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Beschreibung
Technisches Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Lipid
mit einer Einheit, die so auf den pH-Wert reagiert,
dass das Lipid bei physiologischem pH-Wert prak-
tisch neutral ist, und bei einem pH-Wert, der niedriger
ist als der physiologische pH-Wert, Gberwiegend po-
sitiv geladen ist. Die Erfindung betrifft auch eine mit
dem Lipid hergestellte Liposomzusammensetzung.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die Abgabe von biologisch aktiven Materia-
lien an Zellen ist eine wesentliche Komponente einer
grolRen Anzahl von Therapien. Solche Therapien um-
fassen das Einfluhren eines Proteins mit einer not-
wendigen biologischen Aktivitat in eine Zelle, die Ab-
gabe eines Nukleinsauremolekils (d.h. DNA, RNA,
cDNA) an eine Zelle (Gentherapie), Immunisieren ei-
nes Patienten gegen ein Fremdprotein (Impfung), Im-
munisieren eines Patienten gegen ein Fremdprotein
durch Einflhren eines Gens, das das Protein kodiert
(Genimpfung) und Inhibieren der Bildung des Prote-
ins in einer Zelle durch Einfihren eines Nukleinsdu-
remolekdls in die Zelle, das Antisense, d.h. komple-
mentar zu der mRNA, die das Protein kodiert, ist,
oder durch anderweitiges Hemmen der mRNA, die
das Protein kodiert.

[0003] Es gibt jedoch verschiedene Hindernisse bei
der Abgabe solcher Mittel an eine Zelle, einschlief3-
lich der Tatsache, dass die Phospholipid-Doppel-
schicht, die die auRere Membran der meisten Zellen
enthalt, ein wahlloses Eindringen von Materialien in
die Zelle verhindert. Verdffentlichte Ansatze, um
Wirkstoffe in Zellen einzubringen, umfassen bei-
spielsweise Mikroinjektion oder Elektroporation. An-
dere Ansatze umfassen virale Vektoren und che-
misch vermitteltes Einbringen.

[0004] Ein anderer im Stand der Technik beschrie-
bener Ansatz zur Abgabe von Wirkstoffen an Zellen
ist die Abgabe auf Liposombasis. Insbesondere die
Abgabe von genetischem Material an Zellen unter
Verwendung von Liposomen wurde eingehend unter-
sucht. Man weif} heute allgemein, dass Liposomvesi-
kel durch Endozytose von Zellen aufgenommen wer-
den und in den liposomalen Abbauweg eingehen. Es
wurden daher einige Anstrengungen unternommen,
Liposome herzustellen, bei denen ein Abbau vermie-
den wird. Ein Ansatz beinhaltete das EinschlieRen ei-
nes pH-empfindlichen Lipids, wie beispielsweise Pal-
mitoylhomocystein, in das Liposom (Connor et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci, (USA) 81:1715 (1984); Chu
und Szoka, J. Liposome Res., 4(1):361 (1994). Sol-
che pH-empfindlichen Lipide sind bei neutralem
pH-Wert negativ geladen und werden in den Lipo-
som-Lipid-Doppelschichten stabil eingebaut. Bei

schwach saurem pH-Wert (pH von weniger als 6,8)
wird das Lipid neutral geladen und andert seine
Struktur in der Weise, dass die Liposom-Doppel-
schichten destabilisiert werden. Beim Einbringen des
Lipids in ein Liposom, das von einem Endosom auf-
genommen wurde, wo der pH-Wert bekanntermallen
zwischen etwa 5,0 und etwa 6,0 liegt, bewirkt es eine
Destabilisierung und eine Freisetzung der Liposo-
minhalte.

[0005] Die Verwendung von kationischen Lipiden,
z.B. Derivate von Glycolipiden mit einer Kopfgruppe,
die positiv geladene Ammonium- oder Sulfoniumio-
nen enthalt, zur Abgabe von negativ geladenen Bio-
molekulen, wie beispielsweise Oligonukleotiden und
Genfragmenten als Komponenten einer Liposom-Li-
pid-Doppelschicht wurde auch vielfach verdéffentlicht.
Die positiv geladene Kopfgruppe des Lipids wechsel-
wirkt mit der negativ geladenen Zelloberflache, was
den Kontakt und die Abgabe des Biomolekils an die
Zelle erleichtert.

[0006] Trotz dieser Bemuhungen fehlt im Stand der
Technik die Abgabe von Biomolekilen, wie beispiels-
weise Oligonukleotiden und anderen Materialien, wie
oben beschrieben, an Zellen. Die vorliegende Erfin-
dung stellt Zusammensetzungen und Verfahren zur
Verbesserung der Ubertragung eines Mittels, wie bei-
spielsweise einer Nukleinsaure, an Zellen zur Verfu-

gung.
Zusammenfassung der Erfindung

[0007] Die Erfindung stellt eine Liposomzusammen-
setzung zur Abgabe eines Mittels an eine Zelle zur
Verfugung.

[0008] Die Erfindung stellt weiterhin ein Lipid zur
Verwendung in einer Liposomzusammensetzung zur
Abgabe eines Mittels an eine Zelle zur Verfugung.

[0009] In einem Aspekt umfasst die Erfindung eine
Liposomzusammensetzung, die ein Lipid umfasst,
das durch die folgende Formel dargestellt ist:

O

worin jedes R' und R? eine Alkyl- oder Alkenylkette
mit etwa 8 bis 24 Kohlenstoffatomen ist, n = 1-20 ist;
L ausgewahlt ist aus der Gruppe, die aus (i)
-X-(C=0)-Y-, (ii) -X-(C=0)- und (iii) -X- besteht, worin
X und Y unabhangig voneinander ausgewahlt sind
aus Sauerstoff, NH und einer direkten Bindung; und
Z eine Einheit ist, die einen pK von weniger als 7,4
und hoéher als etwa 4,0 hat, und eine Imidazoleinheit,

2119



DE 600 14 133 T2 2005.02.03

ein aromatisches Amin oder ein Aminozucker ist.

[0010] In einer speziellen Ausfiihrungsform ist X NH
und Y Sauerstoff. In anderen Ausfiihrungsformen ist
L eine Carbamatbindung (NH-(C=0)-O-CH,), eine
Esterbindung oder eine Carbonatbindung. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform ist Z ein Imidazol. Vor-
zugsweise sind R' und R? eine unverzweigte Alkyl-
oder Alkenylkette mit etwa 8 bis 24 Kohlenstoffato-
men, und in einer bevorzugten Ausflihrungsform sind
R" und R? jeweils Stearylgruppen (C,,H,;). In einer
anderen bevorzugten Ausfuhrungsform ist n 1-10.

[0011] In einer Ausfiihrungsform umfassen die Lipo-
some etwa 1 bis 80 Molprozent des Lipids der oben
gezeigten Formel.

[0012] In einer anderen Ausfiihrungsform ist Z eine
Einheit mit einem pK-Wert von etwa 5,0 bis etwa 6,5.

[0013] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform um-
fassen die Liposome mit dem durch die obige Formel
dargestellten Lipid eine therapeutische Verbindung,
die in den Liposomen eingeschlossen ist. In einer
Ausfuhrungsform ist das therapeutische Mittel eine
Nukleinsdure, wie beispielsweise DNA, RNA oder
Fragmente davon. Die Liposome kénnen auch einen
Liganden enthalten, um die Liposome zu einer Ziel-
stelle zu leiten, wie beispielsweise einen Liganden,
der eine Bindungsaffinitat fur endotheliale Tumorzel-
len hat und der durch solche Zellen internalisiert wird,
wie beispielsweise E-Selectin, Her-2 und FGF.

[0014] In einer anderen Ausfihrungsform umfassen
die Liposome etwa 5 bis etwa 20 Molprozent eines
vesikelbildenden Lipids, das mit einer hydrophilen
Polymerkette derivatisiert ist. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform ist die hydrophile Polymerkette Po-
lyethylenglycol (PEG).

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0015] Fig. 1 zeigt ein Syntheseschema zur Her-
stellung eines Lipids mit einer Carbamatbindung und
einer Imidazolgruppe Z;

[0016] Fig. 2A-2D zeigen Synthesereaktionssche-
mata zur Herstellung von pH-empfindlichen Lipiden;

[0017] Fig. 3A-3D zeigen verschiedene Strukturen
von pH-empfindlichen Lipiden;

[0018] Fig. 4 ist ein Diagramm, welches das Ze-
ta-Potenzial, in mV, als Funktion des Medi-
um-pH-Werts von Liposomen zeigt, die mit dem Lipid
der Erfindung (weil3e Dreiecke), einem kationischen
Lipid (schwarze Rauten) und einem neutralen Lipid
(schwarze Quadrate) hergestellt wurden;

[0019] Fig. 5 ist eine mikrographische Darstellung

eines Gelelektrophorese-Assays von Liposomen, die
mit dem pH-empfindlichen Lipid der Erfindung herge-
stellt wurden und DNA eingeschlossen haben, wobei
die Liposome 30 Minunten lang DNAse | ausgesetzt
wurden (Spur 1); Liposomen, die mit dem pH-emp-
findlichen Lipid der Erfindung hergestellt wurden und
eingeschlossenes DNA enthielten (Spur 2); DNA, die
30 Minuten lang DNAse | ausgesetzt wurde (Spur 3);
DNA (Spur 4); und 1 kB DNA-Leiter-Standard (Spur
5); und

[0020] Fig. 6A-6D sind Bilder von mikrographi-
schen Darstellungen von menschlichen Lungentu-
morzellen in vitro nach Transfektion mit Liposomen,
die mit dem pH-empfindlichen Lipid der Erfindung
und einem Zielantikérper hergestellt wurden. Die Li-
posome enthalten ein eingeschlossenes Plasmid,
das ein grines Lumineszenzprotein kodiert, wobei
Fig. 6A die transfizierten Zellen bei Beobachtung un-
ter einem Fluoreszenzmikroskop zeigt, und Fig. 6B
die transfizierten Zellen bei Beobachtung unter ei-
nem Lichtmikroskop zeigt. Fig. 6C-6D sind mikrogra-
phische Darstellungen der Zellen nach Transfektion
mit &hnlichen Liposomen, die nicht den Zielantikdrper
enthalten, wobei die Zellen nach Inkubation mit den
Liposomen unter dem Fluoreszenzmikroskop in
Fig. 6C und unter dem Lichtmikroskop in Fig. 6D ge-
zeigt sind.

Genaue Beschreibung der Erfindung

[0021] |. Bei der Beschreibung der vorliegenden Er-
findung werden die folgenden Begriffe gemaly den
nachstehend aufgeflihrten Definitionen verwendet.

[0022] "Nukleinsaure", wie hier verwendet, bezeich-
net eine lineare polymere Form von Nukleotiden be-
liebiger Lange, entweder Ribonukleotide oder Deso-
xynukleotide, und umfasst sowohl doppel- als auch
einzelstrangige DNA und RNA. Eine Nukleinsaure
kann sowohl kodierende als auch nicht-kodierende
Regionen umfassen, und kann direkt aus einer natir-
lichen Quelle (z.B. einem Mikroorganismus) erhalten
werden, oder mit Hilfe von rekombinanten oder syn-
thetischen Techniken hergestellt werden. Ein Nukle-
insduremolekil kann einem Nukleinsaurefragment
aquivalent sein, oder es kann ein Nukleinsaurefrag-
ment zusatzlich zu einem oder mehreren anderen
Nukleotiden, Oligonukleotiden oder Polynukleotiden
sein. Beispielsweise kann das Nukleinsauremolekiil
der Erfindung ein Vektor oder Plasmid sein, wie bei-
spielsweise ein Expressions- oder Kloniervektor oder
Plasmid.

[0023] Wie hier verwendet, ist ein "neutrales" Lipid
ungeladen, d.h. es hat keinen ionischen Charakter.

[0024] Ein "geladenes" Lipid hat eine positive oder
negative Ladung, d.h. es hat einen ionischen Charak-
ter.
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[0025] Ein "vesikelbildendes" Lipid bezeichnet ein
amphipathisches Lipid, das hydrophobe und polare
Kopfgruppeneinheiten enthalt, und welches spontan
in Wasser Doppelschichtvesikel bilden kann, bei-
spielsweise ein Phospholipid, oder das in Lipid-Dop-
pelschichten stabil eingebaut werden kann, wobei die
hydrophobe Einheit mit der inneren hydrophoben Re-
gion der Doppelschichtmembran in Kontakt steht und
die polare Kopfgruppeneinheit gegen die aullere po-
lare Oberflache der Membran gerichtet ist. Das vesi-
kelbildende Lipid dieses Typs umfasst Gblicherweise
eine oder zwei hydrophobe Acylkohlenwasserstoff-
ketten oder eine Steroidgruppe und kann eine che-
misch reaktive Gruppe, wie beispielsweise ein Amin,
eine Saure, einen Ester, einen Aldehyd oder einen Al-
kohol an der polaren Kopfgruppe enthalten. Zu dieser
Klasse gehoéren die Phospholipide, wie beispielswei-
se Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanola-
min (PE), Phosphatidsaure (PA), Phosphatidylinosit
(PI) und Sphingomyelin (SM), worin die zwei Kohlen-
wasserstoffketten Ublicherweise etwa 14 bis 22 Koh-
lenstoffatome lang sind und verschiedene Grade an
Ungesattigtheit aufweisen. Unter den Begriff "vesikel-
bildendes Lipid" fallt auch ein Glycolipid, wie bei-
spielsweise ein Cerebrosid und ein Gangliosid, sowie
ein Sterin, wie beispielsweise Cholesterin.

[0026] "Alkyl" bezeichnet ein vollstandig gesattig-
tes, einwertiges Radikal, das Kohlenstoff und Was-
serstoff enthalt und verzweigt oder geradkettig sein
kann. Beispiele fur Alkylgruppen sind Methyl, Ethyl,
n-Butyl, t-Butyl, n-Heptyl und Isopropyl. "Niederes Al-
kyl" bezeichnet ein Alkylradikal mit 1 bis 6 Kohlen-
stoffatomen, wie beispielsweise Methyl, Ethyl, n-Bu-
tyl, i-Butyl, t-Butyl, Isoamyl, n-Pentyl und Isopentyl.

[0027] "Alkenyl" bezeichnet ein einwertiges Radikal,
das Kohlenstoff und Wasserstoff enthalt und ver-
zweigt oder geradkettig sein kann und eine oder
mehrere Doppelbindungen enthalt.

[0028] Abkirzungen: PEG: Polyethylenglycol;
mPEG: Methoxy-terminiertes  Polyethylenglycol;
Chol: Cholesterin; PC: Phosphatidylcholin; PHPC:
partiell hydriertes Phosphatidylcholin; PHEPC: parti-
ell hydriertes Ei-Phosphatidylcholin; HSPC: hydrier-
tes Soja-Phosphatidylcholin; DSPE: Distearoylphos-
phatidylethanolamin; APD: 1-Amino-2,3-propandiol;
DTPA: Diethylentetraminpentaessigsaure; BN: Ben-
zyl.

Il. Kationisch-neutrales Lipid
[0029] In einem Aspekt umfasst die Erfindung Lipi-

de, die durch die nachstehend gezeigte Struktur dar-
gestellt sind:

worin jedes R' und R? eine Alkyl- oder Alkenylkette
mit etwa 8 bis 24 Kohlenstoffatomen ist; n = 1-20 und
in einer bevorzugten Ausfiuhrungsform 1-10 ist; L
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die aus (i)
-X-(C=0)-Y-, (ii) -X-(C=0)- und (iii) -X- besteht, worin
X und Y unabhangig voneinander ausgewahlt sind
aus Sauerstoff, NH und einer direkten Bindung; und
Z eine Einheit ist, die einen pK-Wert von weniger als
etwa 7,4 und héher als etwa 4,0 hat, und eine Imida-
zoleinheit, ein aromatisches Amin oder ein Aminozu-
cker ist.

[0030] Die schwach basische Einheit Z flhrt zu ei-
nem Lipid, das bei einem physiologischen pH-Wert
von etwa 7,4 Uberwiegend, beispielsweise in einer
Menge von mindestens 50%, neutral geladen ist,
aber bei einem ausgewahlten oder genauer bezeich-
neten pH-Wert einen Wert von weniger als dem phy-
siologischen pH-Wert hat und leicht eine positive La-
dung hat. In einer Ausfiihrungsform ist Z beispiels-
weise eine Imidazoleinheit, die einen pK-Wert von
etwa 6,0 hat. Bei einem physiologischem pH-Wert
von 7,4 ist diese Einheit Uberwiegend neutral, aber
bei pH-Werten von weniger als 6,0 wird die Einheit
Uberwiegend positiv geladen. Wie nachstehend er-
l&utert, wurde ein Lipid mit einer Imidazoleinheit her-
gestellt und zur Herstellung von Liposomen verwen-
det.

[0031] In einer anderen Ausfiihrungsform ist Z eine
Einheit mit einem pK-Wert von etwa 4,5 bis etwa 7,0,
noch bevorzugter etwa 4,8 bis etwa 6,5, und am be-
vorzugtesten etwa 5,0 bis etwa 6,0.

[0032] Die Lipide der Erfindung umfassen eine neu-
trale Verknupfung L, die die Z-Einheit mit dem
Schwanzteil des Lipids verbindet. Die Verknlpfung L
kann variieren, ist aber in einer Ausfuhrungsform
ausgewahlt aus einem Carbamat, einem Ester, ei-
nem Amid, einem Carbonat, einem Harnstoff, einem
Amin und einem Ether. In einem bevorzugt herge-
stellten Lipid wird eine Carbamat-Verknipfung ver-
wendet, worin L -X-(C=0)-Y-, X NH und Y Sauerstoff
ist.

[0033] R' und R? im Schwanzteil des Lipids sind
gleich oder verschieden. R' und R? kénnen unver-
zweigte Alkyl- oder Alkenylketten mit etwa 8 bis 24
Kohlenstoffatomen sein. Vorzugsweise sind die R'-
und R2-Gruppen etwa 12 bis etwa 22 Kohlenstoffato-
me lang, wobei R' = R? = C,,H.; (so dass die Gruppe
eine Stearylgruppe ist) und R' = R? = C,,H,, (so dass
die Gruppe eine Oleoylgruppe ist) bevorzugt sind.
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[0034] Das Lipid der Erfindung kann unter Verwen-
dung von Standard-Syntheseverfahren hergestellt
werden. Es wurde ein Lipid mit der oben gezeigten
Struktur hergestellt, worin Z ein Imidazol, N =2, L ein
Carbamat und R' = R? = C,;H,; ist. Ein Reaktions-
schema zur Herstellung dieses Lipids ist in Fig. 1 ge-
zeigt. Genaue Einzelheiten der Synthese sind auch in
Beispiel 1 angegeben. Kurz gesagt, wird das para-Ni-
trophenylcarbonat des 1,2-Distearoylglycerins (Ver-
bindung Ill) aus 1,2-Distearoylsn-glycerin (Verbin-
dung 1) und para-Nitrophenylchlorformiat (Verbin-
dung Il) hergestellt, und mit Histamin (Verbindung 1V)
umgesetzt, um ein Lipid zu erhalten (Verbindung V1),
das eine Imidazoleinheit aufweist, die Uber eine Car-
bamatverknupfung mit einem Distearoylschwanz ver-
bunden ist. Unter Verwendung von Glycerin anstelle
von 1-Amino-2,3-propandiol kann eine dhnliche Syn-
these auch verwendet werden, um ein carbonat-ver-
knipftes Produkt (L = -O-(C=0)-O-CH,- oder
-O-(C=0)-CH,-) zu erhalten.

[0035] Gemal der Vorschrift und den hier enthalte-
nen Beispielen kdnnen Fachleute auf dem Gebiet
leicht eine andere Synthese eines Lipids mit anderen
Verknlpfungen durchfuhren. Andere Verknipfungen
umfassen beispielsweise Ether-(L = O-CH,-) und Es-
terverknipfungen (L = -O-(C=0)-), sowie Harnstoff-,
Amid- und Aminverknipfungen (d.h. in denen L =
-NH-(C=0)-NH-, -NH-(C=0)- oder -NH- ist). Eine Ke-
toverknupfung, worin X eine direkte Verbindung ist,
kann auch hergestellt werden. Die Fig. 2A-2B veran-
schaulichen die Herstellung eines amino-verknupften
Lipids (Fig. 2A) bzw. eines Lipids mit einer NH-ent-
haltenden Verknupfung (Fig. 2B). In Fig. 2A wird das
endstandige Amin von Histamin mit Glycidylchlorid
umgesetzt, das erhaltene Epoxid hydrolysiert und
das erhaltene Diol acyliert.

[0036] In Fig. 2B wird ein Lipid mit einer NH-enthal-
tenden Verknipfung hergestellt, indem beispielswei-
se Histamin mit einem aktivierten Derivat von Glyce-
rinsdureacetonid  (2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-car-
bonsdure) oder dem 4-Kohlenstoffhomologen,
2,2-Dimethyl-1,3-dioxolan-4-essigsdaure  umgesetzt
wird. Das Diol wird anschlieBend entschutzt und acy-
liert.

[0037] Die Fig. 2C und 2D zeigen weitere Reakti-
onsschemata zur Herstellung von pH-empfindlichen
Lipiden gemaR der vorliegenden Erfindung.

[0038] Die Fig. 3A-3D zeigen verschiedene Struk-
turen von pH-empfindlichen Lipiden, worin die
Fig. 3A-3B Lipide mit einem aromatischen Amin als
"Z"-Einheit zeigen. Die Fig. 3C-3D zeigen Lipide, bei
denen ein Aminozucker mit einem Lipid verbunden
ist.

[ll. Liposomzusammensetzung
A. Liposomkomponenten

[0039] Liposome, die das oben beschriebene Lipid
enthalten, kdnnen nach zahlreichen Verfahren herge-
stellt werden, wie beispielsweise denen, die in Szoka
et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng., 9:467 (1980) be-
schrieben sind, und spezielle Beispiele fir hergestell-
te Liposome sind nachstehend genau beschrieben.
Die Liposome sind Ublicherweise multilamellare Vesi-
kel (MLVs), die durch einfache Lipidfilm-Hydratisie-
rungsverfahren hergestellt werden kénnen. In die-
sem Verfahren wird ein Gemisch aus liposombilden-
den Lipiden des nachstehend erlauterten Typs in ei-
nem geeigneten organischen Ldsungsmittel aufge-
I6st, welches dann in einem Behalter verdampft wird,
um einen dunnen Film zu bilden. Der Lipidfilm wird
anschlieBend mit einem wassrigen Medium bedeckt,
wobei er unter Bildung von MLVs hydratisiert, die tb-
licherweise Abmessungen von etwa 0,1 bis etwa 10
pum haben.

[0040] Liposome, die in der vorliegenden Erfindung
hergestellt wurden, umfassen beispielsweise Liposo-
me mit etwa 1 bis etwa 80 Molprozent des Lipids und
der oben gezeigten Struktur. In bevorzugten Ausflih-
rungsformen umfassen die Liposome etwa 5 bis etwa
50 Molprozent des Lipids. Der Rest der Liposom-Li-
pidbestandteile kann weiterhin beispielsweise eine
Vielzahl vesikelbildender Lipide umfassen, d.h. Lipi-
de, die in Wasser spontan Doppelschichtvesikel bil-
den, wie beispielsweise die Phospholipide. Die vesi-
kelbildenden Lipide dieses Typs sind vorzugsweise
solche, die zwei Kohlenwasserstoffketten, Ublicher-
weise Acylketten, haben, sowie eine Kopfgruppe, die
entweder polar oder unpolar sein kann. Es gibt eine
Vielzahl von synthetischen, vesikelbildenden Lipiden
und naturlich vorkommenden vesikelbildenden Lipi-
den, einschliellich den Phospholipiden, wie bei-
spielsweise Phosphatidylcholin, Phosphatidyletha-
nolamin, Phosphatidylglycerin, Phosphatidylserin,
Phosphatidsaure, Phosphatidylinosit und Sphingo-
myelin, in denen die zwei Kohlenwasserstoffketten
Ublicherweise etwa 12 bis etwa 22 Kohlenstoffatome
lang sind und verschiedene Grade an Ungesattigtheit
aufweisen.

[0041] Die Liposome koénnen weiterhin ein Lipid.
umfassen, das stabil in die Liposom-Lipid-Doppel-
schicht eingebaut ist, wie beispielsweise Diacylglyce-
rine, Lyso-Phospholipide, Fettsduren, Glycolipide,
Cerebroside und Sterine, wie beispielsweise Choles-
terin.

[0042] In einer Ausfiihrungsform umfassen die Lipo-
some der Erfindung eine Oberflachenbeschichtung
aus einer hydrophilen Polymerkette. "Oberflachenbe-
schichtung", wie hier verwendet, bezeichnet die Be-
schichtung der Oberflache von Liposomen mit einem
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hydrophilen Polymer. Das hydrophile Polymer wird in
die Liposome eingebracht, indem ein oder mehrere
vesikelbildenden Lipide, die mit einer hydrophilen Po-
lymerkette derivatisiert sind, in eine Liposomzusam-
mensetzung eingebracht werden.

[0043] Liposome mit einer solchen Beschichtung
sind aus dem Stand der Technik bekannt und wurden
beispielsweise im US-Patent Nr. 5 013 556 beschrie-
ben. Die Oberflaichenbeschichtung aus hydrophilen
Polymerketten bewirkt eine effektive Erhdhung der in
vivo-Blutzirkulations-Lebensdauer der Liposome im
Vergleich zu Liposomen, denen eine solche Be-
schichtung fehlt.

[0044] Vesikelbildende Lipide, die sich zur Derivati-
sierung mit einem hydrophilen Polymer eignen, um-
fassen beispielsweise alle oben aufgefihrten Lipide,
und insbesondere Phospholipide, wie beispielsweise
Distearoylphosphatidylethanolamin (DSPE).

[0045] Hydrophile Polymere, die sich zur Derivati-
sierung mit einem vesikelbildenden Lipid eignen, um-
fassen beispielsweise Polyvinylpyrrolidon, Polyvinyl-
methylether, Polymethyloxazolin, Polyethyloxazolin,
Polyhydroxypropyloxazolin, Polyhydroxypropylme-
thacrylamid, Polymethacrylamid, Polydimethylacryla-
mid, Polyhydroxypropylmethacrylat, Polyhydroxye-
thylacrylat, Hydroxymethylcellulose, Hydroxyethyl-
cellulose, Polyethylenglycol, Polyaspartamid und hy-
drophile Peptidsequenzen. Diese Polymere kénnen
als Homopolymere oder als Blockcopolymere oder
statistische Copolymere verwendet werden.

[0046] Eine bevorzugte hydrophile Polymerkette ist
Polyethylenglycol (PEG), vorzugsweise mit einer
Molmasse von etwa 500 bis etwa 10000 Dalton, und
noch bevorzugter etwa 1000 bis etwa 5000 Dalton.
Methoxy- oder ethoxy-lUberkappte Analoge von PEG
sind auch bevorzugte hydrophile Polymere. Diese
Polymere sind in einer Vielzahl von Polymergréfien,
beispielsweise etwa 120 bis etwa 20000 Dalton, kom-
merziell erhaltlich.

[0047] Die Herstellung von vesikelbildenden Lipi-
den, die mit hydrophilen Polymeren derivatisiert sind,
wurde beispielsweise im US-Patent Nr. 5 395 619
und bei Zalipsky STEALTH LIPOSOMES, (D. Lasic
und F. Martin, Herausg., CRC Press, Kapitel 9
(1995)) beschrieben.

[0048] Liposome mit einer solchen Beschichtung
enthalten vorzugsweise etwa 1 bis 20 Molprozent des
derivatisierten Lipids, zusammen mit den restlichen
liposombildenden Komponenten, z.B. vesikelbilden-
den Lipiden. Beispielhafte Verfahren zur Herstellung
derivatisierter Lipide und zur Bildung polymerbe-
schichteter Liposome wurden in den US-Patenten Nr.
5013 556, 5631 018 und 5 395 619 beschrieben, die
in gemeinschaftlichem Besitz sind. Das hydrophile

Polymer kann stabil an das Lipid gebunden werden,
oder durch eine instabile Verbindung gebunden sein,
die es ermdglicht, dass die beschichteten Liposome
die Beschichtung aus Polymerketten abwerten, wenn
sie im Blutkreislauf zirkulieren, oder als Reaktion auf
einen Reiz.

[0049] Die Liposome kénnen auch ein eingeschlos-
senes Mittel enthalten, wobei der Begriff "einge-
schlossen" die Einkapselung eines Mittels in den
wassrigen Kern und die wassrigen Zwischenrdume
der Liposome, sowie auch den Einschluss eines Mit-
tels in der Lipid-Doppelschicht oder den Lipid-Dop-
pelschichten der Liposome umfasst.

[0050] Mittel, die in der Zusammensetzung der Er-
findung verwendbar sind, sind sehr vielfaltig und um-
fassen beispielsweise Mittel fur therapeutische An-
wendungen sowie auch diagnostische Anwendun-
gen. Das ausgewahlte therapeutische oder diagnos-
tische Mittel kann nach Standardverfahren in die Li-
posome eingebracht werden, einschlieflich: (i) passi-
ves Einschliel3en einer wasserloslichen Verbindung
durch Hydratisieren eines Lipidfilms mit einer wassri-
gen Lésung des Mittels; (ii) passives Einschlief3en ei-
ner lipophilen Verbindung durch Hydratisieren eines
Lipidfilms, das das Mittel enthalt; und (iii) Beladen mit
einem ionisierbaren Medikament gegen einen
pH-Gradienten von der Innenseite zur Aulienseite
der Liposome. Andere geeignete Verfahren umfas-
sen die Liposomherstellung durch Reversphasenver-
dampfung.

[0051] In einer bevorzugten Ausflihrungsform um-
fassen die Liposome eine Nukleinsaure, ausgewahlt
aus einer Vielzahl von DNA- und RNA-basierten Nu-
kleinsduren, einschliellich Fragmenten, d.h. Ab-
schnitten, Mutationen und deren Analogen. Eine Viel-
zahl von Genen zur Behandlung verschiedenartiger
Zustande wurde im Stand der Technik beschrieben,
und Kodierungssequenzen und/oder ORFs fur spezi-
fische Gene von Interesse konnen leicht aus
DNA-Datenbanken, wie beispielsweise Gen-Bank
oder EMBL, erhalten werden. Beispielsweise wurden
Polynukleotide zur Behandlung von viralen, bdsarti-
gen und entzlindlichen Erkrankungen und Zustan-
den, wie beispielsweise zystischer Fibrose, Adeno-
sindeaminasemangel und AIDS, beschrieben. Die
Behandlung von Krebs durch Verabreichung von Tu-
morsuppressorgenen, wie beispielsweise APC,
DPC4, NF-1, NF-2, MTS1, RB, p53, WT1, BRCAT1,
BRCA2 und VHL wird erwogen.

[0052] Beispiele fir spezielle Nukleinsauren zur Be-
handlung eines speziellen Zustands umfassen bei-
spielsweise: HLA-B7 bei Tumoren, kolorektalem Kar-
zinom, Melanom; IL-2 bei Krebsarten, speziell Brust-
krebs, Lungenkrebs und Tumoren; IL-4 bei Krebs;
TNF bei Krebs; IGF-1-Antisense bei Gehirntumoren,;
IFN bei Neuroblastom; GM-CSF bei Nierenzellkarzi-
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nomen; MDR-1 bei Krebs, insbesondere bei fortge-
schrittenem Krebs, Brust-und Eierstockkrebsarten;
und HSV-Thymidinkinase bei Gehirntumoren, Kopf-
und Halstumoren, Mesotheliomen und Eierstock-
krebs.

[0053] Nukleinsauren der Erfindung kénnen "Anti-
sense"-Nukleinsauren sein, zusammengesetzt aus
Sequenzen, die zu ihrem Ziel komplementéar sind, Gb-
licherweise einer Messenger-RNA (mRNA) oder ei-
nem mRNA-Vorlaufer. Die mRNA enthalt Ublicher-
weise genetische Information in der funktionellen
oder Sense-Orientierung, und die Bindung des Anti-
sense-Polynukleotids kann die beabsichtige mRNA
unwirksam machen und die Translation zu einem
Protein verhindern. Solche Antisense-Nukleinsauren
werden auf der Grundlage von biochemischen Expe-
rimenten bestimmt, die zeigen, dass Proteine aus
spezifischen RNAs ibertragen werden. Wenn die Se-
quenz der RNA einmal bekannt ist, kann eine Anti-
sense-Nukleinsaure, die an die RNA bindet, durch
komplementare Watson-Crick-Basenpaare konstru-
iert werden. Solche Antisense-Nukleinsauren enthal-
ten Ublicherweise etwa 10 bis 40 Basenpaare, noch
bevorzugter etwa 10 bis 25 Basenpaare, und am be-
vorzugtesten etwa 15 bis 20 Basenpaare.

[0054] Die Antisense-Nukleinsaure kann fir verbes-
serte Widerstandsfahigkeit gegentiber Nukleasehyd-
rolyse modifiziert werden. Solche Analogen umfas-
sen beispielsweise Phosphothioat-, Methylphospho-
nat-, Phosphodiester- und p-Ethoxyoligonukleotide
(siehe beispielsweise WO 97/07784). Das einge-
schlossene Mittel kann also ein Ribozym oder kataly-
tische RNA sein.

[0055] Die Nukleinsaure kann auch in ein Plasmid
oder einen Vektor eingefuhrt werden, vorzugsweise
ein kreisférmiges oder geschlossenes doppelstrangi-
ges Molekdil mit bevorzugten Gré3en im Bereich von
5-40 Kbp (Kilo-Basenpaare). Solche Plasmide oder
Vektoren werden nach gut bekannten Verfahren kon-
struiert und umfassen eine therapeutische Nuklein-
saure oder ein Gen, d.h. das Gen oder die Nuklein-
saure, die bei der Gentherapie exprimiert werden sol-
len, unter der Kontrolle eines geeigneten Promoters
und Verstarkers, sowie andere Elemente, die fiur die
Replikation innerhalb der Wirtszelle und/oder die In-
tegration in das Wirts-Zellgenom notwendig sind.
Verfahren zur Herstellung von Plasmiden und Vekto-
ren, die fir die Gentherapie nitzlich sind, sind gut be-
kannt und im Stand der Technik veréffentlicht.

[0056] Nukleinsauren, wie beispielsweise ein
DNA-Plasmid, kdnnen durch passives Einschliel3en
wahrend der Hydratisierung des Liposom-Lipidfilms
in ein Liposom eingeschlossen werden. Andere Ver-
fahren zum Einschliefsen von Nukleinsduren umfas-
sen beispielsweise das Kondensieren der Nuklein-
saure zu einer Einzelmolekulform, wobei die Nuklein-

saure in einem wassrigen Medium suspendiert wird,
das Mittel wie Protaminsulfat, Spermin, Spermidin,
Histon, Lysin oder deren Gemische enthalt, oder an-
dere geeignete polykationische Kondensierungsmit-
tel, unter Bedingungen, die wirksam sind, um die Nu-
kleinsdure zu kleineren Partikeln zu kondensieren.
Die Losung der kondensierten Nukleinsduremolekile
wird verwendet, um einen getrockneten Lipidfilm zu
rehydratisieren, um Liposome mit der kondensierten
Nukleinsaure in eingeschlossener Form zu bilden.

[0057] In einer anderen Ausflihrungsform kénnen
Liposome so hergestellt werden, dass sie Oberfla-
chengruppen enthalten, wie beispielsweise Antikor-
per oder Antikorperfragmente, kleine Effektormoleki-
le zur Wechselwirkung mit Zelloberflachenrezepto-
ren, Antigene oder andere vergleichbare Verbindun-
gen, um die gewlinschten Ziel-Bindungseigenschaf-
ten fur spezifische Zellpopulationen zu erreichen.
Solche Liganden kénnen in die Liposome eingefuhrt
werden, indem ein Lipid, das mit dem Zielmolekil de-
rivatisiert ist, in die liposomalen Lipide eingefihrt
wird, oder indem ein Lipid, das eine polare chemi-
sche Kopfgruppe enthalt, die mit dem Zielmolekdl de-
rivatisiert werden kann, in vorgeformte Liposome ein-
gefuhrt wird.

[0058] Lipide kdnnen mit einem Zielliganden deriva-
tisiert werden, indem der Ligand kovalent an das freie
distale Ende einer hydrophilen Polymerkette gebun-
den wird, welche an ihrem proximalen Ende an das
vesikelbildende Lipid gebunden ist. Es gibt eine gro-
Re Vielzahl von Verfahren zum Anbinden eines aus-
gewahlten hydrophilen Polymers an ein ausgewahl-
tes Lipid und zum Aktivieren des freien, ungebunde-
nen Endes des Polymers zur Reaktion mit einem
ausgewahlten Liganden. Insbesondere wurde das
hydrophile Polymer PEG vielfach untersucht (Allen,
TM., et al, Biochemica et Biophysica Acta
1237:99-108 (1995); Zalipsky, S., Bioconjugate
Chem., 4(4):296-299 (1993); Zalipsky, S., et al,,
FEBS Lett. 353:71-74 (1994); Zalipsky, S. et al., Bio-
conjugate Chemistry, 705-708 (1995); Zalipsky, S., in
STEALTH LIPOSOMES (D. Lasic und F. Martin, Her-
ausg.), Kapitel 9, CRC Press, Boca Raton, FL 1995)).

[0059] Zielliganden sind den Fachleuten auf dem
Gebiet gut bekannt, und in einer bevorzugten Ausfih-
rungsform ist der Zielligand einer, der eine Bindungs-
affinitdt zu endothelialen Tumorzellen aufweist und
vorzugsweise durch die Zellen internalisiert wird. Sol-
che Liganden binden oft an eine extrazellulare Doma-
ne eines Wachstumsfaktorrezeptors. Beispielhafte
Rezeptoren umfassen das c-erbB-2-Proteinprodukt
des HER2/neu-Onkogens, den epidermalen Wachs-
tumsfaktor (EGF)-Rezeptor, den basischen Fibro-
blastenwachstumsrezeptor (basischen FGF)-Rezep-
tor und den gefali-endothelialen Wachstumfsfaktor-
rezeptor, E-, L- und P-Selectin-Rezeptoren, Folatre-
zeptor, CD4-Rezeptor, CD19-Rezeptor, af-Integrin-
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rezeptoren und Chemokinrezeptoren.

[0060] Gemal der Erfindung kdnnen die hergestell-
ten Liposome nach GroRe sortiert werden, so dass
sie praktisch homogene Grdflen in einem ausge-
wahlten GrdéRenbereich haben, (blicherweise zwi-
schen etwa 0,01 und 0,5 pm (Mikrometer) und noch
bevorzugter zwischen etwa 0,03 und 0,40 pm (Mikro-
meter). Ein wirksames Verfahren, um REVs und
MLVs nach GréRe zu sortieren, beinhaltet das Extru-
dieren einer wassrigen Suspension der Liposome
durch eine Serie von Polycarbonatmembranen, die
eine ausgewahlte einheitliche Porengrofle im Be-
reich von etwa 0,03 bis 0,20 ym (Mikrometer) besit-
zen, Ublicherweise etwa 0,05, 0,08, 0,10 oder 0,20
pm (Mikrometer). Die Porengrofie der Membran ent-
spricht ungefahr den grofiten LiposomgréRen, die
durch Extrusion durch diese Membran erzeugt wer-
den, insbesondere dann, wenn das Praparat zweimal
oder &fter durch die gleiche Membran extrudiert wird.
Homogenisierungsverfahren sind ebenfalls nitzlich,
um die Liposome auf Gré3en von 100 nm oder weni-
ger zu verkleinern (Martin, F.J., in SPECIALIZED
DRUG DELIVERY SYSTEMS-MANUFACTURING
AND PRODUCTION TECHNOLOGY, (P. Tyle, Her-
ausg.), Marcel Dekker, New York, S. 267-316
(1990)).

B. Herstellung und Charakterisierung von Beispielzu-
sammensetzungen

[0061] Die in Beispiel 1 beschriebenen Liposome,
bei denen eine Imidazoleinheit Uber eine Carbamat-
bindung mit einem Distearoylschwanz verbunden ist,
wurden wie in Beispiel 2 beschrieben hergestellt. Die
Liposome waren zusammengesetzt aus 60 Molpro-
zent partiell hydriertem Sojabohnen-Phosphatidyl-
cholin (PHSPC) und 40 Molprozent des Imida-
zol-Carbamat-Distearoyllipids. Die Liposome in der
Zusammensetzung hatten eine mittlere PartikelgroRe
von 80 Nanometer (nm) nach Beschallung.

[0062] Das Zeta-Potential dieser Liposome wurde
als Funktion des pH-Werts gemessen, und die Er-
gebnisse sind in Fig. 4 gezeigt (weile Dreiecke).
Zum Vergleich wurden zwei Liposomzusammenset-
zungen hergestellt, die das Lipid der Erfindung nicht
enthielten. Eine Zusammensetzung enthielt ein katio-
nisches Lipid, wahrend die andere Zusammenset-
zung aus einem einzigen neutralen Lipid, PHSPC,
bestand. Die kationische Liposomzusammensetzung
bestand aus 55 Molprozent Dimethyldioetadecylam-
monium (DDAB) und 45 Molprozent Cholesterin.

[0063] Die Zeta-Potentialwerte sind ein Mal fiir die
scheinbare Ladung auf der Auf3enflache der Liposo-
me. Noch spezieller ist das Zeta-Potential ein Mal fur
das Potential, das entlang der Grenzflache zwischen
einer Flussigkeitsgrenzflache in Kontakt mit einem
Feststoff und der beweglichen, diffusen Schicht im

Flussigkeitskorper, d.h. der Gleitflache auftritt. Ze-
ta-Potentialwerte wurden unter Verwendung einer
kommerziell erhaltlichen Apparatur gemessen, wie
nachstehend im Methodenabschnitt beschrieben ist.

[0064] In Fig. 4 zeigte ein Liposom, das mit dem
Imidazol-Carbamat-Distearoyllipid hergestellt wor-
den war (weif3e Dreiecke), eine starke Abhangigkeit
des Zeta-Potentials vom pH-Wert der umgebenden
Medien. Wie beobachtet, war das Zeta-Potential bei
pH-Werten von weniger als 5,0 relativ konstant bei
etwa 65 Millivolt (mV)). Wenn der pH-Wert der Medi-
en anstieg, nahm das Zeta-Potential schnell ab. Im
Gegensatz dazu zeigten kationische Liposome (z.B.
Liposome aus DDAB-Cholesterin, schwarze Rauten)
und die neutrale Liposomformulierung (schwarze
Quadrate) eine geringere Veranderung des Zeta-Po-
tentials, wenn der pH-Wert der Suspensionsmedien
zunahm.

[0065] Die schnelle Anderung des Zeta-Potentials
der Liposome, die die Imidazol-Carbamat-Distearoyl-
lipide enthielten, wenn der pH-Wert der Suspensions-
medien zunahm, ist auf die pK-Eigenschaft der Imi-
dazoleinheit zurtickzufiihren. Der pK-Wert von Imida-
zol betragt etwa pH 6,0. Bei einem pH-Wert von we-
niger als 6,0 ist die Imidazoleinheit Gberwiegend, d.h.
mehr als 50%, positiv geladen, und das Zeta-Poten-
tial der Imidazol-Carbamat-Distearoyllipid-enthalten-
den Liposome wird positiv. Bei einem pH-Wert von
mehr als 6,0 wird die Ladung des Imidazols neutral,
d.h. mehr als 50% neutral, und das positive Zeta-Po-
tential der Imidazol-Carbamat-Distearoyllipid-enthal-
tenden Liposome nimmt ab oder wird neutral.

[0066] In einem anderen Experiment wurden Lipo-
some hergestellt, die das Imidazol-Carbamat-Distea-
royllipid (hergestellt wie in Beispiel 1 beschrieben)
und eingeschlossene DNA enthielten. Wie in Beispiel
3A beschrieben, wurde kondensierte Plasmid-DNA
mit Liposomen in Kontakt gebracht, die ein
60/40-Molverhéltnis von PHSPC und dem Imida-
zol-Carbamat-Distearoyllipid enthielten. Vor dem In-
kontaktbringen mit der kondensierten DNA wurde der
pH-Wert der Liposomldsung auf etwa 4,0 eingestellt.
Bei einem pH-Wert von etwa 4,0 ist die Imida-
zol-Kopfgruppe am Lipid positiv geladen, so dass die
negativ geladene DNA elektrostatisch an das Lipid
gebunden wird. Bei fortgesetztem Rihren bildeten
sich die Liposome um die DNA, wobei die DNA in der
Lipid-Doppelschicht eingeschlossen wurde. Demge-
mass stellt die Verbindung ein Verfahren zum effizi-
enten Einschlieen eines negativ geladenen Mittels
zur Verfugung, bei dem Liposome mit einem pH-emp-
findlichen Lipid hergestellt werden und das Mittel mit
den Liposomen unter Bedingungen in Kontakt ge-
bracht wird, bei denen das pH-empfindliche Lipid
leicht positiv geladen wird.

[0067] Liposome mit eingeschlossener DNA wur-
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den mit einer Probe verglichen, die nur DNA enthielt.
Diese zwei Proben wurden 30 Minuten lang mit DNa-
se | behandelt (siehe Beispiel 3B). Nach dem Be-
handlungszeitraum wurde ein Aliquot einer jeden
Probe auf ein Agarosegel, das Ethidiumbromid ent-
hielt, aufgetragen und elektrophoretisch getrennt.
Proben der gleichen Liposome und von DNA, die
nicht mit DNase | behandelt worden war, wurden
auch auf das Agarosegel aufgetragen.

[0068] Fig. 5 ist eine mikrographische Darstellung
der Gelelektrophoreseanalyse dieser Proben. Spur 1
sind die DNase-behandelten Liposome; Spur 2 sind
die Liposome (nicht mit DNase | behandelt); Spur 3
ist die mit DNase | behandelte DNA; Spur 4 ist die
DNA; und Spur 5 ist ein 1 kB-DNA-Leiter-Standard.

[0069] Fig. 5 zeigt, dass die in den Liposomen ein-
geschlossene DNA vor Digestion durch DNase | ge-
schitzt war (durch Vergleich von Spur 1 mit Spur 3,
wo DNA allein durch die DNase | abgebaut wurde).

[0070] In einer anderen Untersuchung wurden Lipo-
some hergestellt, die ein pH-empfindliches Lipid und
einen Zielantikdrper enthielten. Diese Liposome wur-
den zur in vitro-Transfektion von menschlichen Lun-
gentumorzellen verwendet.

[0071] Speziell wurde ein DNA-Reporter-Plas-
midvektor, pEGFP-C1 (Clontech, Palo Alto, CA), der
ein grunes Fluoreszenzproteingen enthielt, nach dem
Verfahren aus Beispiel 3A in den Liposomen einge-
schlossen. Das Verhéltnis von Gesamtlipiden zu
DNA in den Liposomen betrug etwa 14 Nanomol Lipi-
de pro 1 Mikrogramm (ug) DNA. Nach dem Einschlie-
Ren der DNA in den Liposomen wurde ein Anti-Inte-
grin-Antikdrper, 1F11 Fab', in die Lipid-Doppelschicht
eingebracht, indem die Liposome mit Mizellen aus
1F11-Fab', konjugiert mit Polyethylenglycol-DSPE
(PEG-DSPE), inkubiert wurden. Das
1F11-Fab'-PEG-DSPE-Konjugat wurde nach einer
herkdmmlichen Technik durch Anbinden des Antikor-
pers an das N-terminale Maleimid von PEG-DSPE
hergestellt, wie beispielsweise beschrieben bei Za-
lipsky, STEALTH LIPOSOMES, (D. Lasic und F. Mar-
tin, Herausg., CRC Press, Kapitel 9 (1995)).

[0072] Die Antikdérper-enthaltenden Mizellen und
die Liposome wurden Uber Nacht bei Raumtempera-
tur inkubiert. Die menschliche Lungentumorzelllinie
2E9 mit Integrinrezeptor wurde mit den Liposomen in
vitro inkubiert. Liposome, die das 1 F11-PEG-DS-
PE-Konjugat enthielten und Kontrollliposome, denen
der Antikorper fehlte (die PDG-DSPE ohne den Anti-
korper enthielten), wurden 4 Stunden lang bei 37°C
mit den Zellen bei einer Konzentration von 5 pug
DNA/70 nmol Lipid pro ml inkubiert. Nach dem Inku-
bationszeitraum wurde das Medium ausgetauscht,
um die Liposome abzutrennen.

[0073] 24 Stunden nach der Transfektion wurde die
grine Fluoreszenz gemessen, und die Ergebnisse
sind in den Fig. 6A-6D gezeigt. Die Fig. 6A-6B sind
mikrographische Darstellungen der Zellen, die mit
den 1F11-konjugierten Liposomen transfiziert waren.
Fig. 6A zeigt die Zellen unter einem Fluoreszenzmik-
roskop, und Fig. 6B zeigt die Zellen unter einem
Lichtmikroskop: Fig. 6A zeigt, dass die Zellen trans-
fiziert waren, was sich durch die hellen Regionen
zeigt, die fluoreszierenden Zellen entsprechen. Die
Fig. 6C-6D sind Bilder von Zellen, die mit der Kon-
trollformulierung ohne Zielantikérper transfiziert wur-
den. Es trat keine Transfektion auf, was durch die
fehlende Fluoreszenz deutlich wird, wenn die Zellen
mittels Fluoreszenzmikroskopie beobachtet wurden
(Fig. 6C).

[0074] Das Lipid der Erfindung umfasst eine Einheit,
die in der Weise gegeniber dem pH-Wert empfind-
lich ist, dass das Lipid bei einem pH-Wert von etwa
7,4 praktisch neutral ist. Wenn also die Lipide an ei-
nen Patienten, wie beispielsweise ein Saugetier, spe-
ziell einen Menschen verabreicht werden, sind sie
ungeladen, was eine langere Blutzirkulation ermog-
licht, als man sie mit geladenen Liposomen erhalten
kann. Liposome, die von Endozyten eingeschlossen
sind oder die einen speziellen in vivo-Bereich errei-
chen, wo der pH-Wert niedriger ist, werden geladen,
da die Lipide positiv geladen werden. Dies ist darauf
zurlckzufihren, dass die Liposome eine pH-emp-
findliche Einheit enthalten. Das kann beispielsweise
in einer Tumorregion oder in einem Lysosym auftre-
ten. Ein Lipid mit einer Imidazoleinheit, welche einen
pK von etwa 6,0 hat, wird also bei pH-Werten von we-
niger als 6,0 Uberwiegend positiv geladen werden. In
einem Endosom, wo der pH-Wert etwa 5,0 bis etwa
6,0 betragt, wird das Lipid somit protoniert, was die
Aufnahme und Freisetzung der eingeschlossenen
DNA in das Zytoplasma der Zelle erleichtert (Xu und
Szoka, Biochemistry 35:5616—5623 (1996)). Dieses
Prinzip wird anhand der nachstehenden Beispiele
weiter erlautert.

Beispiele

[0075] Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung
veranschaulichen.

[0076] Materialien: Die folgenden Materialien wur-
den von den angegebenen Quellen erhalten: partiell
hydriertes Soja-Phosphatidylcholin (Vernon Walden
Inc., Green Village, NJ); Cholesterin (Solvay Phar-
maceuticals, Niederlande); Dioleoylphosphatidyle-
thanolamin (DOPE) und Dimethyldioctadecylammo-
nium (DDAB) (Avanti Polar Lipids, Inc., Birmingham,
AL).

[0077] Verfahren: Dynamische Lichtstreuung wurde
unter Verwendung eines Coulter N4-MD-Gerats
(Coulter, Miami FL) durchgeflhrt.

9/19



DE 600 14 133 T2 2005.02.03

[0078] Zeta-Potential: Das Zeta-Potential wurde un-
ter Verwendung eines ZETASIZER 2000 von Malver
Instruments, Inc. (Southborough MA) gemessen.
Das Gerat wurde folgendermalien betrieben: Anzahl
der Messungen: 3; Abstand zwischen den Messun-
gen: 5 Sekunden; Temperatur: 25°C; Viskositat: 0,89
cP; Dielektrizitatskonstante: 79; Zelltyp: Kapillarfluss;
Zetagrenzen: —150 mV bis 150 mV.

BEISPIEL 1
Herstellung eines beispielhaften Lipids

A. Herstellung des para-Nitrophenylcarbonats von
Distearoylglycerin

[0079] Wiein Fig. 1 veranschaulicht, wurde 1,2-Dis-
tearoyl-sn-glycerin (500 mg, 0,8 mmol; Verbindung [)
azeotrop mit Benzol getrocknet (dreimal unter Ver-
wendung eines Rotationsverdampfers). para-Nitro-
phenylchlorformiat (242 mg, 1,2 mmol, 1,5 Aquiva-
lente; Verbindung Il), 4-Dimethylaminopyridin (10
mg, 0,08 mmol, 0,1 Aquivalente) und Triethylamin
(334 pl, 204 mmol, 3 Aquivalente) wurden zu 1,2-Dis-
tearoylglycerin in CHCI, (5 ml) gegeben. Das Reakti-
onsgemisch wurde 2 h bei Raumtemperatur geruhrt.
Duinnschichtchromatographie zeigte, dass die Reak-
tion vollstandig war. Das Gemisch wurde mit CHCI,
(50 ml) verdunnt und mit 10%-iger Zitronensaure (3 x
15 ml) extrahiert. Die organische Phase wurde ge-
trocknet (MgSO,) und eingedampft, um einen Fest-
stoff zu ergeben. Der Feststoff (hellorange) wurde mit
Acetonitril (4 x 3 ml) gewaschen, um Uberschissiges
p-Nitrophenylchlorformiat abzutrennen. Das Produkt,
das para-Nitrophenylcarbonat, des Distearoylglyce-
rins (Verbindung Ill), wurde im Vakuum tber P,O, ge-
trocknet. Ausbeute: 557 mg (88%). 'H-NMR (360
MHz, DMSO-D6): 6 0,88 (t, CH,, 6H); 1,26 (s, CH,,
58H); 1,62 (m, CH,CH,CO, 4H); 2,4 (2xt, CH,CO,
4H); 4,2 (dd, trans-CH,0CO, 1H); 4,35 (m,
CH,0OCOO, 2H); 4,5 (dd, cis-CH,OCO, 1H), 5,38 (m,
CH,CHCH,, 1H), 7,4 (d, CH5, 2H); 8,3 (d, C¢N;, 2H).

B. Herstellung des Carbamats von Histamin und Dis-
tearoylglycerin

[0080] Das para-Nitrophenylcarbonat des 1,2-Dis-
tearoylglycerins (350 mg, 0,44 mmol, Verbindung III)
wurde zu Histamin (46 mg, 0,40 mmol, 0,9 Aquivalen-
te; Verbindung IV) in CHCI, (1 ml) und DMSO (200 pl)
zugegeben. Pyridin (300 pl; Verbindung V) wurde zu
der Lésung zugegeben. Das Reaktionsgemisch wur-
de etwa 20 Stunden lang bei Raumtemperatur Uber
Nacht geruhrt. Duinnschichtchromatographie
(CHCI,;:MeON = 90:10) zeigte, dass die Reaktion
vollstandig war. Das Ldsungsmittel wurde verdampft.
Das Produkt (Verbindung VI) wurde in CHCI, gelst,
auf eine Kieselgelsaule (Aldrich, 230—-400 mesh, 60
A) gegeben und mit den folgenden Lésungsmitteln
eluiert: CHCI,;:CH,COCH, = 90:10, 40 ml (oberer

Fleck eluiert); CHCI,:IPA = 80:20, 40 ml (Produkt elu-
iert); CHCI,:IPA = 70:30, 40 ml (mehr Produkt eluiert).
Fraktionen, die das reine Produkt enthielten, wurden
vereinigt und eingedampft. Das Produkt wurde im Va-
kuum Uber P,O, getrocknet und als weiller Feststoff
erhalten (236 mg, 80% Ausbeute). 'H-NMR (360
MHz, CDCI,/MeOH = 1:1 mit TMS): & 0,88 (t, CH,,
6H); 1,28 (s, CH,, 56H); 1,62 (m, CH,CH,CO, 4H);
2,34 (2xt, CH,CO, 4H); 2,77 (t, CH,CH,NH, 2H); 3,18
(t, CH,CH,CO, 2H); 4,054,2 (dd, cis- und
trans-CH,CH,, 4H); 5,13 (m, CH,CHCH,, 1H); 6,08
(s, Histamin, 1H); 7,53 (s, Histamin, 1H).

Beispiel 2
Placebo-Liposom-Herstellung

[0081] Das Lipid (Verbindung VI), hergestellt wie in
Beispiel 1 beschrieben, und partiell hydriertes So-
ja-Phosphatidylcholin (PHSPC) wurden in einem
Rundkolben in einem Molverhaltnis von 40/60 in
Chloroform und/oder Methanol aufgelést. Die Lo6-
sungsmittel wurden durch Rotationsverdampfung
entfernt, und der so erhaltene getrocknete Lipidfilm
wurde mit entionisiertem Wasser hydratisiert, um gro-
Re, multilamellare Vesikel zu bilden.

[0082] Vergleichs-Liposomformulierungen wurden
unter Verwendung von 100 Molprozent PHSPC und
mit einem 40/60-Molverhaltnis von DDAB-Choleste-
rin nach einem ahnlichen Verfahren hergestellt.

[0083] Die LiposomgroRe jeder Formulierung wurde
durch dynamische Lichtstreuung bestimmt.

Beispiel 3

Herstellung von Liposomen, die eine Nukleinsaure
enthielten

A. Herstellung von Liposomen mit eingeschlossener
DNA

[0084] Die Komplexe wurden folgendermafien bei
Raumtemperatur hergestellt. Zunachst wurden 400
Mg Luziferase-Reporterplasmid-DNA in 5%-iger Glu-
coselésung durch Zugabe von 100 pg Histon unter
langsamem, kontinuierlichem Ruhren tber 10 Minu-
ten kondensiert.

[0085] Eine Lésung von PHSPC und dem pH-emp-
findlichen Lipid aus Beispiel 1 (Verbindung VI) in ei-
nem Molverhaltnis von 40/60 bei einer Gesamtlipid-
menge von 12000 nm in 5%-iger Glucoseldsung wur-
de auf pH = 4 eingestellt. Die kondensierte DNA-L6-
sung wurde unter kontinuierlichem Rihren Uber 10
Minuten langsam zu der sauren Liposomldsung zu-
gegeben. Die Endkonzentration an DNA betrug 0,25
mg/ml, und die Gesamtlipidkonzentration betrug 7,5
mM.
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[0086] Das Verhaltnis von DNA zu Gesamtlipiden
betrug 1 ug DNA zu 30 nmol Lipiden.

B. DNase I-Assay

[0087] DNA allein und DNA, eingeschlossen in Lipo-
some, wurden mit DNase 30 Minuten lang bei 37°C
in Gegenwart von 10 mM MgSQO, behandelt. Nach
der Behandlung wurde das Liposom/DNase-Ge-
misch mit Phenol/CHCI,; und CHCI, extrahiert, um die
Lipide und Proteine von der DNA abzutrennen.

[0088] Aliquots der DNase-behandelten DNA und
der DNA-Fraktion aus den DNase-behandelten Lipo-
somen mit eingeschlossener DNA wurden auf ein 1
%-iges Agarosegel aufgetragen, das Ethidiumbromid
enthielt, und elektrophoretisch getrennt, um die Un-
versehrtheit der DNA zu untersuchen. Als Kontroll-
proben wurden DNA und Liposome, die nicht mit
DNase behandelt waren, auf das Gel aufgetragen,
zusammen mit einem 1 Kb-DNA-Standard. Die Er-
gebnisse sind in Fig. 5 gezeigt.

Patentanspriiche

1. Lipid mit der Formel:
0]

worin jedes R, und R, unabhéngig voneinander eine
Alkyl- oder eine Alkenylkette mit 8 bis 24 Kohlenstoff-
atomen ist;

n = 0-20 ist;

L aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus (i)
-X-(C=0)-Y-, (ii) -X-(C=0)- und (iii) -X- besteht, worin
X und Y unabhangig voneinander ausgewahlt sind
aus Sauerstoff, NH und einer direkten Bindung; und
Z eine Einheit ist, die einen pK-Wert von kleiner als
7,4 und gréRer als 4,0 hat, und eine Imidazoleinheit,
ein aromatisches Amin oder ein Aminozucker ist.

2. Lipid nach Anspruch 1, wrin L eine Carbamat-
bindung, eine Esterbindung oder eine Carbonatbin-
dung ist.

3. Lipid nach Anspruch 2, worin X NH und Y Sau-
erstoff ist.

4. Lipid nach Anspruch 3, worin L NH-(C=0)-O-
ist.

5. Lipid nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, worin Z eine Einheit mit einem pK-Wert von 5,0
bis 6,5 ist.

6. Lipid nach Anspruch 5, worin Z ein Imidazol ist.

7. Lipid nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, worin jedes R, und R, eine unverzweigte Alkyl-
oder Alkenylkette mit 8 bis 24 Kohlenstoffatomen ist.

8. Lipid nach Anspruch 7, worin jedes R, und R,
C,,Hs ist.

9. Lipid nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, worin n 1-10 ist.

10. Lipid nach Anspruch 1 mit der Formel:

11. Liposomzusammensetzung, die ein Lipid
nach einem der vorhergehenden Anspriche umfasst.

12. Zusammensetzung nach Anspruch 11, die 1
bis 80 Molprozent des Lipids umfasst.

13. Zusammensetzung nach Anspruch 11 oder
12, die weiterhin eine therapeutische Verbindung um-
fasst, die in den Liposomen eingeschlossen ist.

14. Zusammensetzung nach Anspruch 13, worin
der therapeutische Wirkstoff eine Nukleinsdure
und/oder ein Protein oder Proteinfragment ist.

15. Zusammensetzung nach Anspruch 14, worin
die Nukleinsadure aus der Gruppe ausgewahlt ist, die
aus DNA, RNA und ihren Komplementen besteht.

16. Zusammensetzung nach einem der Anspri-
che 11 bis 15, die weiterhin einen Liganden umfasst,
der die Liposome zur Targetstelle dirigiert.

17. Zusammensetzung nach Anspruch 16, worin
der Ligand eine Bindungsaffinitdt zu endothelialen
Tumorzellen hat und von den Zellen internalisiert
wird.

18. Zusammensetzung nach Anspruch 17, worin
der Ligand aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus
E-Selectin, Her-2 und FGF besteht.

19. Zusammensetzung nach einem der Anspri-
che 11 bis 18, worin die Liposome weiterhin 5 bis 20
Molprozent eines vesikelbildenden Lipids umfassen,
das mit einer hydrophilen Polymerkette derivatisiert
ist.

20. Zusammensetzung nach Anspruch 19, worin
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die hydrophile Polymerkette Polyethylenglycol ist.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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