierten effizient Neurone (Abb. 19B, C). Eine aktuelle Kooperation mit 

Partnern an der Universität Wien ergab die Möglichkeit eine Pilotstudie an drei Mäusen 

durchzuführen. Die intravenöse Applikation der Lipoplexe zeigte keinerlei akut toxischen 

Effekte und eine nachweisbare Transfektion in der Lunge (Daten nicht präsentiert). Dies 

verdeutlicht auch den Erfolg der vorangegangenen Arbeiten zur Charakterisierung und 
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Optimierung der Formulierung. Diese weiterführenden Versuche legitimieren nun einen 

Fokus auf therapeutische Anwendungen. 

 

Abb. 19 – Weiterführende Untersuchungen von OH4/DOPE 1/1 Lipoplexen. A) Hämolytische Akivität (in vitro) von 
OH4/DOPE 1/1 (n/n) Lipoplexen unterschiedlicher Konzentration. Die Hämolyse-Aktivität ist nach den ASTM-Richtlinien 
beurteilt. B) Draufsicht auf den Zebrafischembryoschädel 1hpi (hours post injection) nach Injektion einer OH4/DOPE 1/1 
(n/n) N/P 4 Lipoplexformulierung (Rhodamin-DOPE label, magenta) in den Hirnventrikel. Die Injektion erfolgte 54 hpf 
(hours post fertilization) am Embryo. Die grünen Strukturen sind GFP-markierte Makrophagen der transgenen Fischlinie. Die 
Lipoplexformulierung verteilte sich im Liquorraum. C) Draufsicht auf den Zebrafischembryoschädel nach intraventrikulärer 
Injektion einer OH4/DOPE 1/1 (n/n) N/P 4 pDNA Lipoplexformulierung (Rhodamin-DOPE label, magenta) 24 hpi. Die 
Injektion erfolgte 54 hpf. Die grünen Strukturen sind GFP-exprimierende Zellen. Da es sich um einen Wilddtyp Embryo 
handelt kann eine GFP Expression nur auf das eingeschleuste GFP-Reportergen der Lipoplexe zurückgeführt werden. D) 
Schematische Darstellung des Zebrafischembryos 54 hpf. E) Transgene Fischlinie 54 hpf mit RFP-exprimierenden 
Endothelzellen (rot). Die Abbildung zeigt somit das komplette Gefäßsystem des Zebrafischembryos in diesem 
Entwicklungsstadium. Die grün fluoreszierenden Zellen am Herz sind ein Resultat der Transfektion mit OH4/DOPE 1/1 (n/n) 
N/P 4 Lipoplexen, welche mit GFP-kodierender pDNA beladen waren. F-I) Transfektionsexperimente am wildtyp 
Zebrafischembryo (54 hpf) mit pDNA oder mRNA beladenen Lipoplexen 24 hpi. Die Nukleinsäure kodierte in jedem Fall für 
GFP. Bei der grünen Fluoreszenz im Dotter handelt es sich um Autofluoreszenz. Die Lipoplexformulierung und die  
verwendete Nukleinsäure sind im unteren Teil des jeweiligen Bildes angegeben. Die Transfektion fand vorrangig am Herzen 
statt. OH/DOPE 1/1 NP4 Lipoplexe waren dem Standard Lipofektamin 2000 überlegen.  
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Details sind in Artikel 13 (Anhang 13), Artikel 14 (Anhang 14) und Artikel 15 (Anlage 15) 

nachzulesen! 
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7.3 Spezielle Anwendungen von Malonsäurediamiden 

7.3.1 Allgemeine Erläuterung 

Um das Anwendungsspektrum der Malonsäurediamide zu erweitern, wurden nachfolgende 

Projekte gestartet. In diesen werden die kationische Ladung oder die freien Aminogruppen der 

Lipide genutzt, um komplexere Systeme zu entwickeln, welche über den Bereich der 

Gentherapie hinaus Anwendung finden sollen. Die in diesem Kapitel aufgeführten Projekte 

können im Bereich der regenerativen Medizin und der Materialwissenschaften angesiedelt 

werden. Die folgenden zwei Kapitel werden diese weiterführenden Arbeiten im Detail 

vorstellen. 

7.3.2 Malonsäurediamide der 2. Generation im Bereich der regenerativen 
Medizin mit Schwerpunkt auf die Knochenregeneration 

Die regenerative Medizin ist ein Bereich der Biomedizin der sich mit der Reparatur, dem 

Ersatz sowie der Regeneration von zellulären, gewebsbedingten und organischen 

Funktionsstörungen unterschiedlicher Genese beschäftigt (Jungebluth et al., 2015). ATMPs 

stellen dabei die Mittel der Wahl dar. Im Rahmen dieser Arbeit und als Bestandteil des DFG 

Projekts 396823779 lag der Fokus auf der Regeneration von Knochengewebe. In der 

westlichen Welt weisen schätzungsweise 5-10% aller Knochenbrüche eine unzureichende 

Heilung auf, wodurch lange Arbeitsausfälle und erhebliche Kosten im Gesundheitssystem 

entstehen (Bessa et al., 2008a). Knochengewebe ist ein komplexes dynamisches Gewebe, 

welches sich aus organischen und anorganischen Bestandteilen zusammensetzt (Salgado et 

al., 2004). So stellt die Ausbesserung von großen Knochendefekten in der regenerativen 

Medizin immer noch eine enorme Herausforderung dar. Einen ausführlichen Überblick über 

die Möglichkeiten der Bildung von Knochen in der regenerativen Medizin bieten die 

Übersichtsartikel von SALGADO et al. (Salgado et al., 2004) sowie AMINI et al. (Amini et al., 

2012). Eine vielversprechende Methode ist dabei die induzierte Differenzierung von 

Stammzellen nach der Rekrutierung an künstlichen Gerüstsubstanzen. Bone morphogenic 

proteins (BMP‘s) sind Zytokine, welche eine wichtige Rolle in der Osteoneogenese spielen 

(Salgado et al., 2004; Bessa et al., 2008a). Das von der FDA zugelassene BMP-2 spielt in 

diesem Zusammenhang eine führende Rolle. Dennoch gibt es Nachteile bei der Anwendung 

des Proteins. So beträgt die therapeutische Dosis beim Menschen 800 μg/ml (Bessa et al., 

2008a), was einen hohen Bedarf an kostenintensiven Proteintherapeutika bedeutet. Ein 

weiteres Problem stellen der enzymatische Abbau und die physikalische Stabilität des Peptids 

dar. Weiterhin werden BMP‘s durch körpereigene Inhibitoren wie Noggin oder Sclerostin 
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inhibiert. Ein zusätzliches Problem bei der Anwendung von BMP‘s stellt die Bildung von 

spezifischen Antikörpern dar, was neben einer erhöhten Abbaurate auch zu immunologischen 

Komplikationen führen kann (Bessa et al., 2008a; Bessa et al., 2008b). Die Arbeitsgruppe um 

CATHERINE PICART versucht diese Probleme durch BMP-2 beladene Polyelektrolytmulti-

schichtsysteme (PEM-Filme) als lokale Freisetzungssysteme zu umgehen (Bouyer et al., 

2016; Crouzier et al., 2009). Einen anderen Ansatz nutzen PARK et al. durch die Liposomen-

vermittelte transiente BMP-2 Expression (Park et al., 2007). 

Mit Hilfe der lokalen transienten In-situ-Transfektion, in diesem Fall der Implantat-

vermittelten Transfektion am Knochendefekt, werden rekrutierte körpereigene Zellen selbst 

angeregt BMP-2 räumlich und zeitlich begrenzt zu bilden, wodurch das Risiko der 

ektopischen Knochenbildung stark verringert wird. Weiterhin sind Nukleinsäuren in der 

Anwendung und Haltbarkeit stabiler als Proteine. Somit galt es ein Tansfektionssystem zu 

entwickeln, welches als flexibler, Lipoplex-beladener Film auf Implantate jeglicher Form 

aufgetragen werden kann. Die Entwicklung der Proof-of-Concept-Strategie für ein solches 

System wurde in Artikel 16 veröffentlicht. Die Arbeit charakterisierte ein Polyelektrolyt-

Multischichtsystem basierend auf der alternierenden Adsorption von Chitosan und 

Hyaluronsäure, in das OH4/DOPE 1/1 (n/n) Lipoplexe eingebettet wurden (siehe auch 7.2.5). 

Die Filme, welche eine Dicke im Sub-Mikrometerbereich aufwiesen, wurden intensiv 

charakterisiert und die Beladung mit den Lipoplexen optimiert. Weiterhin wurden die 

Wechselwirkungen von Zellen mit den Filmen hinsichtlich der Adhäsivität der Zellen und der 

Transfektioneffizienz der Filme untersucht. Erste Tests in Hinblick auf die In-vivo-

Anwendung wurden unter Verwendung des zuvor erwähnten CAM-Modells durchgeführt. 

Die Datenlage aus Artikel 16 zeigte, dass die auf Hyaluronsäure und Chitosan basierenden 

Lipoplex-beladenden Filme ein effizientes System für die In-situ-Transfektion darstellen. 

Aktuelle weiterführende Arbeiten beschäftigen sich mit der Wechselwirkung zwischen 

diesem Transfektionssystem und humanen Stammzellen, wobei die Lipoplexe mit einem für 

BMP-2 kodierenden Plasmid beladen sind. So konnte durch Nutzung dieses Systems eine 

Mineralisierung der Stammzellkultur nachgewiesen werden, ein starkes Indiz für eine 

osteogene Differenzierung (Abb. 20). 

Eine weitere Strategie die osteogene Differenzierung zu induzieren, ist die Applikation von 

Dexamethason, wobei liposomale Formulierungen ideale Trägersysteme für das 

Glucocorticoid darstellen (Monteiro et al., 2015). Die Lipidformulierungen mit 

Malonsäurediamiden sind in der Lage kationische Liposomen zu bilden. Aufgrund dieser 
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Voraussetzungen wurde ein Arzneistoffträgersystem - basierend auf Polyelektrolytmulti-

schichten - entwickelt, welches mit Dexamethason-haltigen Liposomen beladen wurde. Die 

Liposomen enthielten Malonamide der zweiten Generation, welche es ermöglichten, eine 

genügend starke positive Ladung für ein erfolgreiches Einbetten in die PEM’s zu erzeugen. 

Die Ergebnisse wurden in Artikel 17 zusammengefasst. Als Liposomenformulierung diente 

OO4/DOPE 1/3 (n/n) die mit 2,5 % (Masse) Dexamethason beladen waren (siehe auch 7.2.2). 

Als Polyelektrolyte für den Filmaufbau wurden Kollagen Typ 1 und Chondroitinsulfat 

gewählt. Beide Polyelektrolyte sind Bestandteile der extrazellulären Matrix und können 

Zellen in ihrer Differenzierung beeinflussen (über direkten Integrin-vermittelten Kontakt oder 

indirekt über Wachstumsfaktoren mit Bindungsmotiven für die extrazelluläre Matrix) (Di 

Lullo et al., 2002; Hachim et al., 2019). Die Arbeit zeigte den effektiven Einbau der 

OO4/DOPE 1/3 (n/n) Liposomen in die Polyelektrolytmultischicht. Weiterhin konnte die 

Aufnahme der Liposomen von Zellen, welche auf dem Film wachsen, gezeigt werden. 

Weitere Untersuchungen demonstrierten eine erfolgreiche osteogene Differenzierung von 

Zellen auf den Multischichtsystemen, welche mit Dexamethason-haltigen Liposomen beladen 

wurden. 

Somit zeigen die beiden Arbeiten, dass kationische Lipidformulierungen auch in komplexen 

Systemen für die Arzneistofffreisetzung aus Biomaterialien angewendet werden können. Da 

es sich bei diesen zwei Arbeiten um erste Proof-of-concept-Studien handelte, soll die 

Weiterentwicklung dieser Systeme in zukünftigen Arbeiten erfolgen. 
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Details sind in Artikel 16 (Anhang 16) und Artikel 17 (Anhang 17) nachzulesen! 

Abb. 20 – Erste Ergebnisse zur Wechselwirkung von ADHSC‘s mit Lipoplex-beladenen PEM’s. A) Konfokal-
mikroskopisches Bild von ADHSC’s in Wechselwirkung mit einem Lipoplex-beladenen PEM-Film bestehend aus 
Hyaluronsäure und Chitosan. Das Chitosan ist kovalent mit Atto-Rho-6G, einem Rhodaminderivat, gelabelt, welches hier in 
magenta zu sehen ist. Das Zytoskelett der Zellen ist mit AlexaFluor488-Phalloidin (grün) und der Zellkern mit BOBO-1 
(blau) gekennzeichnet. B-D) Ergebnisse der Alizarinfärbung auf Calziumphosphatablagerung in der Zellkultur 21 Tage 
nachdem die ADHSC’s auf (B) BMP-2-pDNA-Lipoplex-beladene PEM’s, (C) Lipoplex-freie PEM’s in Abwesenheit von 
osteogenem Medium und (D) Lipoplex-freie PEM’s in Präsenz von osteogenem Medium kultiviert wurden. Eine rote 
Färbung weist auf Calciumphosphatablagerungen hin und ist ein Indiz für eine osteogene Differenzierung der Stammzellen. 
Das osteogene Medium enthält unter anderem BMP-2 und Dexametason und stimuliert ADHSC‘s zur osteogenen 
Differenzierung wodurch (D) als Positivkontrolle anzusehen ist. In Abwesenheit von osteogenem Medium ist keine 
Allizarinfärbung zu erkennen, was in der Negativkontrolle (C) ersichtlich wird. In (B) kann also die positive Allizarinfärbung 
auf eine erfolgreiche Expression des BMP-2 durch In-situ-Transfektion, vermittelt durch den Lipoplex-beladenen PEM-Film, 
zurückgeführt werden, wodurch die osteogene Differenzierung angeregt wird. 



 SPEZIELLE ANWENDUNGEN VON MALONSÄUREDIAMIDEN 

-45- 
 

7.3.3 Darstellung amphiphiler ultradünner Filme für Oberflächenmodifikationen 
mittels 2D-Polymerisation. 

Im Bereich der Materialwissenschaften spielen Polymere eine wichtige Rolle. Die 

Herausforderung auf diesem Gebiet liegt in der kontrollierten Polymerisation in definierte 

Dimensionen. Eine Möglichkeit bietet die Origami-artige Polymerisation von rigiden 

Monomeren zu flächigen Strukturen (Xiang et al., 2015; Zhang et al., 2018; Evans et al., 

2018). Die Polymerisation an Grenzflächen bietet dabei eine elegante Methode (Sakamoto et 

al., 2009; Grill und Hecht, 2020; Sakamoto et al., 2017). Auch die Luft/Wasser-Grenzfläche 

kann dafür ausgenutzt werden (Murray et al., 2015; Payamyar et al., 2014; Dai et al., 2016; 

Rodríguez-San-Miguel et al., 2020; Kan et al., 2018; Müller et al., 2018; Gadwal et al., 

2018). Die Anwendungsmöglichkeiten solcher Systeme sind weitreichend, von der 

Produktion chiraler Oberflächen, elektronischer Materialien, und akustischer Medien, über 

Biomaterialien, bis hin zu molekularen Maschinen (Payamyar et al., 2014). 

Die in den vorangegangenen Kapiteln besprochenen Lipide ordnen sich an der Luft/Wasser 

Grenzfläche an und besitzen mit den Aminofunktionen eine nukleophile Gruppe, die sich für 

Quervernetzungsreaktionen eignet. In einem zielgerichteten Vorscreening wurden 

Malonsäurediamide unterschiedlicher Generationen hinsichtlich ihrer Orientierung und 

Wechselwirkung in der LANGMUIR-Monoschicht untersucht. Dabei wurde ein alkalischer pH-

Wert eingestellt, damit die Aminogruppen in ihrer ungeladenen Form vorlagen. Die 

Ergebnisse sind in Artikel 18 nachzulesen. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass alle 

Vertreter ein intensives Wasserstoffbrückennetzwerk im Kopfgruppenbereich ausbilden. 

Weiterhin war die Geometrie der Anordnung an der Luft/Wasser-Grenzfläche stark vom 

Strukturtyp des Lipids, anders gesagt von der Generation der Malonamide, abhängig. Die 

erste Generation wies aufrechtstehende Alkylketten auf, während in der zweiten Generation 

diese sehr stark geneigt waren. Die dritte Generation befand sich hinsichtlich der Orientierung 

dazwischen. Folglich lassen sich durch die Auswahl der Lipide der Ausgangszustand der 

Quervernetzungsreaktion und somit hypothetisch auch die Reaktionskinetik und 

Reaktionsmöglichkeit steuern.  

In einem Pilotprojekt wurden erste 2D-Polymerisationen mit den Lipiden aus Artikel 18 

durchgeführt. Die Quervernetzung der Lipide erfolgte mittels Imin-Bildung zwischen den 

Aminogruppen der Malonamide und den Aldehydgruppen des Quervernetzers 1,3,5-

Triformylphoroglucinol (Abb. 21A). Es konnten stabile ultradünne Filme hergestellt werden 

(Abb. 21B), wobei verschiedene Techniken eingesetzt wurden, um die 2D-Polymerisation zu 
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verfolgen (Abb. 21C). Somit stehen die Techniken nun für zukünftige Projekte zur 

Verfügung. 

 

Abb. 21 – Ergebnisse der Pilotstudien zur Polymerisation an der Luft/Wasser-Grenzfläche A) Schematische Darstellung der 
2D-Polymerisation von TH4 mit 1,3,5-Triformylphoroglucinol bei pH 9-10 an der Luft/Wasser-Grenzfläche. B) 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen des entstandenen 2D-Polymers (ultradünner amphiphiler Film) bei verschiedenen 
Vergrößerungen. C) Analytische Methoden, welche die Filmbildung verfolgen können. IRRAS: Zunahme der 
Bandenintensität der aromatischen Iminbande bei 1608 cm-1. GIXD: Verlust der geordneten Struktur der Alkylketten und des 
Kopfgruppengitters mit zunehmendem Reaktionsverlauf am Beispiel der Reaktion von DiTT4 mit 1,3,5-
Triformylphoroglucinol bei pH 9-10. Dies resultiert in eine Abnahme der Signalintensitäten bzw. in dem Verschwinden 
einiger Signale. 

 

Details sind in Artikel 18 (Anhang 18) nachzulesen! 
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8 Zusammenfassung und Ausblick 

Im Rahmen der Habilitationsarbeit wurden verschiedene Substanzbibliotheken von Amino-

funktionalisierten Lipiden charakterisiert, wobei unterschiedliche Schwerpunkte gesetzt 

wurden. So lag ein Fokus darin, ein Verständnis für das Ladungsverhalten der protonierbaren 

Lipide zu entwickeln. Es konnte gezeigt werden, dass der scheinbare pKs-Wert erheblich 

durch die Wahl der Alkylketten der Lipide beeinflusst werden kann. Damit wurde auch das 

Selbst-Assoziationsverhalten der Lipide und die Komplexierung der Nukleinsäuren 

beeinflusst. Für einzelne Lipidreihen mit zielgerichteten Strukturvariationen konnten somit 

erfolgreich Struktur/Effektivitäts-Beziehungen abgeleitet werden. Diese beinhalteten den 

Einfluss des Lipidmischungsverhaltens und der optimalen Ladungsdichte auf die 

Transfektionseffizienz. Auch Korrelationen zwischen den ausgebildeten Mesophasen, in An- 

und Abwesenheit von DNA, und der DNA-Transfereffizienz im Zellkulturmodell wurden 

gefunden. Dennoch verdeutlicht die in dieser Arbeit präsentierte Datenlage das komplexe 

Verhalten der Lipoplexbildung und die Schwierigkeit allgemeingültige harte Parameter für 

die Vorhersage von biologischen Aktivitäten zu finden. So fanden wir für die effektivsten 

Lipoplexformulierungen sowohl lamellare als auch nicht-lamellare Mesophasen. Folglich 

können in diesem Bereich zum aktuellen Zeitpunkt noch keine eindeutigen Aussagen zu 

Struktur/Effizienz-Beziehungen getroffen werden. Jedoch konnte der Einfluss einer guten 

Mischbarkeit auf die Homogenität der Lipidformulierung als Grundvoraussetzung für eine 

effiziente Einstellung der Ladungsdichte in verschiedenen Arbeiten verdeutlicht werden. In 

diesem Bereich bieten die präsentierten Arbeiten ein breites Spektrum an Methoden, unter 

Berücksichtigung der probenspezifischen Limitierungen, um das Mischungsverhalten von 

kationischen Lipidformulierungen in An- und Abwesenheit von Nukleinsäuren zu 

untersuchen. Eine zielgerichtete Kombination dieser Methoden kann für die zukünftige 

Optimierung neuer Lipidmischungen für die Lipofektion genutzt werden. Die Relevanz für 

derartige zielgerichtete Entwicklungen von kationischen Lipidformulierung für den 

Nukleinsäuretransfer hält uns die aktuelle SARS-CoV-2-Pandemie vor Augen. Der 

Impfstoffkandidat der ersten Stunde, Comirnaty (BIONTEC, EU-Zulassung 2020), beruht auf 

einer kationischen Lipidformulierung der Firma ACUITAS THERAPEUTICS, eine kanadische 

Firma, welche sich auf die Entwicklung von kationischen Lipidformulierungen für den 

Nukleinsäuretransfer spezialisiert hat. Diese Anwendung von Lipid/Nukleinsäure-

Formulierungen als Impfstoff ist ein Meilenstein in der klinischen Anwendung der 
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„Lipofektion“ und wird mit hoher Wahrscheinlichkeit die Entwicklung weiterer Lipoplex-

basierter Therapien oder Vakzinen positiv beeinflussen.  

Großes Potential für die Entwicklung klinischer Anwendungen liegt bei den vier 

Lipidformulierungen, deren biologische Aktivität im Rahmen dieser Arbeit detailliert 

untersucht wurde. Diese werden derzeit in aktuellen Projekten bearbeitet, bzw. sind ein 

wesentlicher Bestandteil neuer Projekte, welche sich in der Planungsphase befinden. 

DiTT4 überzeugt vor allem als Ein-Komponenten-Lipidsystem. So wurden die ersten 

Untersuchungen nicht nur erfolgreich publiziert, sondern die Ergebnisse der Entwicklung des 

kationischen Lipids schafften es auch in die Finalisten-Runde der Rubrik „Innovativste 

Projekte der Grundlagenforschung“ des HUGO-JUNKERS-Preises 2017 (IMG Sachsen Anhalt). 

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse im Tierersatzmodell sind weiterführende 

Untersuchungen mit DiTT4 im Mausmodell geplant, um die Bioverteilung im Säugetier zu 

verstehen und Möglichkeiten für therapeutische Anwendungen zu finden. Darüber hinaus gilt 

es auch den Fokus auf das Up-scaling der Lipoplexformulierung auf einen GMP-konformen 

Herstellungsprozess zu legen. Damit soll der bisher postulierte Vorteil des kationischen 

Lipids experimentell untermauert werden. 

T14diLys ist auch in weiterführenden Forschungsprojekten vertreten. So haben die in dieser 

Arbeit präsentierten Untersuchungen unser Verständnis für die Interaktion der 

Lipidformulierung mit biologischen Materialien deutlich erweitert. Der Schwerpunkt lag 

dabei auf der systemischen Applikation. Es gilt nun den Erkenntnisstand durch 

weiterführende Untersuchungen auszubauen. Um das potenzielle Anwendungsspektrum zu 

erweitern, wird das Potenzial von T14diLys als siRNA-Trägersystem untersucht. Aktuell 

werden T14diLys-basierte siRNA-Lipoplexe im Bereich der Knochenregeneration getestet. 

Dabei soll die Lipoplexformulierung auf Mikropartikel geladen werden, um so ein System mit 

kontrollierter Freisetzung zu erhalten. Erste Versuche zeigen ein vielversprechendes Gene-

silencing in humanen Stammzellen. 

OO4 wird in einer aktuellen Kooperation mit der AG Biomedizinische Materialien (Leiter 

PROF. THOMAS GROTH, Institut für Pharmazie, MLU Halle/Wittenberg) im Rahmen eines 

DAAD Projekts unter Leitung von PROF. GROTH verwendet. Hier werden die ersten Arbeiten, 

welche in Kapitel 7.3.2 beschrieben sind, weiter ausgebaut. Neben der osteogenen 

Differenzierung von Stammzellen ist auch die chondrogene Differenzierung in den Fokus 

getreten. Dabei wird sowohl die Strategie der Dexamethason-beladenen Liposomen als auch 
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der Lipoplex-vermittelten Transfektion für die Expression von BMP-2 genutzt. PEM-Systeme 

aus Komponenten der extrazellulären Matrix sind dabei die Mittel der Wahl um Liposomen 

sowie Lipoplexe zu immobilisieren und die Adhäsion von Stammzellen zu forcieren. 

OH4 ist derzeit das am intensivsten charakterisierte Lipid der Malonsäure-basierten Lipide. 

Es findet in Projekten für die Osteoneogenese Anwendung und wird in weiteren Studien 

hinsichtlich biologischer Effekte nach systemischer Applikation im Tiermodell untersucht 

(Details in Kapitel 7.2.5). Sowohl für die systemische Applikation, als auch für die 

Applikation am zentralen Nervensystem, gilt es nun eine therapeutische Anwendung zu 

finden. Erste Überlegungen bewegen sich in Richtung Tumortherapie und Arteriosklerose im 

Falle der systemischen Gabe von nano-skalierten Lipoplexen. Im Bereich der Therapie am 

ZNS soll der Fokus auf die juvenile Neuronale Ceroid Lipofuszinose (JNCL) gelegt werden, 

wobei konkrete Projekte noch ausgearbeitet werden müssen. Auf letzteres Thema wurde ich 

von einem hilfesuchenden Vater gebracht, dessen Tochter an JNCL erkrankt ist. So gibt es 

derzeit virale Gentherapiestrategien auf diesem Gebiet (Bosch et al., 2016), welche 

vielversprechende Ergebnisse liefern. Eine nicht-virale Strategie wäre jedoch als sinnvolle 

Alternative anzusehen, um eine Mehrfachapplikation der therapeutischen Gensequenzen zu 

realisieren.  

Auch wenn mein Arbeitsfeld bereits seit 10 Jahren auf dem Gebiet der Gentherapie liegt, soll 

ein Zukunftsprojekt sich dem materialwissenschaftlichen Bereich widmen, welcher im 

Kapitel 7.3.3 behandelt wurde. Die Arbeiten auf diesem Gebiet laufen derzeit weiter. Es 

konnten erfolgreich Nanometer-dünne amphiphile Filme aus einer Reihe von Malonamiden 

hergestellt werden. Für diese Arbeiten konnte PROF. EMANUEL SCHNECK (TU Darmstadt) als 

Kooperationspartner gewonnen werden. Damit steht dieses Projekt auf einer soliden Basis, da 

sowohl Expertisen aus dem Bereich der Lipidsynthese, als auch der physikalischen 

Charakterisierung von Soft Matter vorhanden sind. Das Reizvolle an diesem Projekt ist die 

Anwendungsvielfalt dieser Materialien. Für die Anwendung dieser Filme könnte der Weg 

zurück zu den Biomaterialien eingeschlagen werden, aber auch neue Anwendungsgebiete 

können erschlossen werden, z.B. die Entwicklung hydrophober Oberflächen oder die 

Anwendung in der Halbleitertechnologie. Somit möchte ich mit einer Abwandlung des 

Eingangszitats dieser Arbeit abschließen: Die Wissenschaft besteht aus Etappenzielen, die 

jede für sich spannende Fragen klären und den Reiz dieses Berufs ausmachen. 
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