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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit wurde mit dem Ziel der Herstellung stabiler liposomaler Gen-
transfervesikel fiir den in vitro und in vivo Gentransfer angefertigt. Diese Vesikel sollen
auch fiir eine klinische Anwendung am Menschen geeignet sein. Anforderungen an
solche Vesikel sind: hohe Transfereffizienz, Stabilitdt und Sicherheit fiir Patient und
Anwender.

Die Arbeit beinhaltete Untersuchungen zu der Herstellung, den biophysikalischen
Eigenschaften, der in vitro Gentransfereffizienz sowie zur Stabilitdt und Lagerfahigkeit
der Gentransfervesikel.

Die Ergebnisse zeigen, dafl die Gentransfereffizienz von folgenden Faktoren beein-
flufit wird: den Bestandteilen der Gentransfervesikel, der Herstellung der Vesikel, dem
Ablauf der Transfektion, der Zellart und deren Kulturbedingungen.

Beziiglich der Vesikelbestandteile wurde festgestellt, daf3 sich fiir hohe in wvitro
Transfektionsraten Lipide mit einer Sperminkopfgruppe besonders eignen. Die aus sol-
chen Lipiden hergestellten liposomalen Gentransfervesikel sind jedoch nur kurzzeitig
aktiv und fiir eine lingere Lagerung nicht geeignet.

Dagegen waren aus monokationischen Lipiden (DAC-Chol) hergestellte Liposomen
fiir eine Formulierung von langerfristig stabilen Gentransferkomplexen geeignet. Die Ef-
fizienz und Lagerfahigkeit dieser Vesikel konnte durch den Zusatz von Protaminsulfat
noch gesteigert werden. Eine weiter erhohte Stabilitdat und die Moglichkeit eines Ein-
frierens der vorformulierten Gentransferkomplexe wurde durch den Zusatz von Saccha-
rose ermoglicht. Saccharose senkte jedoch die Kurzzeitaktivitit der Gentransfervesikel
auf etwa ein Drittel der Aktivitdt von Gentransfervesikeln, welche ohne Zuckerzusatz
hergestellt worden waren. Die verringerte Kurzzeitaktivitdt konnte durch eine erhéhte
Dosierung der Gentransferkomplexe ausgeglichen werden.

Die Untersuchungen zeigen, daf§ die Verwendung von Lipid/Protaminsulfat/DNA-
Komplexen, welche in saccharosehaltiger Losung hergestellt wurden, einen effektiven
Gentransfer in vitro gewéhrleistet und ein vielversprechender Ansatz fiir in vivo Un-
tersuchungen sowie mogliche klinische Anwendungen ist.
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Abstract

The aim of this work was the preparation of stable liposomal gene transfer vesicles
for the in wvitro and in vivo gene transfer. It should be possible to use these vesicles
for clinical issues on humans. The requirements for such vesicles are: high efficiency,
stability and security for the user and the patient.

The work contained investigations to the production, the biophysical characteristics,
that in vitro gene transfer efficiency as well as for stability and shelf-life of the gene
transfer vesicles.

Our results show that the gene transfer efficiency is influenced by the following
factors: the constituents of the gene transfer vesicles, the production of the vesicles,
the flow of the transfection, the cell type and their culture conditions.

Concerning the vesicle constituents it was stated that for high in vitro transfection
rates lipids with a spermin headgroup are particularly suitable. Out such lipids ma-
nufactured liposomal gene transfer vesicles are however only briefly active and for a
longer storage not suitably.

On the other hand from monocationic lipids (DAC-Chol) manufactured liposomes
were suitable for the preparation of long term stable gene transfer complexes. The
efficiency and shelf-life of these vesicles could be still increased by the addition of
protaminsulfate. An even more increased stability and the possibility of freezing the
preformulated gene transfer complexes was enabled by the addition of saccharose. Sac-
charose lowered however the short time activity of the gene transfer vesicles to a third
of the activity of gene transfer vesicles, which had been manufactured without su-
gar addition. However the reduced short time activity could become balanced by an
increased dosage of the gene transfer complexes.

The investigations show that the use of lipid/protaminsulfate/DNA complexes,
which were manufactured in a saccharose containing solution ensures an effective gene
transfer in vitro and a promising beginning for in vivo investigations as well as possible
clinical applications is.
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Kapitel 1

Einleitung und Zielstellung

Am Ende dieses Jahrhunderts ergeben sich mit der Moglichkeit Organismen durch die
Applikation von DNA genetisch zu verdndern fiir die Wissenschaft und die Medizin
vollig neue Perspektiven. Die Erforschung der Gen-Funktionen und die Behandlung
genetisch bedingter Erkrankungen riickt damit in den Mittelpunkt biomedizinischer
Forschung und Entwicklung. Fiir eine erfolgreiche Behandlung von Patienten miissen
jedoch folgende Voraussetzungen erfiillt sein:

e die Wahl eines geeigneten Gens fiir die Therapie der Erkrankung
e cin préaklinischer Wirksamkeitsnachweis

e die GMP-gerechte Herstellung der Komponenten, die fiir die Genapplikation not-
wendig sind

e die sichere und effiziente Applikation des verwendeten Gens

e die targetspezifische Aktivitéit bei systemischer Applikation um Nebenwirkungen
Zu minimieren

Fiir den Gentransfer wurden bislang eine Reihe verschiedener Methoden und Ver-
fahren auf biologischer, physikalischer oder synthetischer Grundlage entwickelt. Sie
alle besitzen verschiedene Vor- und Nachteile. Da sicherlich kein einzelnes dieser Gen-
transfersysteme fiir alle Anwendungen geeignet sein wird, ist die Weiterentwicklung
jedes einzelnen Verfahrens fiir die Erweiterung der Therapiemoglichkeiten beim Pati-
enten wichtig. Dabei sind die synthetischen Gentransfersysteme aufgrund der Moglich-
keit Gentransfervesikel unter definierten Bedingungen herzustellen und anzuwenden
von besonderer Bedeutung. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum besseren
Versténdnis und zur Entwicklung der Systeme auf synthetischer Grundlage leisten.

1.1 Ziele der Genapplikation

Das Einbringen genetischen Materials in eukaryontische Zellen ist ein Verfahren zur
Untersuchung von Genfunktionen und zur Therapie von Erkrankungen, die durch Gen-
defekte ausgelost werden. Nach der Sequenzanlayse des Genoms erméglicht die selektive
Expression der Gene in der Zellkultur oder durch Versuchstiere die Identifizierung ih-
rer Funktion und trdgt zum Verstdndnis molekularbiologischer Zusammenhinge bei.

13



14 KAPITEL 1. EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Krankheit Therapiestrategie Beispielgene
Tumor Suizidgenapplikation Thymidinkinase,
Cytosindesaminase
Substitution ausgefallener p53, pl6
Gene
Expression von Tumor- p2l
suppressoren
Stimulierung des Immun- IL-2, IL-4, TNF-«
systems
monogenetischer  Substitution nicht funkti- Adenosindesaminase,
Gendefekt onstiichtiger Gene CF-ter (Cystische Fibrose),
LDL-Rezeptor
HIV/AIDS Vakzinierung HIV-env, rev

Tabelle 1.1: Beispiele fiir Krankheiten und gentherapeutische
Ansitze zu ihrer Behandlung

Wesentliche Aspekte fiir die Applikation der DNA sind das Erreichen einer hohen
Transfereffizienz bei gleichzeitig niedriger Zelltoxizitét.

Die Applikation von DNA in Zellen des menschlichen Organismus zur Therapie
von Erkrankungen wird als Gentherapie bezeichnet. Die somatische Gentherapie wird
als ,,die Applikation eines therapeutischen Genes in somatisches Gewebe mit dem
Ziel einer selektiven Korrektur bzw. Modulation von Erkrankungen“ definiert [102].
Ziel ist dabei zum einen der Ersatz ausgefallener oder pathologisch verdnderter Gen-
funktionen und zum anderen eine Expression von zusédtzlichen Genen zu Therapie-
zwecken. Die Genexpression wird dabei durch eine Verabreichung expressionsfiahiger
DNA-Molekiile, zumeist von Plasmid-DNA | erreicht. Zu einer Unterdriickung der un-
erwiinschten Expression von Genen, wie z.B. von aktivierten Onkogenen, werden dage-
gen Antisense-Oligonukleotide, Antisense-Plasmide oder Ribozyme - RNA schneiden-
de RNA-Molekiile - eingesetzt. Im Gegensatz zur Gentherapie von nichtreproduktiven
Korperzellen ist die sogenannte Keimbahn-Gentherapie aus ethischen Gesichtspunkten
umstritten und in Deutschland bisher nicht erlaubt. Einen Uberblick iiber verschiedene
gentherapeutische Ansétze zur Behandlung von Erkrankungen gibt Tabelle [1.1

Die Anzahl der weltweit durchgefithrten gentherapeutischen, klinischen Studien
stieg von weniger als 400 im Jahre 1994 auf iiber 3000 im Jahre 1997 [3]. Zu den
ersten Erkrankungen die gentherapeutisch behandelt wurden, gehorten monogeneti-
sche Erkrankungen wie die Adenosin-Desaminase Defizienz [160] und die Zystische
Fibrose (CF; auch Mukoviszidose) [22]. Die Stoffwechselerkrankung Zystische Fibrose,
eine hdufig auftretende, autosomal rezessive Erkrankung in der weiflen Bevélkerung
Nordeuropas und Nordamerikas (1 Fall auf 2500 Lebendgeburten), ist auf die fehlen-
de Expression des CF-Transmembranregulator-Proteins zuriickzufiihren. Dies fithrt zu
oftmals todlich verlaufenden Infektionen der Lunge. Nur 9 % der Patienten werden der-



1.2. GENTRANSFERMETHODEN 15

zeit dlter als 30 Jahre. Ziel der gentherapeutischen Behandlungsversuche war es, durch
die exogene Gabe expressionsfahiger Plasmid-DNA eine Erhchung des Gehaltes an CF-
Transmembranregulator-Protein und dadurch eine Besserung des Allgemeinzustandes
der Patienten zu erreichen. In den Studien kam es nach der Applikation der DNA zu ei-
ner kurzzeitigen Abschwéchung der Krankheitssymptome, wobei allerdings die normale
medikamentose Behandlung der Erkrankung fortgesetzt wurde. Aus diesem Grunde ist
ein positiver Effekt der Gentherapie bei diesen Untersuchungen nicht zweifelsfrei nach-
zuweisen. Wegen der zeitlich begrenzten Expression der DNA ist eine wiederholte, unter
Umsténden lebenslange, Applikation der therapeutischen Nukleinsidure notwendig [16].

Neben der Therapie von monogenetischen Defekten ist in zunehmendem Mafle die
Behandlung von Tumoren Schwerpunkt der Forschung. Derzeit haben etwa zwei Drit-
tel aller gentherapeutischen Studien die Behandlung von Tumoren zum Inhalt, etwa
20 % haben die Therapie von AIDS zum Ziel und 8 % der Studien zielen auf die Be-
handlung der zystischen Fibrose [17]. Bei der Gentherapie von Tumoren stehen dabei
die sogenannte korrektive Therapie, die Immuntherapie und die zytotoxische Thera-
pie im Mittelpunkt [I51]. Bei der korrektiven Gentherapie wird versucht, die im Laufe
der Tumorprogression sich hdufenden Gendefekte - insbesondere bei Genen welche fiir
zellzyklusregulierende Proteine kodieren - durch eine gezielte Applikation von funkti-
onsfahigen Genen, die diesen Zyklus regulieren wie z.B. p53 oder p16, zu behandeln.
Dies soll zu einem Wachstumsstop des Tumors und zur Apoptose der Tumorzellen
fithren. Dagegen ist die Immuntherapie auf eine Wiederherstellung der Immunreakti-
vitdt des Tumors - z.B. durch eine verstirkte Expression von MHC-Proteinen - und
auf die Starkung der Immunantwort des Patienten gerichtet.

Ein weiteres Beispiel fiir bei der Tumorbehandlung eingesetzte Therapiegene, sind
die sogenannten Suizid- oder Selbstmordgene. Diese werden mit dem Ziel verabreicht,
transfizierte Zellen abzutéten. Dabei erfolgt eine Applikation von Genen deren Expres-
sionsprodukte im Tumor untoxische Propharmaka (engl. prodrug) in toxische Pharmaka
umwandeln. Ein Beispielgen fiir diese Therapiestrategie ist das Herpes-Simplex-Virus-
Thymidin-Kinase-Gen (HSVtk). Transfizierte Tumorzellen, welche das virale Thymidin-
Kinase-Gen exprimieren, produzieren nach Gabe des Virustatikums Ganciclovir (GCV)
- des Propharmakons - den zytotoxischen Metaboliten GCV-Triphosphat und sterben
ab. Die nicht transfizierten Korperzellen werden dagegen durch das Propharmakon
nicht beeintrachtigt. Dies fiihrt zu einer verminderten systemischen Toxizitdt der Be-
handlung. Ein besonderer Vorteil bei diesem Therapieansatz ist, dafl auch Tumor-
zellen, die das HSVtk-Gen nicht exprimieren durch den sogenannten bystander effect
absterben. Dabei werden die toxischen Metaboliten der transfizierten Zellen iiber die
gap-junctions, interzellulare Verbindungen, auf benachbarte Tumorzellen iibertragen,
welche danach ebenfalls abgetotet werden [106].

1.2 Gentransfermethoden

1.2.1 Physikalische und virale Verfahren

Neben der Wahl des therapeutischen Genes sowie der fiir seine Regulation erforderli-
chen Elemente wie Promotoren, Enhancer und Polyadenylierungssignale, ist die Ent-
wicklung einer geeigneten Methode zum Einbringen der DNA in die Zielzelle, der Trans-
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Yorteile

Nachteile

infizieren auch sich nichtteilende Zellen; hohe
“irustiter und hohe Transtereffizienzen
erreichbar

Adenowviren

induzieren keine Immunreaktionen, nicht-
AR humanpathogener Yirus; Transfektion auch sich
nicht teilender Zellen

infizieren nur sich teilende Zellen (selektiv;
Integration in die Wins-DMNA, dadurch
langanhaltende Genexpression

Retroviren

cOMA bis zu 30kb integrierbar; sehr hohe
“irustiter moglich; Infektion auch sich nicht
teilender Zellen

Herpeswviren

infizieren auch sich nichtteilende Zellen:
Lentiviren langandauernde Genexpressian in einer
“ielzahl wvon Geweben und Zellen

kaurm immunogen; leicht madifizierbar, einfach

Lipasomen herzustellen; wiederholt amwendbar

lzicht herstellbar, einfache Amwendung; nicht

hiackte DA, .
immunogen,

immuncgen, nur cOMA bis zu 7.5 kb
applizierhar, nur kurzzeitige
Genexpressiaon

niedrige Gentransfereffizienz, nur cOMNA,
bis 4.9 kb applizierbar, rekombinante
A& integrieren unspezifisch

infizieren nur sich teilende Zellen;
immunogen: nur niedrige Virustiter
erreichbar, cOMNA nur bis 8kh;

immunagen; sehr zytatoxische Infektion

Keine umfangreichen Erfahrungen bisher,
teils humanpathagen (HIW)

nur kurzzeitige und relativ niedrige
Genexpression, Imteraktion mit
Serumproteinen

niedrige Transfektionsefizienz, nurim
buskel wirksam: schnelle Entfernung aus
cem Blut

Tabelle 1.2: Vor- und Nachteile verschiedener in der Klinik erprobter
Gentransfervesikel (modifiziert nach Boulikas [17])

fektion [127], ein entscheidender Schritt. Generell unterscheidet man biologische - zu-
meist virale -, physikalische und physikochemische Transfermethoden [127), 150} 154].
Dabei sind die physikalischen Methoden wie die Elektroporation [I18] und die Mikro-
injektion [21] nur fiir den ex vivo und den in vitro Gentransfer geeignet. Die intramus-
kuldre Injektion [0, [161] und die sogenannte Jet-Injektions-Methode [165] lassen sich
auch fiir den n vivo Gentransfer in Muskelgewebe, die Leber und die Haut anwen-
den. Bei der Anwendung in anderen Organen sind diese Methoden nicht effizient genug
oder wegen der verwendeten Wolframpartikel (Jet-Injektion) fiir die Anwendung beim
Menschen nicht geeignet.

Derzeit von besonderer Bedeutung fiir die klinische Anwendung ist die Applika-
tion von Genen mit Hilfe rekombinanter Viruspartikel, welche aus viralen Proteinen
und verdnderter genetischer Information bestehen. In das virale Genom werden fremde
Gensequenzen eingebracht, die spéater in der Zielzelle exprimiert werden sollen.

Klinisch wird dabei in etwa 50 % der Studien der retrovirale, in etwa 20 % der
adenovirale und in etwa 15 % der liposomale Gentransfer angewandt [I7]. Mit Hilfe
des retroviralen Gentransfers gelingt es, das genetische Material stabil in das Wirts-
genom sich teilender Zellen zu integrieren. Die resultierende Genexpression ist zwar
von langerer Dauer aber im Vergleich zu der mit Adenoviren erreichbaren relativ nied-
rig. Problematisch bei dieser Applikationsmethode ist vor allem die Entwicklung einer



1.2. GENTRANSFERMETHODEN 17

spezifischen Immunantwort gegen die implantierten viruspartikelproduzierenden Hel-
ferzellen sowie gegen die Hiillproteine des Virus. Aulerdem besteht die Moglichkeit der
Generierung von replikationskompetenten Viren als Folge von Rekombinationsereig-
nissen. Um dieses Risiko zu minimieren wurden eine Reihe von Sicherheitsmutationen
in die viralen Expressionvektoren eingefiigt. Aber auch bei diesen verénderten rekom-
binanten Viruspartikeln kann die zuféllige Geninsertion durch die virale Integrase zu
einer Aktivierung von zelluldren Onkogenen bzw. zur Inaktivierung von Tumorsuppres-
sorgenen fithren - ein Grund weshalb diese Verfahren nicht unbedenklich sind.

Auch Vektoren auf der Basis von Adenoviren sind aussichtsreiche Gentransfervesi-
kel. Diese erreichen hohe Transfektionsraten sowohl in sich nicht als auch in sich teilen-
dem Gewebe. Der adenovirale Gentransfer fiithrt, da die DNA nicht in das Wirtsgenom
integriert wird, zu einer hohen aber nur relativ kurzzeitigen Expression des rekombi-
nanten Genes. Einer wiederholten Applikation steht zumeist die heftige Immunantwort
des Recipienten entgegen.

Neben Retro- und Adenoviren sind weitere rekombinante Viruspartikel auf der Ba-
sis von Adenoassoziierten-Viren (AAV), Herpes-Simplex-Viren (HSV) und Humanen
Immundefizienzviren (HIV) in der Entwicklung.

Insgesamt lassen die notwendigen umfangreichen zellbiologischen und medizinischen
Vorarbeiten und die aufwendigen Sicherheitsvorkehrungen hohe Kosten bei der klini-
schen Anwendung der viralen Gentransferverfahren erwarten.

Abschlieflend ist darauf hinzuweisen, daf in letzter Zeit synthetische kationische Li-
pide [4, 27, 119} 143] oder Polymere [5, 7, T07, 126] dazu verwendet werden eine wichtige
Barriere des Gentransfers mit Viren, die negativ geladene Virushiille, zu maskieren. Bei
Verwendung dieser synthetisch/viralen Gentransfervehikel kann die Effizienz der Viren
nochmals um ein bis zwei GroBlenordnungen gesteigert werden.

1.2.2 Synthetische Gentransfersysteme
1.2.2.1 Polymerverbindungen

Im Gegensatz zu den biologischen und physikalischen Methoden der Genapplikation
basieren die synthetischen Verfahren zumeist auf chemisch oder enzymatisch herge-
stellten Komponenten. Es handelt sich dabei entweder um polykationische Peptide
bzw. Polymere oder um Lipide. 1965 fanden Vaheri [115] und Mitarbeiter, daf sich mit
Hilfe des Polykations Diethylaminoethyl-Dextran (DEAE-Dextran) die Infektivitit von
Polio-Virus-RNA erheblich steigern lasst [I15]. Trotz der relativ niedrigen Gentrans-
fereffizienz und einer hohen Toxizitdt wird dieses Polymer auch heute noch fiir den
in vitro Gentransfer von DNA verwandt [85]. Auch die Kalziumphosphatprézipitati-
onstechnik [57], die auf der Komplexierung von DNA mit Ca®" Tonen in Phosphatpuffer
beruht, wird derzeit noch angewandt. Kritisch ist hierbei die Prézipitatbildung, die nur
innerhalb eines engen pH-Bereiches ablauft und methodisch schwer zu standardisieren
ist. Sowohl diese Methode als auch die DEAE-Dextran-Transfektion sind auf in vi-
tro und ez vivo Anwendungen begrenzt. Fiir eine klinische Anwendung kommen beide
Methoden nicht in Frage.

Von wachsender Bedeutung sind dagegen synthetische Vektoren auf der Basis von
Polymeren wie Polyethylenimin (PEI [1§]), Polydimethylaminoethylmethacrylat (PD-
MAEMA [25, 24]) oder die sogenannten starburst-Polyamidoamin (PAMAM)-Den-
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Polymerverbindungen kationische Liposomen

Beispiele DEAE-Dextran Lipopolyamine
poly-L-Lysin Cholesterolderivate
Polyethylenimin doppelkettige Lipide
PAMAM-Dendrimere Lipopoly-L-Lysine
PDMAEMA Detergenzien

Komplex Polyplex Lipoplex

Transfektion Polyfektion Lipofektion

Tabelle 1.3: Beispiele  synthetischer = Gentransfersysteme und
Nomenklatur der Komplexe bzw. der Transfektions-
verfahren (nach Felgner u.a. [45])

drimere [83, [145]. Bei einigen dieser Vektoren miissen allerdings zusétzlich lysomo-
trophe Agentien wie Chloroquin zugesetzt werden, um den Durchgang der DNA durch
das Lysosom zu ermoglichen [25 24]. Der ohne Chloroquin schlechte Durchgang der
Komplexe durch das Lysosom limitiert die in vivo Anwendbarkeit dieser Vektorsy-
steme. Auch das organische Polymer PEI (HoN-(CHy-CHy-NH),,-H) mit der hochsten
denkbaren Kapazitit an positiver Ladung, jedes dritte Atom ist ein protonisierba-
rer Amino-Stickstoff, kann fiir den in vitro und in vivo Gentransfer verwandt werden
[T, 18]. Wie eigene Untersuchungen zeigen, ist die Effizienz dabei allerdings nicht sehr
hoch.

Bei den sogenannten PAMAM-Dendrimeren handelt es sich um dreidimensionale,
oligo- bzw. polymere Molekiile, die von einem Ammoniakkern ausgehend synthetisiert
werden. Fiir eine effektive Transfektion miissen diese kugelférmigen Molekiile jedoch
wieder teilweise degradiert werden [145]. Dieser Degradationsschritt beeintréchtigt die
in vivo Anwendbarkeit des Vektorsystems, da die bei der Degradation entstehenden
nicht nédher definierbaren Mischprodukte einer klinischen Anwendung entgegen stehen.

Um eine effektivere Aufnahme der DNA in die Zielzelle und in deren Zellkern zu
ermoglichen wurden auBlerdem Polymere wie poly-L-Lysin (PLL) und PEI z.B. mit
Hilfe von Transferrin [32], [79] oder mit fusogenen Influenzapeptiden [I53] chemisch mo-
difiziert. Problematisch hierbei ist jedoch die komplizierte Synthese der modifizierten
Polymere. Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Gentransfervesikel und die Nomen-
klatur der Komplexe bzw. der Transfektionverfahren gibt Tabelle [1.3]

1.2.2.2 Klassische liposomale Gentransfermethoden

Liposomen, kiinstliche Membranvesikel die sich spontan in wairiger Losung aus Phos-
pholipidmolekiilen bilden kénnen [9] [10], werden seit mehr als 20 Jahren u.a. zur Appli-
kation therapeutischer Substanzen wie Zytostatika [148], in der Kosmetik- und Lebens-
mittelindustrie, als Immunadjuvantien und in den letzten Jahren auch zur Applikation
von Nukleinsduren [I01] verwandt (zu den verschiedenen Anwendungsmoglichkeiten
von Liposomen vgl. [87]).
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Fiir eine Applikation verkapselter DNA wurden zu Beginn vor allem Immunoliposo-
men [68], Transferrin-Liposomen [23], [140] und fusogene Liposomen entwickelt. Letztere
tragen in ihrem Inneren einen Komplex aus DNA und Kernprotein bzw. basischen Pep-
tiden und auf der Oberfliche fusogene Virusproteine 75} [76, 149]. Derartige liposomale
Formulierungen sind jedoch wegen der aufwendigen Herstellung und der Immunreak-
tivitat gegen die gekoppelten Oberflichenproteine in ihrer Anwendbarkeit limitiert.

Ein weiterer schwerwiegender Nachteil herkémmlicher Liposomen ist der relativ in-
effiziente Einschlufl der DNA und die Schiadigung der DNA in Folge des starken mecha-
nischen Stresses bzw. anderer Belastungen bei der Herstellung bzw. der Verkapselung
des genetischen Materials in den Liposomen.

1.2.2.3 Kationische Liposomen

Das synthetisch hergestellte kationische Lipide und aus ihnen préparierte Liposomen
sich zur Applikation rekombinanter DNA [46], mRNA [100], Antisense-Oligomeren [26],
Proteinen [34] und Ribozymen [134) [146] eignen, ist erst seit wenigen Jahren bekannt.
Bei der Lipofektion, der Applikation von Nukleinsduren mit Hilfe kationischer Lipi-
de [45], wird die DNA iiber elektrostatische Wechselwirkungen mit der Membran der
Liposomen assoziiert und iiber einen bisher noch unvollstédndig verstandenen Mecha-
nismus in die Zielzelle transferiert. Die Transferrate bei in vitro Experimenten ist dabei
- in Abhéngigkeit von der Zellinie - mit der Effizienz des retroviralen Gentransfers ver-
gleichbar. Die Lipofektion hat in den letzten Jahren auch fiir in vivo Anwendungen
an Bedeutung gewonnen. Zur Zeit befinden sich die ersten kationischen Liposomen in
einer klinischen Phase I/1T Priifung [103].

In der Praxis zeichnen sich kationische Liposomen durch eine einfache Handhabung,
geringe Immunreaktivitidt und damit wiederholbare Anwendbarkeit bei niedrigem Si-
cherheitsrisiko fiir Anwender und Empfinger aus (vgl. Tab. [L.2).

Chemische Struktur der Lipide: Die kationischen Liposomen bestehen aus ei-
ner in Wasser suspendierten Dispersion eines kationischen Lipides oder eines Gemi-
sches aus kationischem Lipid und neutralen Helferlipid. Eine Eignung dieser Vesi-
kel fiir den Gentransfer in eukaryontische Zellen wurde erstmalig von Felgner und
Mitarbeitern im Jahre 1987 [46] gezeigt. Das Lipid N-[1-2,3-Dioleoxy)-propyl]-N,N N-
trimethylammoniumchlorid (DOTMA #4, Abb. [1.1] S. bildet sowohl mit als auch
ohne den Zusatz eines neutralen Helferlipides wie Phosphatidylethanolamin (PE) Dop-
pelschichtstrukturen. Die quarternére Trimethylammoniumgruppe verursacht in wéssri-
gen Losungen eine positive Ladungsoberfliache der sich spontan bildenden multilamel-
laren Vesikel. Diese positiv geladenen Liposomen sind in der Lage, die in Folge der
Phosphodiesterbindungen negativ geladene DNA zu komplexieren und eukaryontische
Zellen 5-100fach effizienter zu transfizieren, als es mit Hilfe der Kalziumphosphat- bzw.
der DEAE-Dextran-Transfektion méglich ist. Neben dem von Felgner und Mitarbeitern
synthetisierten kationischen Lipid DOTMA [46], wurden fiir den Gentransfer nachfol-
gend weitere, strukturell recht unterschiedliche kationische Lipide synthetisiert (siehe

Tabelle .
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Abbildung 1.1: Struktur verschiedener kationischer und
neutraler Lipide

#1 Cholesterol; #2 DOPE; #3 DAC-Chol; #4 DOTMA; #5 DC-Chol; #6 DOTAP;
#7 DCQ-Chol; #8 DOCSPER; #9 Sp-Chol; #10 DOSGA
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Nach der Definition von Gao und Huang [53] miissen diese Lipide im wesentlichen
folgende chemische Komponenten enthalten:

e cine positiv geladene Kopfgruppe
e cine Verbindungsbriicke (Spacer)
e cine hydrophobe/lipophile Ankergruppe

Der lipophile Teil der kationischen Lipide basiert dabei haufig auf Ether-Lipiden
(DOTMA #4, DMRIE, 5-AE-DMRIE, DOSPA). Aber auch Cholesterol-Derivate (DAC-
Chol #3, DC-Chol #5, DCQ-Chol #7, Sp-Chol #9) und Lipide mit Aminopropan-
(DOSPER) bzw. Glyzerinanker (DOTAP #6, DOCSPER #8) wurden beschrieben.
Die hydrophilen, kationischen Kopfgruppen der Lipide unterscheiden sich nach ih-
rer Struktur und Ladung. Synthetisiert wurden monokationische (DOTMA, DMRIE,
DDAB, DOTAP, DC-Chol, DAC-Chol) und polykationische (5-AE-DMRIE, DOGS,
DOSPER, DOCSPER, Sp-Chol) Lipide. Insbesondere das natiirlich vorkommende Po-
lykation Spermin wurde h&ufig als Baustein der kationischen Kopfgruppe verwendet.
Dieses biogene Polyamin Spermin und auch Spermidin zeichnen sich durch eine hohe
Affinitét gegeniiber Polynukleotiden aus und bilden sehr stabile, kompakte Komplexe
mit der DNA. Spermin selbst dient der Komplexierung der DNA im Kopf der Spermi-
en und wird fiir wissenschaftliche Zwecke zumeist aus Heringssperma gewonnen. Durch
die Modifikation eines Sperminmolekiils mit einem lipophilen 1,3-Diglycerid-Geriist
konnten wir ein neuartiges Lipopolyamin (DOCSPER #8, s. Abb. entwickeln,
welches eine sehr hohe Transfektionseffizienz bei gleichzeitig geringer Zelltoxizitat auf-
weist [58], [131].

In unserer Arbeitsgruppe wurde auferdem ein kationisches Lipid mit einem Chole-
sterolgrundgeriist und einer monokationischen Kopfgruppe synthetisiert (DAC-Chol #3
[123]). Es handelt sich dabei um ein Strukturanalogon zu der von Gao und Huang [51]
synthetisierten Verbindung DC-Chol. DAC-Chol zeichnet sich gegeniiber DC-Chol vor
allem durch seine verbesserte Liposomenbildungsfiahigkeit aus. Es ist wegen seiner ge-
ringen Toxizitédt insbesondere fiir den Gentransfer in humane Zellen geeignet. Eine
Formulierung dieses Lipides mit dem Helferlipid DOPE ist kommerziell fiir in vitro-
Transfektionen erhéltlich (DAC-30™; Eurogentec, Belgien).

Ein Nachteil einer grofien Anzahl kationischer Lipide ist die vielfach beobachtete
Zelltoxizitat, welche u.a. auf eine geringe biologische Abbaubarkeit (nicht hydrolysier-
bare Etherbindung im Falle des DOTMA) bzw. auf Protein-Kinase-C-inhibitorische
Effekte der Lipide mit ihren unnatiirlichen, quarterndren Ammoniumgruppen zuriick-
zufiihren ist [40]. Aus diesem Grund zielten unsere eigenen Arbeiten auf die Herstel-
lung bioabbaubarer kationischer Lipide ab. Mit diesen sind hohe Gentransferraten bei
gleichzeitig niedriger Zelltoxizitat zu erreichen.

Helferlipide: Die Effizienz des Gentransfers mit kationischen Amphiphilen kann zu-
meist durch den Zusatz eines neutralen Helferlipids wie DOPE, Phosphatidylcholin
(PC) oder Cholesterol (Chol) gesteigert werden. Nachteilig bei der Verwendung eines
Helferlipids ist zum einen die aufwendige Formulierung der Liposomen und zum ande-
ren wie im Falle der Verwendung von DOPE die moglichen Abbaureaktionen, z.B. die
Hydrolyse der Esterbindungen und die Oxidation der ungeséttigten Doppelbindungen



22

KAPITEL 1. EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Lipid kationische Kopfgruppe/ Referenz
lipophiler Anker
Doppelkettige Amphiphile
DOTMA Trimethylamin*/ Etherlipid [46]
DMRIE Hydroxyethyldimethylamin/ [44]
Etherlipid
B-AE-DMRIE Aminoethyldimethylamin/ Etherlipid [157]
DOSPA Spermin,/ Etherlipid [67]
DDAB Quarternéres Amin/ aliphatische Koh-  [125]
lenwasserstoftketten
DOTAP Trimethylamin/ Glycerollipid [93]
DOGS Spermin/ [97]
aliphatische Kohlenwasserstoffketten
DOSPER Spermin/ Propylamin mit 2 veresterten [19]
Olséureketten
DOCSPER Spermin/ Glycerollipid mit 2 Olsiure- [58]
ketten
Cholesterolderivate
DC-Chol Dimethylamin/ Cholesterol [51]
DAC-Chol Methylamin/ Cholesterol [123]
DCQ-Chol Hydroxyethyldimethylamin / [131]
Cholesterol
Sp-Chol Spermin,/ Cholesterol [89, [131]

(bzw. Lipid #67)

Tabelle 1.4: Kationische Lipide fiir den Gentransfer

* Trimethylamin bedeutet drei Methylgruppen am protonisierten Stickstoff, ein vierter Kohlenstoff
bildet die Briicke zum lipophilen Anker, d.h. es handelt sich um ein quarternires Stickstoffatom. Die

exakten chemischen Namen sind im Abkiirzungsverzeichnis enthalten.
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in den Fettsdureseitenketten [88]. Aus diesem Grunde wurden auch Phosphatidyletha-
nolamine mit vollstindig geséttigten Fettsduren [44] 170] sowie Cholesterol [71], [130] fiir
die Formulierung von kationischen Liposomen eingesetzt. Wahrend dabei die geséttig-
ten Phosphatidylethanolaminderivate wenig effektiv waren, scheint der natiirliche und
daher weniger zelltoxische Membranbestandteil Cholesterol insbesondere fiir den in wvi-
vo Gentransfer [71] bzw. fiir die Transfektion von Suspensionzellen geeignet zu sein
[130].

Einige doppelkettige Amphiphile sind allerdings auch ohne Zusatz von Helferlipiden
in der Lage DNA in Zellen zu transferieren [19, 58] 07, [157]. Es wurde jedoch von ver-
schiedenen Autoren gezeigt, dafl sich auch bei diesen Lipiden bestimmte Gentransfer-
eigenschaften - so z.B. die relativ geringe Varianz wirksamer Lipid/DNA Verhéltnisse
- durch den Zusatz von Helferlipiden verbessern lassen [58] 133].

Vorkomplexierung der DNA: FEin weiteres Problem beim Gentransfer mit ka-
tionischen Lipiden ist die relativ grofle und sehr breit gestreute Vesikelgrofle welche
durch die relativ schwache Komplexierung der DNA bedingt ist. Infolge einer nach
der DNA-Zugabe verringerten Oberflichenladung der Lipoplexe nimmt die AbstofSung
zwischen den einzelnen Vesikeln ab und durch Fusionsereignisse kommt es zur Bildung
von teilweise iiber 1 um grofien Partikeln. Diese groflen Lipoplexe sind fiir eine in vi-
vo Anwendung ungeeignet. Die Komplexierung durch die Liposomen ist offenbar nicht
ausreichend fiir eine linger anhaltende Stabilisierung der Vesikel. Um kleinere, stabile-
re und serumresistente Gentransfervesikel zu erhalten ging man in den letzten Jahren
dazu iiber, die DNA vor der Zugabe der Liposomen mit einem kationischen Protein
oder Polymer wie PLL oder Protaminsulfat (PS) zu komplexieren [53] 05]. Diese, als
Lipopolyplexe oder Lipid-Polykation-DNA-(LPD)-Komplexe [95] bezeichneten Vesikel,
zeigen im Vergleich zu Lipoplexen, welche nur aus DNA und kationischen Liposomen
bestehen, in vitro und in vivo vielfach hohere Transfektionsergebnisse. Einen Uberblick
iiber Herstellung und Bezeichnung der in dieser Arbeit eingesetzten Gentransfervesikel

gibt die Abbildung

Biophysikalische Charakterisierung: Trotz des grofien Interesses und der vielfélti-
gen Anwendungsméglichkeiten ist die Natur der kationischen Liposomen und der Lipo-
plexe bisher nur unzureichend verstanden. Im Mittelpunkt der Untersuchungen dieser
Vesikel standen bisher vor allem die Optimierung der chemischen Struktur der katio-
nischen Lipide [41], 44l [46], [51), 89, 157] und der EinfluBl von verschiedenen Helferlipiden
[41], 144) 133] auf die Transfektionseigenschaften. Die Voraussetzungen einer optimalen
Lipoplexbildung und die Bedeutung verschiedener Einfluifaktoren - wie z.B. der Zeit-
verlauf der Lipoplexbildung oder die Beschaffenheit des Komplexierungsmediums fiir
die erzielten Transferergebnisse - wurden dabei oft nur sehr unzureichend beriicksich-
tigt.

Erst in den letzten Jahren ist versucht worden tiefer in die Zusammenhénge von
Struktur und Wirkung einzudringen und mehr iiber die biophysikalischen Eigenschaften
der Liposomen und der Lipoplexe sowie iiber ihr Verhalten beim Gentransfer in Erfah-
rung zu bringen. Dieses Wissen ist insofern unentbehrlich, als eine mogliche klinische
Anwendung liposomaler Gentransfervesikel das detaillierte Verstéandnis der ablaufen-
den Prozesse voraussetzt.
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Abbildung 1.2: Herstellung und Bezeichnung der in der Arbeit
beschriebenen Gentransfervesikel

.
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Liposomen: Wie bereits oben ausgefiithrt, werden kationische Liposomen ent-
weder aus einem kationischen Amphiphil oder héufiger aus einer Mischung des ka-
tionischen Lipides mit einem Helferlipid wie DOPE oder Cholesterol hergestellt. Die
Eigenschaften der entstandenen Liposomen hingen sowohl von der chemischen Struk-
tur des kationischen Lipides als auch von der Art des Helferlipides ab. Diese Faktoren
beeinflussen Parameter wie die Vesikelgrofle, das Zetapotential oder den pH-Wert an
der Liposomenoberflache.

Liposomenbildung: Im Allgemeinen bilden kationische Cholesterolderivate im Ge-
gensatz zu doppelkettigen kationischen Lipiden (wie z.B. DOTMA oder DOCSPER)
ohne den Zusatz des Helferlipides DOPE keine fiir den Gentransfer geeigneten Liposo-
men. Die Ursache dafiir ist eine stidrkere Membranrigiditét der Liposomen durch den
Cholesterolanker. Cholesterol, eingesetzt als Helferlipid, erhoht die Phaseniibergang-
stemperatur (Tc), macht damit die Membran rigider und erschwert den Phaseniiber-
gang. Bei Uberschreiten der Phaseniibergangstemperatur geht die Lipidmembran von
einem Gelzustand mit relativ unbeweglichen Lipidmolekiilen zu einem Fliissigzustand
mit frei beweglichen Lipidmolekiilen iiber.

Im Gegensatz zu Cholesterol erniedrigt DOPE wegen der sterischen Struktur der
Olsdureseitenketten die Phaseniibergangstemperatur und steigert damit die Membran-
fluiditéat. Im Ergebnis kommt es zu einer erleichterten Liposomenbildung nach der Zu-
gabe von wéfirigem Medium zu den Lipidfilmen. Die hohere Fluiditat der Membran
durch die ungeséttigten Seitenketten der doppelkettigen Amphiphile ist wahrscheinlich
fiir deren bessere Liposomenbildungsfahigkeit verantwortlich.

Zetapotential: Als Zetapotential bezeichnet man die Ladung an der Oberfldche der
Liposomen, die bei der Bewegung in einem elektrischen Feld nicht abgestreift werden
kann. Neben der Membranfluiditéit ist das Zetapotential ein entscheidender Parameter
fiir die Wechselwirkung mit anderen Komponenten wie DNA oder RNA. Nach den
Untersuchungen von Eastman und Mitarbeitern [36] ist das Zetapotential bei der Ab-
wesenheit von DNA unabhéngig von der chemischen Struktur und der Ladung des
kationischen Lipides. Es ist allerdings abhéngig vom Medium in dem es gemessen wird:
hohere Tonenkonzentrationen schirmen die positiven Ladungen der kationischen Lipide
ab, die diffuse Schicht wird diinner und das Zetapotential der Liposomen wird ernied-
rigt.

Elektrostatische Parameter: Im Gegensatz zum Zetapotential sind die elektrosta-
tischen Parameter, die mit Hilfe des pH-abhéngigen Fluorophores 4-Heptadecyl-7-
hydroxycoumarin (HC) bestimmt werden, abhéngig von der chemischen Struktur der
kationischen Kopfgruppe. Nach Untersuchungen von Zuidam und Barenholz [172] ist
z.B. DC-Chol mit seiner tertidren Aminogruppe bei physiologischem pH-Wert im Um-
gebungsmedium weniger protonisiert, als Lipide mit quarternéren, also nicht pH-abhéangi-
gen Kopfgruppen wie DOTAP oder DMRIE. Die Autoren vermuten, daf3 dies zu einer
schwicheren Komplexierung der DNA fithrt und damit die Freisetzung der DNA in
der Zelle erleichtert wird. Dadurch koénnte eine effizientere Transfektion der Zellen
begiinstigt werden.

Wie die biophysikalischen Untersuchungen zeigen, bestimmen die chemische Struk-
tur des kationischen und des Helferlipides die Groflie und die Struktur der entstehen-
den Liposomen. Hohe Anteile ungeséttigter Verbindungen in den lipophilen Seiten-
ketten der Lipide fithren zu einer verbesserten Liposomenbildung. Die Anwesenheit
quarternidrer Amine in den Liposomen fithrt zu einem héheren pH-Wert auf der Lipo-
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somenoberfliche wogegen das Zetapotential offenbar unabhéngig von der chemischen
Struktur des Lipides ist.

Lipoplexe: Beim Mischen von kationischen Liposomen und DNA entstehen infol-
ge der ionischen Wechselwirkungen zwischen den negativ geladenen Phosphatbriicken
der DNA und den positiv geladenen Kopfgruppen der kationischen Lipide spontan
Komplexe. Es handelt sich um einen sehr dynamischen Vorgang bei dem der zeitli-
che Verlauf der Komplexbildung und die Struktur der Lipoplexe von verschiedenen
Faktoren abhéngig ist.

Lipid/DNA-Verhdltnis: Gershon und Mitarbeiter fanden, dafi die Mischung von
kationischen Liposomen und DNA zu recht unterschiedlichen Komplexen fiihrt, de-
ren Struktur z.B. von dem Ladungsverhéltnis zwischen der DNA und den Liposomen
abhéngig ist [55]. Diese und auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zeigen, daf
bei niedrigen L/D-Verhiltnissen, also einem Uberschuf von DNA, kleine Lipoplexe
(<40 nm) mit lose gebundener DNA koexistieren [62, 120]. Grofiere Lipoplexe (>100
nm bis mehrere pm) treten dagegen bei neutralen und leicht positiven Ladungsverhélt-
nissen auf. Bei hohen L/D-Verhéltnissen ist die DNA von den Liposomen verpackt,
teilweise kann aber auch noch DNA auf der Liposomenoberfliche vorhanden sein. Die
Lipid/DNA-Komplexe befinden sich offenbar im dynamischen Gleichgewicht mit klei-
nen Clustern diinn mit Lipid iiberzogener bzw. freier DNA [44] 142 [167].

Optimale Gentransferergebnisse wurden von der Mehrzahl der Autoren mit schwach
bis stark positiven Verhéltnissen von Lipid zu DNA erreicht , also mit Verhéltnissen bei
denen die Lipoplexstruktur sehr heterogen ist [133, [164]. So fanden Kawaura und Mit-
arbeiter durch Atomabsorptions-Untersuchungen heraus, daf3 die fiir den Gentransfer
optimale Grofle ihrer Liposomen - bestehend aus einem kationischen Cholesterolderivat
und dem Helferlipid DOPE - 0.4 um bis 1.4 um betragt [77].

Auf der Grundlage der verschiedenen biophysikalischen Untersuchungen wurden
zwei verschiedene Strukturmodelle fiir die Lipoplexe entwickelt. Die Autoren des ersten
Modells vermuten, dafl die DNA an der Auflenseite der Vesikel durch elektrostatische
Wechselwirkungen adsorbiert wird [36] 46], in dem anderen Modell wird postuliert,
daB die DNA von der Lipidhiille eingeschlossen wird [55 [122]. Letztere Hypothese
stiitzen die Synchroton-Rontgenstrahl-Beugungsexperimente von Rédler und Mitarbei-
tern [120], welche aus ihren Ergebnissen folgern, dal Komplexe aus DOTMA /DOPE
und DNA hochgeordnete fliissigkristalline Phasen ausbilden. In diesen ist die DNA
in die multilamellaren Lipiddoppelschichten eingelagert. Gershon und Mitarbeiter [55]
verweisen in ihren Untersuchungen auf einen Zweistufenproze3: Bei niedrigen L/D-
Verhiltnissen wiirde die DNA an den Liposomen adsorbiert, bei Uberschreiten eines
kritischen L/D-Verhéltnisses kiime es zur Zusammenfaltung der DNA. Auch die Ergeb-
nisse von Pitard und Mitarbeitern [I17] deuten auf einen derartigen Stufenprozef hin.
Bei hohen L/D-Verhéltnissen von ihrem Lipopolyamin und der DNA beobachteten die
Autoren stark gepackte, kleine Lipoplexe. Dagegen fanden sie bei neutralen Ladungs-
verhéltnissen grofle Aggregate. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch Yoshikawa und
Mitarbeiter bei ihren Untersuchungen mit dem Lipopolyamin DOGS [166]. Sie fanden
bei Zugabe des Lipids zu der DNA ein Aufwinden der langgestreckten DNA zu kleine-
ren Strukturen &hnlich der von Nukleosomen. Im Verlaufe der Zeit aggregierten diese
Komplexe jedoch zu gréfleren Strukturen.

Medium: Neben dem L/D-Verhéltnis beeinflufit auch das Medium in dem die Kom-
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plexbildung erfolgt die Struktur der Lipoplexe. Diese Tatsache ist erst seit kurzem
Gegenstand von Untersuchungen. Arbeiten von Barthel und Mitarbeitern [12] lassen
schlufifolgern, dafl bei der Transfektion von DOGS/DNA-Komplexen ein bedeutender
Einflul der Tonenkonzentration und der Art der Ionen auf die Effizienz des Gentrans-
fers vorliegt. Fiir die Herstellung der Gentransferkomplexe fanden die Autoren einen
vorteilhaften Effekt bei der Entfernung von Kationen wie Ca?t und Mg?"™ sowie bei
der Verwendung von DMEM-Medium. Bei diesen Untersuchungen wurden jedoch wei-
tere wichtige Faktoren, wie die Konzentration der Liposomen und der DNA sowie der
Zeitverlauf der Komplexbildung, nicht beriicksichtigt. Pitard und Mitarbeiter [117], Es-
criou und Mitarbeiter [38] sowie Kichler und Mitarbeiter [78] untersuchten wesentlich
systematischer den Einfluf3, den die Zusammensetzung des Mediums auf die Gentrans-
feraktivitdt von Lipopolyamin/DNA-Komplexen hat. Pitard und Mitarbeiter stellten
eine Verdnderung der Morphologie der Komplexe in Abhéngigkeit von der Ionenkon-
zentration fest. Je hoher die Konzentration von NaCl, desto grofler waren die Komplexe
und die in vitro bestimmten Gentransfereffizienzen. Kichler [78] und Escriou [38] be-
obachteten auflerdem eine hohe Genexpression bei neutralen L/D-Verhéltnissen wenn
die Komplexbildung in Medien erfolgte, die Phosphat-, Acetat- oder Hydrogencarbo-
nationen enthielten.

Chemische Struktur: Auch die Suche nach den moglichen Zusammenhéngen zwi-
schen der chemischen Struktur der Lipide und ihrer Eignung als Gentransfervesikel
fiihrte bisher zumeist zu wenig aussagekriftigen Rsultaten. So vermuteten Akao und
Mitarbeiter [2] auf der Basis ihrer Untersuchungen einen Zusammenhang zwischen
der Phaseniibergangstemperatur und der Gentransferaktivitit, eine Annahme die von
Balasubramaniam und Mitarbeitern [§] bei der Analyse von DOTMA-Analoga nicht
bestéatigt werden konnte. Auch wurde versucht, einen Zusammenhang zwischen dem
Zetapotential und der Gentransferpotenz herzustellen [144]. Nach den Untersuchun-
gen von Stegemann und Mitarbeitern [I41] ist ein solche Wechselbeziechung aber nicht
vorhanden.

Wie ausgefiithrt wurde, beeinflussen sehr viele Faktoren die Effektivitit der Trans-
fektion. Bisher konnten jedoch keine eindeutigen GesetzméafBigkeiten zum Zusammen-
hang von chemischer Struktur, den biophysikalischen Eigenschaften und der Morpho-
logie auf der einen Seite sowie den Gentransfereigenchaften in vitro und in vivo auf
der anderen Seite festgestellt werden. Die Vielzahl der erfolgreich fiir den Gentransfer
eingesetzten Verbindungen und die mdoglichen Varianzen in der chemischen Struktur
erschweren die Herstellung eines derartigen Zusammenhanges in erheblichen Ausmag.

1.2.2.4 Mechanismen der Lipofektion

In den letzten Jahren wurden eine ganze Reihe von Arbeiten veroffentlicht, die die
Untersuchung der Lipoplexaufnahme und das weitere Schicksal der DNA in der Zelle
zum Inhalt haben. Einen Uberblick iiber den postulierten Aufnahmemechanismus der
Lipoplexe durch die Zelle und die beim Gentransfer zu iiberwindenden Barrieren gibt
die Abbildung [I.3] wieder.

Lipoplexaufnahme: Versuchsergebnisse unserer eigenen wie auch anderer Arbeits-
gruppen legen nahe, dafl die Aufnahme der lipidkomplexierten DNA hauptséchlich
durch Endozytose [49, [77, [167] unter Proteoglycan vermittelten Interaktionen erfolgt
[84,[109]. So beobachteten Zabner und Mitarbeiter [167] Gold- oder Ethidium-markierte
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Liposomen DNA
\ 4--——_—-—'-

1. Lipoplextormation

2. Lipoplexaufnahme

3. Freisetzung aus
dem Endosom

4. Dissoziation
Lipid/ DNA

5. Transport der DNA
in den Zellkern

Abbildung 1.3: Postulierter Mechanismus des Gentransfers mit
Lipoplexen

DNA nach der Transfektion mit DMRIE/DOPE-Liposomen vor allem in endosomalen
Kompartimenten aber nicht frei im Zytosol bzw. im Zellkern. Auch wurde wieder-
holt gezeigt, dal lysomotrophe Agenzien wie Chloroquin oder NH4Cl die Transferrate
erhohen [44], 170] und das der Endozytoseinhibitor Wortmannin die Transferrate senkt
[77]. Wie Zabner und Mitarbeiter [167] weiterhin herausfanden, sind bei Verwendung
von Ethidium-markierter DNA fast alle Zellen positiv fiir die Fluoreszenz, aber weniger
als 50 % positiv fiir die Genexpression. Dies wurde dahingehend interpretiert, dafl nicht
die Aufnahme der Komplexe in die Zelle wohl aber der Durchgang durch die endoso-
male Membran eine wichtige Barriere fiir den Gentransfer ist. Fiir kaum transfizierbare
Zellen, wie z.B. Primérzellen, ist moglicherweise allerdings schon die Lipoplexaufnahme
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in die Zelle limitiert.

Endosom: Die Dissoziation der DNA vom kationischen Lipid findet nach Xu und
Szoka [162] im wesentlichen innerhalb des Endosoms mittels einer Ladungsneutralisie-
rung der positiv geladenen Lipoplexe durch anionische Lipide statt. Nach dem Modell
der Autoren wird die endosomale Membran durch die aufgenommenen Lipoplexe de-
stabilisiert, es kommt zum Flip-Flop der zytoplasmatischen, negativ geladenen Lipide
ins Endosomeninnere und dadurch zur Ladungsneutralisierung. Erfolgt danach eine
Membranfusion von Liposom bzw. Lipoplex und Endosom, wird die Freisetzung der
DNA und deren Transfer ins Zytoplasma erméglicht [155]. Offenbar verbleibt jedoch
der iiberwiegende Teil der DNA im Endosom und nur ein kleiner Teil erreicht den Zell-
kern [52, [167]. Die Freisetzung der DNA scheint vor allem aus den frithen endosomalen
Kompartimenten zu erfolgen [49, [168§].

Im Gegensatz zu einer von Remy und Mitarbeitern [121] aufgestellten Hypothese,
konnten Xu und Szoka bei ihren Untersuchungen keine Freisetzung der DNA aus dem
Lipoplex durch die Zugabe eines Uberschusses an DNA nachweisen. Warum es erst
im Endosom und nicht schon an der Zelloberfliche zur Fusion der Membranen und
zur DNA-Freisetzung kommt, erkldren die Autoren mit dem Verlust an Clathrin und
anderen Proteinen im Verlaufe der Endosomenreifung sowie mit den unterschiedlichen
Bedingungen im Endosom und an der Zelloberfliche. Nach ihrer Auffassung scheint an
der Zellmembran der Grad der Membranschiadigung fiir die Fusion nicht ausreichend
Zu sein.

Fusionstheorie: Trotzdem werden diese direkte Fusion der Lipoplexe mit der Zell-
membran [46, 136] und auch die Phagozytose [104] als Aufnahmemechanismus der
DNA in die Zelle diskutiert. Friend und Mitarbeiter [49] wollen die direkte Fusion inso-
fern nicht ausschlieffen, da diese ein schneller und damit schlecht zu dokumentierender
Prozefl sei. Die Fusionstheorie stiitzen u.a. Ergebnisse von Felgner und Mitarbeitern
[46] die die Fluoreszenz-markierte Lipide nach der Applikation der Lipoplexe auf der
Zelloberflache nachwiesen.

Kerntransport: Nach der Aufnahme der rekombinanten DNA in die Zelle und ih-
rer Freisetzung aus dem Endosom stellen die Dissoziation des Lipides von der DNA
und der Transport der DNA durch die Kernmembran weitere Hindernisse fiir die DNA-
Expression im Zellkern dar. So fithrte die Kern-Injektion von Lipid-komplexierter DNA
zu einer Verringerung der Genexpression im Vergleich zu injizierter freier DNA. Dieser
Befund deutet auf die notwendige Dissoziation des Lipides von der DNA fiir das Errei-
chen einer Genexpression in der Zielzelle hin [162]. Desweiteren wurde eine Abhéngig-
keit der Transfereffizienz von der Gréfle der DNA beobachtet. So akkumulierten Oli-
gonukleotide im Gegensatz zu Plasmid-DNA relativ schnell im Zellkern [14] [16§]. Dies
ist durch das Vorhandensein einer Diffusionsbarriere der Kernporen fiir Molekiile iiber
40 kDa [86] erklérbar. Statt eines moglichen Transportes der DNA durch die Kernpo-
ren weisen Ergebnisse von Friend und Mitarbeitern [49] auch auf eine denkbare Fusion
der Lipoplexe mit der Kernmembran hin. Bei dieser Kern-Fusion kénnte dann auch
die Dissoziation von Lipid und DNA erfolgen. Vielleicht kommt es aber auch erst bei
einer Zellteilung zur Aufteilung der sich im Zytoplasma befindenden Plasmid-DNA in
die neu entstehenden Zellkerne.

Da der Transport der DNA in den Zellkern offenbar ein grofles Problem darstellt,
wurden, um auf den Transport der DNA in den Zellkern verzichten zu kénnen, Systeme
angewendet, welche die zytoplasmatische Expression der Plasmid-DNA erlauben. So
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konnte durch die Transfektion eines rekombinanten Vakziniavirus und der Plasmid-
DNA pTM-8Gal - wodurch die Transkription von Plasmid-DNA bereits im Zytosol
moglich wird - die Expression des Reportergenes drastisch erhoht werden [52, [125].
Zusammengefafit 148t sich feststellen, dal nach der Bildung der Lipoplexe und dem
Erreichen der Zelle drei wichtige Barrieren fiir die erfolgreiche Transfektion bestehen:
Die Zellmembran, die meist durch Endozytose {iberwunden wird, die Freisetzung der
Komplexe bzw. der DNA aus den Endosomen und der Transport der DNA in den
Zellkern, wobei die beiden letztgenannten Prozesse die Effizienz besonders limitieren.

1.2.2.5 Weiterentwicklungen der Lipofektion

Trotz der hohen Gentransferraten, die in wvitro erreicht wurden, ist die Effizienz der
kationischen Liposomen in vivo bisher zu gering um einen ausreichenden therapeu-
tischen Nutzen bei der Anwendung am Patienten erwarten zu kénnen. Die Ergebnisse
von Zellkultur-Untersuchungen sind offenbar nur eingeschrinkt auf die Bedingungen
im Organismus zu iibertragen. Die liposomalen Gentransfervesikel, die sich beim ein-
fachen Mischen von kationischen Liposomen und DNA ergeben, sind wahrscheinlich zu
grof3, um in vivo langer im Blutkreislauf zirkulieren zu kénnen. Gréfere Gentransferve-
sikel bleiben zumeist in den Kapillaren der Blutgefédfie der Lunge héngen. Desweiteren
lagern sich sehr schnell verschiedene Serumproteine an die kationischen Liposomen an
[35]. Sowohl die Proteinabsorption als auch die Grofie der Lipoplexe fithren dann zu ei-
ner schnellen Beseitigung der Vesikel durch das retikuloendotheliale System. Bei einem
etwaigen Erreichen des Zielgewebes ist dann der Eintritt der Lipoplexe in die Zellen
zu langsam und der Durchtritt durch das Lysosom zu ineffizient um eine gréfiere An-
zahl an Zellen zu transfizieren. Im Endresultat werden in wvivo oft nur sehr niedrige
Gentransferraten erzielt.

Es ist offensichtlich, dal mit unmodifizierten Lipoplexen lediglich eine lokale Appli-
kation erfolgversprechend ist. Um die Effizienz von einfachen Lipid/DNA-Komplexen
zu verbessern, sind in den letzten Jahren eine ganze Reihe von Modifikationen und
Optimierungen der Gentransfervesikel erfolgt. Ziel war es dabei kleinere, stabilere und
spezifisch wirksame Gentransfervesikel zu erhalten.

Liganden: So wurde z.B. versucht durch Liganden wie Zuckermolekiile [47, 96} 121],
Lektine [74] oder Antikorper [72], die an der Vesikeloberfliche chemisch gekoppelt wer-
den, eine spezifische Zell-Erkennung zu erreichen. Eine weitere Moglichkeit besteht in
der Kopplung von Integrin bindenden Peptiden an die Liposomenoberfliche. So fanden
Coutelle und Mitarbeiter [64, 65] bei Anwesenheit von speziellen Aminoséuresequen-
zen (RGD-Sequenz) in den zu koppelnden Peptiden eine erhebliche Steigerung der
Gentransferaktivitit. Derartige Peptidliganden konnen auch den Transport aus dem
Endosom und den Weg in den Zellkern erleichtern wie Arbeiten von Gottschalk und
Mitarbeitern [56] sowie von Lyons und Mitarbeitern [99] zeigten.

DNA-Komplexierung: Eine andere Methode um kleinere und stabilere Gentrans-
fervesikel zu erhalten, besteht in der Komplexierung der DNA durch den Zusatz von
Polykationen wie z.B. PLL, Polybren [54], Histonen [50] oder PS [95] 138]. Es wurde
angenommen, dafl auflerdem durch den Zusatz von Polykationen, infolge der verstérk-
ten pH-Wert-Pufferung durch die priméren Aminogruppen, ein erleichterter Austritt
der DNA aus den Endosomen bzw. den Lysosomen ermdoglicht wird.

Die Partikel, die nach dem Mischen von Polykation-DNA-Komplexen und kationi-
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schen Liposomen entstehen, erhielten die Bezeichnung Lipid-Polykation-DNA-Partikel
(LPD), [43, 89, ©0]. Insbesondere bei Verwendung des natiirlich vorkommenden Poly-
kations PS sind dabei in der Vergangenheit vielversprechende Ergebnisse in vivo erzielt
worden [95].

Bei den Protaminen die Ausgangstoffe zur Herstellung des PS sind, handelt es sich
um kleine Peptide (MW 4000-4250) die aufgrund ihres hohen Arginingehaltes sehr
basisch reagieren. Sie kommen im Kopf der Spermien vor. IThre Aufgabe ist es, die
Verpackung der DNA und deren Transport in die Eizelle zu gewéhrleisten.

Die Verkleinerung der Gentransfervesikel durch den Einsatz von Komplexierungs-
agentien wie PS oder PLL verringert auch die Erkennung und Aufnahme der Vesikel
durch das Immunsystem. Die entstehenden Vesikel sind u.a. zu klein um sofort durch
die Immunzellen erkannt zu werden.

PEG-Insertion: Dem Ziel die Immunerkennung zu vermindern dient auch die ste-
rische Abschirmung der Liposomen-Oberflache durch Polyethylenglykol-(PEG)-ketten.
Diese fiihrt u.a. zu einer Verdnderung der Proteinabsorption. Durch die Insertion PEG-
modifizierter Lipide in die Liposomenmembran konnte zum Beispiel eine verlangerte
Zirkulation von Doxorubicin-Liposomen und eine selektive Anreicherung der Substanz
im Tumorgewebe erreicht werden [105]. Diese zielgerichtete Applikation der Wirksub-
stanz fiihrte zu einer verminderten Toxizitdt fiir den Gesamtorganismus. Die Verwen-
dung von PEG-modifizierten Lipiden scheint auch bei der in vivo Applikation von
Gentransfervesikeln erfolgversprechend zu sein. So wiesen Hong und Mitarbeiter nach
, daf} bei der Verwendung von kationischen Liposomen mit 5 mol % PEG-PE sowohl
die Gentransferrate als auch die Haltbarkeit der Lipoplexe zunahm [71] .

Zusammenfassend zu den in der Praxis bisher angewandten Methoden der Gen-
applikation ist zu sagen, dafl jede Methode Vorteile aber auch Nachteile besitzt. Fiir
die Klinik bedeutet dies, dafl es mit grofler Wahrscheinlichkeit kein fiir alle Krankhei-
ten geeignetes Genapplikationsverfahren geben wird. Vielmehr wird es voraussichtlich
mehrere der konkreten Situation angepafite Verfahren mit unterschiedlichen Gentrans-
fervektoren geben. Fiir einen effizienten liposomalen in vivo Gentransfer ist die Verwen-
dung gréBenreduzierter, sterisch stabilisierter Vesikel eine vielversprechende Strategie.

1.3 Zielstellung der Arbeit

Da der Einsatz der bisher in der Literatur beschriebenen kationischen Lipide durch hohe
Zelltoxizitdten, komplizierte Synthesen und damit hohe Preise limitiert wird, wurden
in Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Prof. Schneider (Wuppertal) eine Reihe
von Verbindungen synthetisiert, die sich durch Bioabbaubarkeit, einfache Synthesevor-
schriften und hohe Transferraten auszeichnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese kationischen Lipide auf ihre Eignung
als Gentransfervesikel zu untersuchen. Die Lipide sollten dabei auf ihre Liposomen-
bildungsfihigkeit, die Komplexierung der DNA und die optimalen Bedingungen fiir
den in vitro Gentransfer analysiert werden. Insbesondere der Einflufl solcher Faktoren
wie die Notwendigkeit des Zusatzes von Helferlipiden, die Bestimmung der optimalen
DNA-Menge, der Einflufl des Lipid/DNA-Verhéltnisses, die Beschaffenheit des Kom-
plexierungsmediums sowie die Komplexstabilitit sollte dabei Gegenstand der Untersu-
chungen sein.
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Fiir einen moglichen in vivo Einsatz der Liposomen sollte weiterhin der Einflufl der
Vorkomplexierung der DNA mit polykationischen Peptiden wie PLL und PS auf die
Grofle und Stabilitdt der Komplexe und auf die Gentransferrate untersucht werden.

Durch die vorliegende Arbeit wurde die Herstellung eines synthetischen Gen-
transfersystems angestrebt, welches durch die folgenden Eigenschaften cha-
rakterisiert wird:

e Schutz der DNA
effiziente Aufnahme der DNA in die Zelle

e untoxisch und nicht immunogen

e bioabbaubar

e cinfache Produktion der Einzelkomponenten
e sichere und einfache Applikation

Die Entwicklung eines derartigen Systems verlangt die Untersuchung von Fragestel-
lungen welche in Bezug zu den direkten Vesikelbestandteilen stehen. So z.B.:

e Wie mufl die Art und die Qualitédt der zu applizierenden DNA beschaffen sein ?

e Welche chemische Struktur mufl das Lipid bzw. das Polymer besitzen, um die
DNA effektiv komplexieren zu kénnen 7

e Welchen Einflu haben Art und Menge des Helferlipides auf die Herstellung effi-
zienter Gentransfervesikel

Weitere Fragen stellen sich in Zusammenhang mit der Vesikelherstellung :
e Unter welchen Bedingungen muf} die Herstellung der Gentransfervesikel erfolgen ?

e Wie ist die optimale Konzentration der Komponenten, welches Medium ist ge-
eignet 7

e Wie stabil sind diese Vesikel 7

Eine dritte Gruppe von Fragen schlieBlich stellt sich zu Faktoren, die mit der
Durchfithrung der Transfektion zusammenhéngen. So z.B.:

e Wie hoch darf die Serumkonzentration wahrend der Transfektion sein ?
e Wie hoch ist die Konzentration der Gentransfervesikel im Kulturmedium ?

e Wie lange dauert die Inkubation der Lipoplexe 7

Welchen Einflul haben Zelltyp und Zellbeschaffenheit auf die Effektivitit des
Gentransfers ?

Inwiefern, kann man die Daten von den in witro Untersuchungen auf in wvivo
Anwendungen iibertragen ?

Auf all diese Fragen soll im weiteren Teil der Arbeit eingegangen werden.
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Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Es wurden Chemikalien und Losungen der Firmen Boehringer Mannheim (Mannheim,
Deutschland), Ferak (Berlin, Deutschland), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darm-
stadt, Deutschland), Pharmacia Biotech Europe (Freiburg, Deutschland), Qiagen (Hil-
den, Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), SERVA (Heidelberg, Deutsch-
land) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland) verwendet. Alle Losungen wur-
den mit 2fach destilliertem bzw. deionisiertem Wasser angesetzt. CPRG wurde von
der Fa. Boehringer Mannheim, DDAB, DOPE, pNPP und HC von der Fa. Fluka,
B-Gal-Standard, MES, Triton-X-100, poly-L-Lysin (9.6 kDa) und Protaminsulfat wur-
den von der Fa. Sigma-Aldrich erworben. Die Zellkulturmedien wurden von der Fa.
Life Technologies (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. DOTMA war eine freundliche
Gabe von R. J. Debs. DOSGA, DOCSPER und DC-Chol wurden von O. Keil (Wup-
pertal, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. DOTAP wurde von U. Masing (Freiburg,
Deutschland), DAC-Chol, sowie die Lipide Max-1, Max-2, Max-3 und Max-4 wurden
von J. Richter (Berlin, Deutschland) synthetisiert bzw. hergestellt. Die Ringerlosung
wurde von der Fa. Braun-Melsungen (Melsungen, Deutschland) bezogen. Die Peptide
Nep7 und PTH wurden von der Fa. Biosynthan (Berlin, Deutschland) bezogen.

2.1.2 Puffer, Medien und Lésungen

Agarose-Gel 1.0 % Agarose 1.0 g (m/V)
50 x TAE (pH 8.3) 2 ml
Ethidiumbromidlésung 1 pl
H,O ad 100 ml

Agar-Platten Agar in LB-Medium 1.5 % (m/V)
Ampicillin(optional) 100 pug/ml
Kanamycin(optional) 50 pg/ml

D1 NaAcetat-Puffer (pH 5.6) 20 mM
pNPP 5> mM
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D2
D3
Ethidiumbromid-Losung

Fixierlosung

HBSS

LB-Medium

NaCl-Bicarbonat-Losung

P1 (Resuspensionspuffer)
Lagerung bei 4 °C

P2 (Lysispuffer)

P3 (Neutralisationspuffer)

PBS-Puffer (pH 7.3)

PEG-Fillungslosung

KAPITEL 2. MATERIALIEN UND METHODEN

Triton X-100
Tris-HCI (pH 8.0)
CPRG in HBSS
Ethidiumbromid

Formaldehyd
Glutaraldehyd
PBS

NaCl

KCl
KH,PO,
Na,HPO,
CaCl,
MgSO4
NaHCO:;
D-Glukose

Bacto-Trypton
Hefeextrakt

NaCl

Ampicillin (optional)
Kanamycin (optional)

NaCl
NaHCO:g

Tris-Cl (pH 8.0)
EDTA
RNase A

NaOH
SDS

KCH;COO (pH 5.5)

NaCl

KC1
KH,PO,
Na,HPO,

PEG 6000
NaCl

0.1 %

0.5 M

1 mg/ml
10 mg/ml

4%
0.2 %
ad 100 %

138 mM
5 mM
0.3 mM
0.3 mM
1.25 mM
0.08 mM
4 mM
5.6 mM

1% (m/V)
0.5 % (m/V)
1% (m/V)
100 pg/ml
50 pg/ml

150 mM
20 mM

50 mM
10 mM
100 pg/ml

200 mM
1.00 %

3 M

0.130 M
0.002 M
0.001 M
0.008 M

30 %
1.0 M
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Probenpuffer (pH 6.8)

QBT (Equilibrierungspuffer)

QC (Waschpuffer)

QF (Elutionspuffer)

Ringerlosung nach Fa.Merck

50 x TAE-Puffer (pH 8.3)

Transformationspuffer

Trypsin-Losung

X-Gal Substratlosung

Tris
Glycerin
Bromphenolblau

NaCl
MOPS (pH 7.0)
Isopropanol

NaCl

MOPS (pH 7.0)
Isopropanol
Triton X-100

NaCl
Tris-HCI (pH 8.5)
Isopropanol

NaCl
KCl
C&Clg

Tris-Acetat
EDTA

PEG
MgCIQ
LB-Medium

Trypsin
Versine/Chelaplex 11
KCl1

Na2 C 03

Glucose

NaCl

K;[Fe(CN)g] (50 mM)
K4[Fe(CN)g] (50 mM)
X-Gal in DMF (2 %)

0.0625 M
10 % (V/V)
0.004 % (m/V)

750 mM
50 mM
15.0 %

1M
50 mM
15 %
0.15 %

1.25 M
50 mM
15 %

147 mM
4 mM
2.3 mM

2M
0.05 M

10 % (m/V)
30 mM

ad 100 % (V/V)

1.25 g
05¢g
08¢g
0.7¢g
lg
8g

7 ml

0.5 ml
0.5 ml
110 pl
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2.1.3 Geréate

Aga-Gel-Elektrophoreseapparatur von Biometra (Gottingen, Deutschland)
Eppendorfzentrifuge 5415-C der Fa. Eppendorf (Kéln, Deutschland)
FACS-Scan der Fa. Becton-Dickenson (Erembodegem, Belgien)

Fluoreszenz-Mikrotiterplatten-Reader BMG-Fluostar der Fa. SLT-Tecan (Crails-
heim, Deutschland)

Fluoreszenzmikroskop Olympus IX-70 der Fa. OLYMPUS (Hamburg, Deutsch-
land) mit Bildauswertesystem der Fa. Hamamatsu Photonics (Herrsching, Deutsch-
land)

Gefriertrocknungsanlage der Fa. Christ (Deutschland)

Geldokumentationssystem der Fa. Herolab (Wiesloch, Deutschland) mit Kamera
429-K, UV-Transilluminator UVT-28M und Software E.A.S.Y.

Heraeus-Sepatech-Biofuge-15 der Fa. Kendro-Heraeus (Berlin, Deutschland)
Heraeus-Sepatech-Megafuge-1.0R der Fa. Kendro-Heraeus
Heraeus-Sepatech-Varifuge-3.0R der Fa. Kendro-Heraeus
Ionenaustauschersiulen der Fa. Qiagen (Hilden, Deutschland)
JEM-100-CX-Transmissionselektronenmikroskop

LS-50B-Lumineszenz-Spektrometer der Fa. Perkin-Elmer (Uberlingen, Deutsch-
land)

Mikrotiterplatten-Reader der Fa. SLT-Tecan (Crailsheim, Deutschland)
MLW-Tischzentrifuge T52.1 der Fa. Janetzki (Leipzig-Engelsdorf, Deutschland)

Photonenkorrelations-Spektrophotometer N4-PLus-MD von Coulter-Electronics
(Krefeld, Deutschland)

Sorvall-Zentrifuge RC-5B von Du Pont Instruments (Bad Homburg, Deutschland)
Transsonic-570-Ultraschallbad der Fa. Roth (Karlsruhe, Deutschland)
UV/VIS-Spektrophotometer JASCO-V550 der Fa. Jasco Co. (Japan)
UNIVAPO-150-H-Vakuumzentrifuge der Fa. Bachhofer (Reutlingen, Deutschland)
VF-2-Vortexer von Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik (Staufen, Deutschland)

ZetapotentialmeBgerat Delsa-440-SX der Fa. Coulter-Electronics (Krefeld, Deutsch-
land)
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Plasmid Grofle regulatorische Sequenz, Referenz bzw. Herkunft
kodiertes Gen

pEGFPC1 4.7 kB CMV-Promotor, Clontech

GFP-Gen (Heidelberg, Deutschland)
pUT649 6.4 kB CMV-Promotor, Cayla

tk-Gen (Toulouse, Frankreich)
pUT650 5.1 kB CMV-Promotor, Cayla

luc-Gen (Toulouse, Frankreich)
pUT651 6.5 kB CMV-Promotor, Cayla

lacZ-Gen (Toulouse, Frankreich)

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber Eigenschaften und Herkunft der in der
Arbeit verwendeten Plasmide.

2.1.4 Biologische Materialien
2.1.4.1 Plasmide

Die Plasmid-Vektoren pUT649, pUT650 und pUT651 wurden von der Fa. Cayla (Tou-
louse, Frankreich) erworben. Das Plasmid pEGFPC1 wurde von der Fa. Clontech (Hei-
delberg, Deutschland) bezogen. Alle pUT-Plasmide tragen ein (-Lactamase-Gen zur
Selektion rekombinanter Bakterien in E.coli. Der Vektor pEGFPC1 enthélt ein Ka-
namycinresistenzgen zur Selektion der transformierten E.coli. Eine Ubersicht iiber die
Expressionsvektoren und ihre Eigenschaften enthilt die Tabelle 2.1]

Mit Hilfe des Plasmides pEGFPC1 kann die Anzahl transfizierter, das GFP-Protein
exprimierender Zellen durch eine FACS-Analyse bzw. mit Hilfe eines Fluoreszenzmi-
kroskops bestimmt werden. Das Genprodukt des lacZ-Genes, die §-Galaktosidase, kann
mit Hilfe von Farbreaktionen in transfizierten Zellen nachgewiesen werden. Die expri-
mierte Thymidinkinase ist ein negativer Selektionsmarker. Durch Zugabe von Gancic-
lovir konnen die transfizierten Zellen abgetotet werden.

2.1.4.2 Zellinien

In Tabelle sind die in den Versuchen verwendeten Zellinien, deren Speziesspezifitat
sowie die Herkunft aufgefiihrt.

2.1.4.3 Restriktionsenzyme und Puffer

Verwendet wurden Restriktionsenzyme der Firmen Boehringer-Mannheim (Mannheim,
Deutschland), Eurogentec (Seraing, Belgien) und Fermentas (Litauen) mit den dazu
gelieferten 10fach Restriktionsendonuklease-Puffern.
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Zellinie Bemerkungen Referenz/Herkunft
F98 Rattenglioblastomzellinie [80]

N64 humane Glioblastomzellinie [156]

U373 humane Glioblastomzellinie ATCC:HTB-17
K562  Erythroleukédmiezellinie [98]

MaTu  humane Mammatumorzellinie [158]

MCF7  humane Mammatumorzellinie [139]

CC5H31  Rattenkolonkarzinomzellinie [147]

pVSM  glatte Muskelzellen des Schweins [82]

Mewo  humane Melanomzelle 128

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten Zellinien

2.2 Methoden

Einen Uberblick iiber die durchgefithrten Prozesse gibt die Abbildung .

2.2.1 Herstellung der DNA

2.2.1.1 Transformation von E.coli-Zellen

Da die bisher verwendeten Transformationsmethoden wie die Hitzeschocktransforma-
tion [63] oder die Elektroporation [20] relativ umstidndlich sind, wurde durch unsere
Arbeitsgruppe ein Verfahren zur chemischen Transformation von E.coli [28] modifiziert,
welches eine einfache, schnelle und effiziente Transformation der Bakterien erlaubt [61].

Fiir die Transformation wurden E.coli-Zellen aus der logarithmischen Wachstums-
phase verwendet. Dazu wurde frisches LB-Medium mit den Bakterien aus einer statio-
niaren UNK im Verhiltnis 100:1 angeimpft und die Kultur anschlieBend etwa 1.5 bis
2 h bei hoher Schiittelfrequenz bis zu einer Zelldichte von etwa 10® Zellen/ml (OD600
=0.2-0.4/cm) wachsen gelassen. Nach dem Erreichen des Titers wurden die Zellen bei
4°C und 2200 rpm fiir 10 min in einer Heracus Megafuge zentrifugiert. Dann wurde der
Uberstand vorsichtig und méglichst vollstéindig dekantiert und das Zellpellet in 0.1 Vo-
lumenteilen eisgekiihltem Transformationspuffer mit Hilfe einer Pipette resuspendiert.
Die Zellen wurden nun fiir weitere 10 bis 20 min auf Eis gestellt. Diese Zellen sind
kompetent fiir die Aufnahme von Plasmid-DNA.

Zur Transformation wurden 100 bis 200 pl kompetente Zellen mit der Plasmid-
DNA gemischt und fiir 10 min in Eis, 10 min bei Raumtemperatur und erneut 10 min
in Eis inkubiert. Wihrend der Inkubationszeit kommt es zum Anheften der DNA an



2.2. METHODEN

[ DNA j Synthese des

v

kationischen Lipides*

Transformation
i E.coli

Helferlipid

v

Vermehrung
in E.coli

Herstellung der

v

Liposomen

Isolierung und [Charakteris.ierungj
Reinigung der Vesikel
[ ]
Herstellung der
> .
r Lipoplexe
Qualitéts- *—1
kontroll
PRROTE J{ Zellkultur j
Lipofektion
1
. .
Analyse der Analyse der
Zellvitalitéat Reportergenexpression

Abbildung 2.1: Prozeflschema der in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Arbeitsschritte.

* Wird im Rahmen dieser Untersuchungen nicht beschrieben.
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die bakterielle Zellwand und zur Aufnahme in die Bakterien. Zur Expression des trans-
formierten Plasmides wurden die Zellen nach Zugabe von 0.8-0.9 ml LB-Medium fiir
1 h bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend wurden 100-500 ul dieser Suspensionskultur auf
ampicillinhaltigen Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Dabei
wuchsen nur die gegen das Antibiotikum resistenten transformierten Bakterien.

2.2.1.2 Isolierung und Reinigung der Plasmid-DNA

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus den Bakterien erfolgte mit Hilfe der alkalischen
Lyse und die Reinigung mit Tonenaustauschersiulen der Fa. Qiagen (Hilden, Deutsch-
land). Zur Freisetzung der DNA wurde die Zellwand der Bakterienzellen zunéchst im
alkalischen Milieu lysiert. Die Proteine sowie die chromosomale DNA der Bakterien
wurden danach durch eine Natriumacetatfdllung von der Plasmid-DNA abgetrennt.
Die Reinigung der Plasmid-DNA von der bakteriellen RNA und dem restlichen Prote-
in erfolgte anschlieend iiber die Anionenaustauscherséiule.

Zur Plasmidamplifikation wurde der Bakterienstamm DH5-a [63] verwendet. Die
nachfolgenden Angaben gelten fiir eine Préaparation der DNA aus 500 ml Bakterienkul-
tur bei Verwendung einer Qiagen-lonenaustauschersdule mit der Kapazitat fiir 500 pug
DNA (Maxi-Séule). Bei Verwendung von Sdulen mit einer anderen Kapazitit wurden
die Mengen der eingesetzten Puffer und Kulturlésungen entsprechend den Hersteller-
angaben angepaflt.

In einem Kulturréhrchen wurden 5 ml LB-Selektivmedium (100 pg/ml Ampicil-
lin) mit einer plasmidhaltigen E. coli Kolonie von der Agarplatte beimpft (vgl. den
vorherigen Abschnitt) und unter Schiitteln bei 37°C fiir 4 bis 16 h inkubiert. Mit die-
ser Vorkultur wurden 500 ml eines LB-Selektivmediums (100 pg/ml Ampicillin) im
Verhéltnis 1:100 beimpft und bis zum stationdren Wachstum unter Schiitteln bei 37°C
iitber Nacht inkubiert. Die Kultur wurde danach 10 min auf Eis gestellt, bei 4000 rpm
und 4°C fiir 10 min in einer Sorvall-Zentrifuge mit dem Rotor SLA-3000 zentrifugiert
und der Uberstand vorsichtig dekantiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 10 ml
Puffer P1 resuspendiert und fiir 10 min bei RT stehengelassen. Die Lyse der Zellen
erfolgte dann durch die Zugabe von 10 ml alkalischer SDS-Losung (Puffer P2) - und
5 miniitiger Inkubation bei RT. Nach der Zugabe von 10 ml eiskalter, saurer Natri-
umacetatlosung (Puffer P3) wurde die Suspension 30 min auf Eis gehalten und zur
Abtrennung des Zelldebris bei 6000 rpm und 4°C fiir 30 min in einer Sorvall Zentrifuge
(SS34-Rotor) zentrifugiert. Zur Entfernung nicht sedimentierter Zelltriimmer wurden
diese anschlieend mit Hilfe eines autoklavierten Kaffeefilters abgetrennt.

Das Filtrat wurde nun auf eine zuvor mit 10 ml QBT equilibrierte Ionenaustau-
schersdule gegeben, welche die Plasmid-DNA bindet. Danach erfolgte die Waschung
der Séule mit 2 x 50 ml QC zur Entfernung der restlichen RNA und der Proteine. Die
DNA wurde anschlieBend durch die Zugabe von 10 ml QF, einem schwach alkalischen
und hoherionigen Elutionspuffer, von der Séule eluiert.

Die Féllung der Plasmid-DNA aus dem Eluat erfolgte in einem néchsten Schritt
durch die Zugabe von 0.7 Volumenteilen Isopropanol. Nach einer Féllungszeit von
30 min bei RT wurde die gefillte DNA bei 12.000 rpm, 4°C fiir 30 min (Rotor SS34)
zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig (!) dekantiert, das Pellet mit 70 % Ethanol
gewaschen und dann fiir wenigen Minuten in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. An-
schliefend erfolgte die Losung der DNA in 0.5 ml 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) iiber Nacht
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bei 4°C.

Alternativ wurde die DNA aus dem Elutionspuffer mit 0.5 Volumenteilen einer
PEG-Féllungslosung und einer 1 h Inkubation auf Eis préazipitiert. Die Sedimentie-
rung, Waschung und Resuspension der DNA erfolgte wie bei der Isopropanolfillung
angegeben.

Die DNA-Konzentration wurde danach durch die Messung der UV-Absorption bei
260 nm, unter der Annahme das 50 ug/ml DNA eine Absorption von 1 OD/cm [159] ha-
ben, ermittelt. Zur Kontrolle auf eine mégliche Verunreinigung der Probe mit Proteinen
wurde auflerdem die Absorption bei 280 nm gemessen. Die im Verlaufe der Untersu-
chungen praparierte DNA sollte ein Verhéltnis der Absorptionswerte bei 260/280 nm
zwischen 1.8 und 2.0 haben.

2.2.1.3 Restriktionsanalytische Kontrolle von Plasmid-DNA

Zur Charakterisierung und Uberpriifung der Identitét der priaparierten Plasmid-DNA
wurde diese durch Restriktionsspaltungen untersucht. Eingesetzt wurden Restriktions-
endonukleasen vom Typ II, die abhéngig vom Restriktionsenzym innerhalb definierter
DNA-Erkennungssequenzen die DNA an einer bestimmten Stelle schneiden.

Spaltansatz:
steriles, destilliertes Wasser 17 pl
Spaltpuffer (10fach) 2 ul
Plasmid-DNA (1.0 pg/ul) 1 pl
Restriktionsenzym (3-20 U/pul) 0.1 pl

Beim Herstellen des Restriktionsspaltansatzes wurde zuerst das Wasser, dann die
DNA und der Spaltpuffer sowie zuletzt das Restriktionsenzym zugegeben. Nach 1 h
Inkubationszeit bei 37°C wurden 4 ul Ladepuffer zu den Spaltansétzen zugegeben und
es erfolgte die Kontrolle der Spaltung durch eine Agarose-Gelelektrophorese.

2.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Linearisierte DNA-Molekiile wandern in Abhéngigkeit von ihrem Molekulargewicht mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit durch ein Gleichspannungsfeld. Durch paralleles Auf-
tragen von DNA-Fragmenten bekannter Linge (Marker) ist ein Abschétzen der Basen-
paaranzahl eines DNA-Molekiils moglich. Die DNA-Banden werden durch den Zusatz
von Ethidiumbromid (EtBr) sichtbar gemacht. Diese Substanz interkaliert in die DNA
und fluoresziert bei Anregung durch UV-Strahlung.

Die in 1 x TAE-Puffer suspendierte Agarose wurde auf einer Heizplatte geschmolzen
und auf 60°C abgekiihlt. Danach wurde EtBr-Losung zugesetzt (0.5 pg/ml EtBr im
Gel) und die Agarose-Losung blasenfrei in die vorbereitete Elektrophorese-Gelkammer
gegossen. Nach 30 bis 60 min bei RT wurde der Gelkamm entfernt und das Gel mit
1 x TAE-Puffer iiberschichtet. Die DNA wurde anschliefend mit 0.2 Volumenteilen
Ladepuffer gemischt und aufgetragen. Zur Abschéitzung der Basenzahl wurde zusétz-
lich ein DNA-Léngenstandard aufgetragen. Dazu wurden die Produkte der Restrikti-
onsspaltung des Enzyms Hind III mit der DNA des Lambda-Phagen verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von etwa 10 V/cm (60-100 V).
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Lipid Molmasse* Kopfgruppe Ladung Ankergruppe
DOTMA 676 Trimethylamin 1 Dioleoylether
DDAB 631 quarterndres Amin 1 Dioctadecylgruppe
DOSGA 770 Guanidin 1 Dioleoylglycerol
DOCSPER 1191 T-Spermin 3 Dioleoyloxyglycerol
A-Chol 494 Alanin 1 Cholesterol
0O-Chol 610 Ornithin 1 Cholesterol
Put-Chol 537 Putrescin 2 Cholesterol
DAC-Chol 537 Dimethylamin 1 Cholesterol
DC-Chol 537 Trimethylamin 1 Cholesterol
DCQ-Chol 626 Hydroxyethyldimethylamin 1 Cholesterol
Sp-Chol 721 T-Spermin 3 Cholesterol
Neutrallipide
DOPE 744 0 DOPE
Chol 387 0 Cholesterol

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die zur Liposomenformulierung
verwandten Lipide

*inklusive Gegenion

Die Dokumentation der Agarose-Gele erfolgte mit Hilfe eines Herolab Geldokumen-
tationssystemes und eines UV-Tisches bei einer Wellenlénge von 260 bzw. 312 nm.

2.2.2 Herstellung der Liposomen
2.2.2.1 Herstellung des Lipidfilms

Einen Uberblick iiber die Bezeichnung und die Struktur der zur Herstellung der katio-
nischen Liposomen verwandten Lipide gibt die Tabelle[2.3] Die kationischen Lipide und
die Helferlipide wurden in Chloroform oder in einem Methanol/Chloroform-Gemisch
(1/2; v/v) gelost. Die Lipidkonzentration betrug 10 mg/ml. Zur Préparation des Li-
pidfilmes wurden Helferlipid und kationisches Lipid in verschiedenen Verhéltnissen ge-
mischt und in ein 2 ml Glasprobenréhrchen iiberfiihrt. Danach wurden die Proben in
eine auf -20°C vorgekiihlte Gefriertrocknungsanlage iiberfiihrt und dort fiir etwa 10 min
zur Abkiihlung belassen. Die Entfernung des Losungsmittels erfolgte anschliefend tiber
Nacht bei -20°C und einem Druck von 0.94 mBar. Am darauffolgenden Tag wurden
die Probenrchrchen nach der vorsichtigen Beliiftung der Gefriertrockungsanlage ent-
nommen und unter einer Laminarbox fiir etwa 10 min getrocknet. Die verschlossenen
Probenrohrchen wurden dann bis zur Herstellung der Liposomen bei -20°C gelagert.
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Abbildung 2.2: Schema zur Herstellung von DAC-Chol-Liposomen

2.2.2.2 Herstellung der Liposomen aus dem Lipidfilm

Zur Herstellung von Multischichtliposomen (MLV’s) wurde deionisiertes Wasser zu
den Lipidfilmen gegeben, die Glasprobenrohrchen fest verschlossen und die Vesikel-
bildung durch starkes Schiitteln fiir 2 bis 10 min auf einem VF-2-Vortexer eingelei-
tet. Die Vesikelbildung wurde anhand des Vorhandenseins einer homogenen teilweise
leicht opaleszierenden oder getriibten Losung und der vollstdndigen Emulgierung des
Lipides bei Fehlen des Lipidfilmes beurteilt. Das Schiitteln auf dem Vortexer erfolg-
te mindestens fiir 2, maximal fiir 10 min. Zur Herstellung von kleinen unilamellaren
Vesikeln (SUV’s) wurden die Liposomen anschlieflend fiir 10 min in einem Transsonic-
570-Ultraschallbad bei 35 kHz inkubiert. Zum Ablauf der Liposomenbildung vergleiche
auch die Abbildung [2.2]

Es wurden verschiedene liposomale Formulierungen jedes einzelnen kationischen
Lipides hergestellt. Dabei wurden unterschiedliche Verhéltnisse von kationischem Lipid
und Helferlipid verwandt. Die Bezeichnung der Liposomen in der vorliegenden Arbeit
folgt dabei der folgenden Regel:

Lipidkiirzel*!-Mengenanteil des kat. Lipides**-Helferlipidart/Mengenart* [[]

Dabei ist:

*I der Kurzname des kationischen Lipides

Bsp.:

DAC-30 bedeuted 30 % DAC-Chol, 70 % DOPE (w/w),

DOTAP-75M bedeuted 75 % Mol % DOTAP, 25 % Mol % DOPE und
DOTAP-75C ist 75 % Mol % DOTAP und 25 % Mol % Cholesterol.
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Abbildung 2.3: Zusammenhang von Masse und Mol % bei DAC-Chol- bzw.
DC-Chol-(MW=537), DCQ-Chol-(MW=626), DOTMA-(MW=676) und

DOCSPER-(MW=1191)Liposomen.
Als Helferlipid zur Liposomenformulierung wurde DOPE (MW=744) verwandt. Das Diagramm ist wie

folgt zu interpretieren: wenn z.B. DAC-30-Liposomen mit 30 Masse % DAC-Chol (x-Achse) und 70
Masse % DOPE hergestellt werden, betragen die molaren Verhéltnisse etwa 37 % DAC-Chol (y-Achse)
und 63 % DOPE.

*2 der Anteil am Gesamtlipid in %.

*3 (optional) Zusatz bei Verwendung molarer Verhiltnisse (M), bzw. bei Einsatz
von Cholesterol (C) als Helferlipid.

Zum Zusammenhang von Masse und Mol % bei der Herstellung der unterschiedli-
chen Mischungen von kationischem und Helferlipid vergleiche auch die Abbildung [2.3]

2.2.3 Herstellung der Lipoplexe

Beim Mischen von DNA und kationischen Liposomen im wéfirigen Medium entstehen
aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen spontan Komplexe zwischen der in-
folge der Phosphatbriicken negativ geladenen DNA und den durch die Aminogruppen
positiv geladenen Liposomen.

Die Herstellung der Lipoplexe fiir die Transfektion der Zellen erfolgte nach einem
von Felgner und Mitarbeitern [44] entwickelten Verfahren zur Testung kationischer
Liposomen auf ihre Gentransfereigenschaften (vgl. Abb. 2.4). Sowohl die Liposomen
als auch die DNA wurden dazu separat in zwei 96er Zellkulturschalen verdiinnt. Die
Standardkonzentrationen waren dabei 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6 und 0.3 ug Lipid je 50 ul
Verdiinnungsmedium sowie 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06, 0.3 oder 0 pug DNA je 50 pul
Verdiinnungsmedium. Als Verdiinnungsmedium wurde dabei entweder serum- und anti-
biotikafreies Zellkulturmedium oder Ringerlésung oder isotonische NaCl-Losung ver-
wandt. Nach der Verdiinnung von Liposomen und DNA wurde die DNA-L&sung zu
den Liposomen gegeben und die Mischung zur Lipoplexbildung fiir 15 bis 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Auf Abweichungen zu den hier beschriebenen Standard-
bedingungen wird im Ergebnisteil hingewiesen.
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Abbildung 2.4: Schema zur Herstellung von Lipoplexen

2.2.4 Herstellung der Lipopolyplexe

Die Komplexierung der DNA vor der Liposomenzugabe mit Polykationen wie PS und
PLL fiithrt zur Bildung von Vesikeln, die auch als Lipid-Polykation-DNA-Partikel (LPD-
Partikel) bezeichnet werden. In dieser Arbeit werden diese Gentransfervesikel in An-
lehnung an die von Felgner und Mitarbeitern [45] vorgeschlagenen Nomenklatur auch
als Lipopolyplexe bezeichnet (vgl. Abb. [1.2)).

Zur Herstellung solcher Vesikel wurde die DNA in Ringerlosung auf eine Konzen-
tration von 10 pg/ml verdiinnt und anschlieSend mit dem gleichfalls in Ringerlosung
auf Konzentrationen von 2.5 bis 160 ug/ml verdiinnten PS oder PLL vermischt. Nach
5-10 min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe der Polyplexe zu den be-
reits vorher in Medium verdiinnten Liposomen. Zur Bildung der Lipopolyplexe wurde
die Mischung weitere 15 bis 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

2.2.5 Biophysikalische Untersuchungen
2.2.5.1 Bestimmung der statischen und der dynamischen Lichtstreuung

Die Bestimmung der dynamischen Lichtstreuung mit Hilfe der Photonenkorrelations-
spektroskopie dient der Gréflenbestimmung und der Analyse der Gréfenverteilung von
Partikeln [30), BI]. Das Mefprinzip beruht auf der Tatsache, dafl kleinere Partikeln
schneller als grofiere diffundieren. Dies fiihrt bei kleineren Partikel zu kiirzeren zeitli-
chen Abstédnden bei der Verdnderung des Streulichtes eines durch die Probe gehenden
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Laserstrahles als bei grofleren Partikeln. Diese Schwankungen der Streulichtintensitét
werden zur Bestimmung der Teilchengréfie herangezogen. Die statische Lichtstreuung
charakterisiert demgegeniiber die nicht zeitabhéngige Lichtstreuung (Triibung). Diese
kann eingeschréinkt zur Abschitzung der Grofle von Partikeln bzw. zur Detektion von
Grolenveranderungen, z.B. nach der Zugabe von DNA, genutzt werden. Die Triibung
des Mediums durch die Liposomen bzw. die entstehenden Lipoplexe deutet auf die An-
wesenheit von Partikeln mit Durchmessern im Bereich der Wellenlénge des sichtbaren
Lichtes hin. Eine Zunahme der Triibung des Komplexierungsmediums ist daher ein
Hinweis auf eine Vergroflerung des Anteils an Gentransfervesikeln im Groéflenbereich
von mehreren hundert nm.

Fiir die Bestimmung der Triibung, d.h. der statischen Lichtstreuung wurde der
Mikrotiterplatten-Reader der Fa. SLT-Tecan verwendet. Die Liposomen wurden in
Ringerlosung verdiinnt und in eine 96-MTP-Platte pipettiert. Die Bestimmung der
Lichtstreuung erfolgte bei Wellenlangen von 405 und 690 nm. Auch die Bildung der
Lipoplexe und der Lipopolyplexe wurde direkt in den Wells der 96er-Mikrotiterplatte
vor und nach der Mischung der Komponenten durch Messen der Lichtstreuung bei 405
oder 690 nm kontrolliert. Die Messung der dynamischen Lichtstreuung zur Gréflencha-
rakterisierung erfolgte an einem N4-Plus-Partikelmefigerat der Fa. Coulter-Electronics.
Dazu wurden die Liposomen in einer 3 ml Kiivette mit 1.7 ml sterilem, filtriertem
Wasser soweit verdiinnt, dafl das MeBsignal zwischen 0.5 x 10% und 1 x 10® Partikeln/s
betrug. Anschliefend erfolgte die Bestimmung der Partikelgroflen mit Hilfe der Mehr-
winkelanalyse. Es wurde jede Probe zweifach vermessen um Meflungenauigkeiten durch
Systeminstabilitdten auszuschlieen. Die Messung erfolgte fiir 2 x 120 s bei Mewinkeln
von 15, 23, 30, 61 und 90 Grad. Der Wert fiir den Meflwinkel von 90 Grad, der bei
Annahme einer unimodalen Verteilung errechnet wurde, wurde als ein relatives Maf
fiir die durchschnittliche Grofle aller Liposomen der Gesamtpopulation gewertet. Bei
kleineren Meflwinkeln dominiert dagegen das Streulichtsignal der grofleren Partikel.
Aus der Differenz der Mefwerte bei den verschiedenen Mef3winkeln, lassen sich Riick-
schliisse {iber die Anteile und die Breite der Verteilung der einzelnen Liposomengrofien
ziehen [132].

2.2.5.2 Agarose-Gelelektrophorese der Lipoplexe

Die Darstellung der Oberflichenladung der Lipoplexe erfolgte mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese. In Abhéngigkeit von der Ladung bzw. dem Komplexierungsgrad
durch die Liposomen, wandert die DNA im elektrischen Feld. Die Lipoplexe wurden
in isotonischer NaCl-Losung prépariert (vgl. Abschnitt . Ein konstanter Betrag
an Plasmid-DNA wurde dabei mit verschiedenen Mengen an kationischen Liposomen
gemischt. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 0.2 Volumenteile La-
depuffer hinzugegeben und die Ansédtze gemischt. Anschlielend erfolgte die elektro-
phoretische Analyse der Lipoplexe in einem 1 % Agarose-Gel mit 0.5 pg/ml EtBr in
TAE-Puffer. Die EtBr markierte DNA wurde mit Hilfe eines UV-Transilluminators und
des Geldokumentationssystems der Fa. Herolab sichtbar gemacht und dokumentiert.
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pH 0.2 M 0.2 M 0.2 M 0.2 M 0.1 M 0.1 M 0.2M
CH;COOH NaCH3;COO NayHPO, NaH,PO, NaHCO3; Na,CO; NaOH

4 90 10

4.5 57 43

5 30 70

5.5 12 88

6 12 88

6.5 30 70

7 60 40

74 80 20

8 94 6

9.2 10 90

10 60 40

10.8 90 10

12 100

Tabelle 2.4: Mischungsschema zur Herstellung der verschiedenen
Stammpuffer fiir die HC-Fluoreszenzuntersuchungen

(nach Miiller [111]) Bsp.: Zur Herstellung von 1 1 eines 0.02 M NaAcetat-Puffers (pH 4.5) wurden
57 ml 0.2 M CH3COOH und 43 ml NaCH3COO gemischt und anschliefend mit deionisiertem Wassser
auf 1 1 aufgefiillt.

2.2.5.3 Fluoreszenzuntersuchungen mit Hilfe des pH-abhingigen Fluoro-
phores 4-Heptadecyl-7-hydroxycoumarin

Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung der Liposomeneigenschaften erfolgte mit Hilfe
des pH-sensitiven Fluorophores HC. Dieses wird in die Liposomenmembran eingela-
gert und erlaubt die Bestimmung von Liposomeneigenschaften der Membranoberflache
[172]. Es handelt sich bei der fluoreszierenden Kopfgruppe des HC’s, dem Hydroxycou-
marin, um eine schwache Base. Bei pH-Werten unter dem pKa-Wert der Kopfgruppe
betrégt die maximale Anregungswellenléinge etwa 320 nm, bei pH-Werten die grofler
als der pKa-Wert sind, ist das Anregungsmaximum auf 380 nm verschoben. Die Anre-
gungswellenldnge von etwa 330 nm ist der sogenannte isobestische Punkt an welchem
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die Fluoreszenz unabhéngig vom pH-Wert ist. Der Wert reprisentiert demzufolge die
absolute Menge an Fluorophor in der Membran und kann zur Normierung der Messung
genutzt werden. Die elektrostatischen Eigenschaften des Fluorophores erlauben es, den
Dissoziationsgrad des in der Liposomenmembran inserierten HC’s anhand des Verhalt-
nisses der Lichtemission bei Anregungswellenléingen von 380 und 330 nm zu bestimmen
und aus diesen Daten kénnen Riickschliisse auf den pH-Wert an der Liposomenober-
fliche gezogen werden.

Die Formulierung der Liposomen erfolgte wie im Abschnitt (S. [42fF) beschrie-
ben. Zu den in Chloroform gelosten Lipiden wurde jedoch vor der Evaporation bzw.
Lyophilisation des Losungsmittels aulerdem 1 x 1078 M HC, geldst ebenfalls in Chlo-
roform, zu je 107 M Gesamtlipid hinzugegeben.

Nach der Herstellung der Liposomen durch Zugabe von 1 ml deionisiertem Was-
ser wurden sie in 20 mM Pufferlésung (pH 3.7-12.0; vgl. Tab. auf eine Lipid-
Konzentration von 1 x 1073 M verdiinnt. Nach 20 min Inkubation erfolgte die Bestim-
mung der Fluoreszenz des in die Membran inserierten Fluorophores bei Anregungs-
wellenldngen von 330 und 380 nm und einer Emissionswellenlénge von 450 nm. Dazu
wurden 15 pl des Lipides in 3 ml Puffer verdiinnt und in eine Quarzkiivette iiberfiihrt.
Dann erfolgte die Bestimmung der Fluoreszenz am LS-50B-Lumineszenz-Spektrometer.
Der Anteil an protonisiertem HC wurde nédherungsweise durch die Bestimmung des
Verhéltnisses der Emissionen bei den unterschiedlichen pH-Werten nach folgender For-
mel bestimmt.

_ Emypgie

P (1)

Dabei driickt ,P* die HC-Protonisierung in % aus und ,,Em* das Verhéltnis der
Lichtemissionen bei den Anregungswellenléingen 380 und 330 nm. Der pH-Wert auf
der Liposomenoberfliche wurde ndherungsweise durch den Vergleich mit der HC-Pro-
tonisierung von neutralen DOPC-Liposomen bei verschiedenen pH-Werten bestimmt.

Emypr.a

2.2.5.4 Messung des Ausschlusses von Ethidiumbromid

Die Komplexierung der DNA durch kationische Liposomen bzw. kationische Polymere
verhindert das Interkalieren des Fluoreszenzmarkers EtBr in den DNA-Doppelstrang.
Das Messen der EtBr/DNA-Fluoreszenz kann daher als Mafl der DNA-Komplexierung
bzw. zur Bestimmung der Starke der Interaktion zwischen DNA und dem kationischen
Komplexierungsagents genutzt werden.

Zur Untersuchung des EtBr-Ausschlusses wurde nach der Herstellung der Lipoplexe
ein Aliquot (100 pl Medium mit 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6 und 0.3 und 0 pg Lipid bzw. 1,
0.33 und 0.1 pg DNA) mit jeweils 100 pul EtBr-Losung (1 pg/ml EtBr in 150 mM
NaCl) gemischt. Etwa 20 min spater wurde die Fluoreszenz an dem BMG-Fluostar
der Fa. SLT-Tecan bei einer Wellenldnge von 590 nm (Anregungswellenldnge 540 nm;
Anregungstirke 100) bestimmt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der SLT-
Software EASY-BASE.

2.2.6 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Cathleen Lehmann, einer Dok-
torandin in unserer Gruppe, durchgefiihrt. Die Liposomen bzw. die Lipoplexe wurden
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auf ein mit Kohle beschichtetes Kupfergitter aufgetropft, fiir etwa 15 Minuten ge-
trocknet und anschlieend durch Zugabe von 2 % wéBriger Uranylacetatlosung fixiert.
Nach weiteren 20 Minuten wurden die Proben an einem JEM-100-CX-Transmissions-
elektronenmikroskop analysiert.

2.2.7 Zellkultur

Die Zellen wurden in Medien kultiviert, welche Salze, Aminosduren, Vitamine und
Kohlenhydrate entsprechend den extrazelluléren physiologischen Bedingungen enthiel-
ten. Die pH-Wert-Stabilisierung der Zellkultur erfolgte durch ein HEPES- oder ein
Karbonatpuffersystem. Als Quelle von Wachstumsfaktoren wurde fétales Kalberserum
(FKS) und zur Vermeidung bakterieller Infektionen wurden Antibiotika zugesetzt. Me-
wo, MCF7, K562 und CC531-Zellen wurden in RPMI-1640-Medium, MaTu, F98-Zellen
in DMEM sowie N64-Zellen in MEM kultiviert. Alle Medien enthielten 10 % FKS,
100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml Streptomycinsulfat und 0.25 pug/ml Amphotericin.
Die Zellen wurden bei 5 % CO3/95 % Luft und 37°C im Zellkulturinkubator kulti-
viert. Zur Subkultivierung adhérent wachsender Zellen wurden diese mit PBS-Puffer
gewaschen und mit 0.05 % Trypsin-Medium fiir 2-5 min bedeckt. Danach wurde die
Trypsin-Losung abgegossen, frisches Medium zugegeben und die sich langsam ablésen-
den Zellen durch mehrmaliges Pipettieren vereinzelt. AnschlieBend wurde frisches Me-
dium mit 10 % FKS zugesetzt. Die nicht adhérent wachsenden K562-Zellen wurden aller
2-3 Tage in einem 15 ml Polypropylenrchrchen bei 800 rpm in einer Sorvall-Zentrifuge
sedimentiert und in frischem RPMI-Medium aufgenommen.

Nach der Trypsinierung, bzw. der Zentrifugation und Resuspendierung, wurde ein
Aliquot der Zellen mit 0.1 Volumenteilen Trypanblau-Losung versetzt und die leben-
den, nicht blau gefdrbten Zellen, unter dem Mikroskop ausgezéhlt. Die Zellen wurden
anschlieBend auf eine Zellzahl von etwa 0.1 Mio/ml, bzw. 0.5 Mio/ml bei K562-Zellen,
verdiinnt und in neue Zellkulturflaschen umgesetzt. Alternativ erfolgte die Bestim-
mung der Zellzahl durch eine Triibungsmessung am SLT-MTP-Photometer bei 690 nm
(vgl. [110]). Dazu wurden 300 pl der Zellsuspension in ein Well einer 96er MTP pipet-
tiert und die Lichtstreuung gemessen. Nach Abzug des Blindwertes wurden die Zellen
auf eine optische Dichte von 0.02 per 300 ul und Well verdiinnt. Anschlieend wurden
die Zellen in eine neue Kulturflasche umgesetzt.

2.2.8 Transfektion eukaryontischer Zellen

Das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryontische Zellen wird als Transfektion be-
zeichnet. Dabei gibt es zwei prinzipielle Formen: Bei der transienten Transfektion wird
das Plasmid in den Zellkern gebracht und dort extrachromosomal transkribiert. Nach
24 bis 72 h wird die Genaktivitéit bestimmt. Die Plasmid-DNA wird bei der Zellteilung
nicht vermehrt und deswegen sinkt die Genexpression des applizierten Genes kontinu-
ierlich. Bei einer stabilen Transfektion hingegen wird das Plasmid in das Wirtsgenom
integriert bzw. im Zellkern episomal vermehrt und bei der Zellteilung an die Tochterzel-
len weitergegeben. Die transfizierten Zellen konnen hierbei auch iiber ein Resistenzgen
selektiert werden.

Die Hohe bzw. die Regulierung der Genexpression nach einem Gentransfer kann
am einfachsten durch die Kopplung von Promotoren bzw. Enhancern mit sogenann-
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ten Reportergenen, deren Expressionsrate leicht zu bestimmen ist, untersucht werden.
Auflerdem ist es moglich durch Farbungsreaktionen bzw. durch die Expression fluores-
zierender Proteine die transfizierten Zellen und damit die Transfektionsrate zu bestim-
men.

Fiir die Gentransferuntersuchungen wurden 96-Well-Flachbodenzellkulturplatten
genutzt. Am Tag 0 wurden etwa 10.000 bis 20.000 Zellen in 100 pl Medium mit 10 %
FKS je Well ausgesidt. Am Tag 1 erfolgte die Préaparation der Lipoplexe entsprechend
dem Mischungsschema von Felgner und Mitarbeitern [44]: Das Lipid wurde in einer
separaten Platte in serumfreiem Medium zweifach verdiinnt; von 10 pl Lipid per Well
beginnend bis zu 0.31 pg Lipid per Well in einem Gesamtvolumen von 50 ul. An-
schliefend wurde die DNA separat auf einer anderen 96-Well-Platte ebenfalls zweifach
verdiinnt; von 2 bis zu 0.03 ug in 50 ul serumfreiem Medium (vgl. Abb. . Nach der
Zugabe der DNA zu den Liposomen wurde das Gemisch fiir etwa 15 bis 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der Komplexe zu den
Zellen. Die resultierende Serumkonzentration wihrend der Transfektion betrug 5 %.
Nach einer Inkubation von 3 bis 5 h wurden entweder 100 pl Medium mit 20 % FKS
zugegeben oder es erfolgte ein Mediumwechsel durch das Entfernen des Transfektions-
mediums und die Zugabe frischen 10 % FKS enthaltenden Mediums. Danach wurden
die Zellen fiir 24 bis 72 h zur Expression des applizierten Gens im Brutschrank inku-
biert. Der schematische Ablauf der Transfektion und der nachfolgenden Bestimmung
von Reportergenexpression und Zellvitalitét ist in der Abb. dargestellt.

2.2.9 Bestimmung von Reportergenaktivitit und Zellvitalitit

Die meisten Methoden der Genapplikation sind von Schédigungen der Zielzellen beglei-
tet. Die bisher fiir die Untersuchung des Gentransfers eingesetzten Verfahren erlaubten
entweder die Bestimmung der Toxizitdt der Transfektionsmethode oder die Bestim-
mung der Effizienz der Transfektion durch das Messen der Reportergenexpression. Mit
Hilfe eines in unserer Arbeitsgruppe entwickelten Testverfahrens [60] [59] konnte die Be-
stimmung der Zellvitalitdt und die Bestimmung der Reportergenexpression nacheinan-
der direkt in der Zellkulturschale durchgefiithrt werden. Die Zellvitalitdt wurde anhand
der in der Zelle vorhandenen sauren Phosphatase und die Reportergenexpression an-
hand der Aktivitdt des nach der Transfektion exprimierten (3-Gal-Enzymes bestimmt.
Dabei wurde das unterschiedliche Absorptionsspektrum der Reaktionsprodukte der En-
zymreaktionen, p-Nitrophenol (gelb) und Chlorphenolrot (rot) genutzt.

24 bis 72 h nach Transfektion des lacZ-Reportergenkonstruktes erfolgte die Bestim-
mung der Zellvitalitdt bzw. der Toxizitdt der Lipoplexe sowie der Reportergenexpres-
sion. Dazu wurde das Kulturmedium von den Zellen entfernt und die Zellen wurden
nachfolgend einmalig mit 100 pul HBSS-Losung gewaschen. Danach wurden 80 ul des
sauren Phosphatase-Testpuffers (D1), mit dem Substrat pNPP und mit dem Detergenz
Triton X-100 fiir die Zell-Lyse, hinzugegeben. Nach 30 min Inkubation bei RT wurde
die saure Phosphatasereaktion durch die Zugabe von 20 ul schwach basischem Puf-
fer D2 abgestoppt. Die Zellzahl wurde dann im Vergleich von transfizierten und nicht
transfizierten Kontrollzellen anhand der p-Nitrophenolabsorption bei 405 nm kalku-
liert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 50 ul des §-Gal-Testpuffers (D3) mit dem
Substrat CPRG. 2 min bis 24 h nach der Zugabe des Puffers D3, je nach Hohe der
Genexpression, wurde die §-Gal-Expression mit Hilfe der Messung der optischen Ab-
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Transfektionsverfah-
rens und des dualen Testes zur Bestimmung von Re-
portergenexpression und Zellvitalitit
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sorption bei 540 nm bestimmt. Die Gesamthohe der Expression wurde auf Werte einer
(-Gal-Eichkurve bezogen, welche in der gleichen Weise wie die Zellen behandelt worden
waren. Eine schematische Darstellung des Ablaufes des Assays ist im rechten Teil der
Abbildung dargestellt.

2.2.10 Bestimmung der Anzahl der transfizierten Zellen
2.2.10.1 X-Gal-Farbemethode

Die Expression des Enzymes $-Gal kann auch zum Sichtbarmachen einzelner transfi-
zierter Zellen durch eine Férbereaktion ausgenutzt werden. Das Substrat X-Gal wird
dabei innerhalb der Zelle durch das Expressionsprodukt des lacZ-Reportergens, 3-Gal,
in ein wasserunlosliches, blaugefarbtes Produkt umgewandelt.

Etwa 48 bis 72 h nach der Transfektion des pUT651-Plasmides wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen, anschliefend mit Fixierlosung iiberschichtet und fiir 4
bis 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut zweimal
mit PBS gewaschen und die X-Gal-Substratlosung hinzugegeben. Nach etwa 2-3 h
Inkubation bei 37°C wurden die Zellen im Lichtmikroskop auf ihre (-Gal-Expression
untersucht. Zur Ermittlung der Transfektionsrate wurden sowohl die transfizierten als
auch die nicht transfizierten Zellen in 3 bis 5 zufillig ausgewéhlten Feldern ausgezéhlt.
Um die Zellen fiir eine langere Zeit aufzubewahren, wurde danach die Substratlésung
entfernt und die Zellen in PBS bei 4°C gelagert.

2.2.10.2 Analyse der GFP-Reportergenexpression mit Hilfe der Fluores-
zenzmikroskopie

Die Expression des Reportergens fiir das griin-fluoreszierende Protein kann zur Sicht-
barmachung transfizierter Zellen ohne den Zusatz von Substraten mittels der Analyse
der Zellfluoreszenz direkt in der Zellkulturschale genutzt werden.

Etwa 48 bis 72 h nach der Transfektion des pEGFPC1-Plasmides wurde zur Verrin-
gerung der Hintergrundfluoreszenz das Zellkulturmedium entfernt, die Zellen mit HBSS
gewaschen und darin bis zur Analyse der Genexpression aufbewahrt. Die Bestimmung
der Transfektionsrate erfolgte an einem Olympus [X-70-Fluoreszenzmikroskop. Zur An-
regung der Griinfluoreszenz wurde blaues Licht verwendet. Die Ermittlung der Anzahl
der transfizierten Zellen erfolgte durch die Auszéhlung sowohl von transfizierten als
auch von nicht transfizierten Zellen in 3 bis 5 zuféllig ausgewihlten Feldern.

2.2.10.3 Untersuchung der GFP-Reportergenexpression mit Hilfe der FACS-
Analyse

Etwa 500.000 K562-Zellen wurden mit Lipoplexen bestehend aus der Plasmid-DNA
pEGFPCI1 und verschiedenen liposomalen Formulierungen transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurden die K562-Zellen in 15 ml Zentrifugenrchrchen iiberfiihrt, bei
800 rpm in der Varifuge-3.0R bei 150 g sedimentiert und anschlieend zweimal mit
jeweils 1 ml PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen in 300 pul PBS aufgenommen,
vorsichtig resuspendiert und bis zur Analyse der Reportergenexpression auf Eis gela-
gert.
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Fiir die FACS-Analyse wurden 200 pl der Zellen mit 200 pl einer FACS-Rinse-
Losung der Fa. Becton-Dickenson verdiinnt und es wurde 1 ul Propidiumiodid-Lésung
(125 pg/ml) zur Analyse der Zellvitalitit zugesetzt. Nach einer einminiitigen Inkubati-
on im Dunkeln wurden die Zellen am FACS-Scan auf ihre Lichtstreuung sowie auf die
GFP- und die PI-Fluoreszenz untersucht. Die Analyse der FACS-Daten erfolgte mit
Hilfe der FACS-Software WinMDI 2.8 (Joseph Trotter, http://scripps.edu/).
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Kapitel 3

Ergebnisse

Im ersten Abschnitt des Ergebnisteils werden die Resultate der Untersuchungen zur
Grofle und Struktur sowie zu den biophysikalischen Eigenschaften der Liposomen bzw.
der aus ihnen hergestellten Gentransfervesikel vorgestellt. Im zweiten Teil werden die
Ergebnisse der Transfektionsversuche préasentiert und ihre Beziehungen zur Biophysik
der Transfervesikel und zu den Versuchsbedingungen dargelegt.

3.1 Biophysik der Gentransfervesikel

3.1.1 Eigenschaften der Liposomen
3.1.1.1 Grofle und Struktur der kationischen Liposomen

Nach der Lyophilisierung der in Chloroform gelésten Lipide und der Zugabe von deio-
nisiertem Wasser entstanden nach 2-10 min starkem Schiitteln multilamellare Vesikel
verschiedener Groflenklassen oder auch mizellare Strukturen. Die untersuchten katio-
nischen Lipide unterschieden sich dabei in Abhéngigkeit von der chemischen Struktur
hinsichtlich ihrer Liposomenbildungsfihigkeit.

Wie die optische Analyse, PCS-Untersuchungen und die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen zeigten, geniigte bei den meisten der untersuchten kationischen Lipide eine
Formulierung mit dem Helferlipid DOPE und die Zugabe von Wasser zum getrockne-
ten Lipidfilm, um durch starkes Schiitteln multilamellare Vesikel im Grolenbereich von
etwa 200 bis 1000 nm herzustellen. Wurde auf den Zusatz eines Helferlipides verzichtet,
bildeten die kationischen Lipide DOTAP, DCQ-Chol und DOCSPER sehr kleine Lipo-
somen (<100 nm), das Lipid Sp-Chol dagegen mizellare Strukturen aus. Im Gegensatz
dazu entstanden bei Verwendung der Lipide DOTMA und DAC-Chol Liposomen die
etwa 500 bzw. fast 1000 nm groff waren. Aus den kationischen Lipiden DC-Chol und
DDAB entstanden dagegen ohne den Zusatz von Helferlipiden keine stabilen Vesikel
(vgl. Tab. . Diese Lipide bildeten nach dem Lyophilisieren auch keinen Lipidfilm
aus. Bei DC-Chol wurde das Auftreten eines 6ligen Tropfens und bei dem Lipid DDAB
die Bildung eines kristallinen Pulvers beobachtet. Wahrend der Herstellung von Li-
posomen aus diesen beiden Lipiden wurden nach dem Schiitteln des Lipidfilmes mit
deionisiertem Wasser groflere Prézipitate beobachtet. Diese 16sten sich auch nach einer
Ultraschallbehandlung nicht auf.

Zur genaueren Untersuchung der Grofie der Liposomen wurde im weiteren die Mehr-
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Mol %
100 75 50 25
DAC-Chol L L L L
DC-Chol p L L L
DCQ-Chol M L L L
Sp-Chol M M M L
DOTMA L L L L
DOTAP M L L L
DDAB p p L L
DOCSPER M L L L

Tabelle 3.1: Einflufl des Helferlipidanteils auf die Vesikelbildung

L=Liposomen; P=Préazipitate; M=Mizellen. Bei Vorliegen einer schwach triiben bzw. opaleszierenden
Losung wurde davon ausgegangen, dafl liposomale Strukturen, bei einer klaren Losung mit
Detergenzeigenschaften, dafl Mizellen vorhanden sind. Sichtbare Agglomerate, die sich auch durch

Ultraschall nicht entfernen lieBen, fithrten zur Einstufung der Vesikelbildung als Prézipitat.

winkelanalyse der PCS angewandt. Diese Technik erlaubt die Detektion weniger grofler
Partikel und ein Abschétzen der Groflenverteilung in einer Gesamtpopulation [132].

Bei einem Zusatz des Helferlipides DOPE zu den kationischen Lipiden nahm die
Grofle der aus den polykationischen Lipiden Sp-Chol oder DOCSPER préparierten
Liposomen mit steigendem Gehalt an Helferlipid zu. Wenn z.B. bei Sp-Chol-Liposomen
der Gehalt an Helferlipid von 50 auf 90 % (w/w) erhoht wurde, stieg die mittlere Grofie
der Liposomen von etwa 200 nm auf iiber 600 nm an (vgl. Abb. . Die Ergebnisse
zeigen weiter, dafl Sp-Chol-Liposomen mit 10 % (w/w) kationischem Lipid eine recht
homogene Grofenverteilung bei 600-800 nm haben. Bei Liposomen mit 20 % Sp-Chol
hat der iiberwiegende Teil der Liposomen dagegen eine mittlere Grofle von etwa 400-
600 nm, es kommen aber auch wenige Liposomen mit 750 bis 1000 nm Durchmesser
vor. Der sigmoidale Anstieg der Groflenwerte fiir die niedrigeren Mefiwinkel 148t auf
einen geringen Anteil an gréfleren Liposomen schlieen. Bei Sp-Chol-Liposomen mit
50 % Helferlipidanteil sinkt die mittlere GroBe auf etwa 100 nm ab und es gibt nur
wenige Liposomen die grofler als 250 nm sind. Eine Formulierung des Sp-Chol’s ohne
Helferlipid fiihrte dagegen zur Bildung von Mizellen die mit Hilfe der PCS-Methode
nicht vermessen werden konnten.

Bei Liposomen, die aus dem Glycerolderivat DOCSPER und den monokationi-
schen Lipiden DAC-Chol, DC-Chol, DCQ-Chol, DOTMA, DOTAP und dem Helferli-
pid DOPE hergestellt worden waren, bildeten sich wie die Ergebnisse der PCS zeigten,
grofere Liposomen mit Durchmessern von mehreren 100 nm. Diese relativ grofien Ve-
sikel wurden durch eine 10 min Inkubation der Liposomen in einem Ultraschallbad, in
Abhéngigkeit von der Intensitdt der Beschallung, auf etwa 100 bis 200 nm, DOTAP-



3.1. BIOPHYSIK DER GENTRANSFERVESIKEL o7

Sp-10 Sp-20

1500 1500
_ 1250 = 1250
E 1000 |7 £ 1000 {
& 750 " T T ] % 750 L
£ 500 _ '1L 2 500 It i

250 ) ) 250 -

0 0
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
MeBwinkel {in Grad) MeBwinkel {in Grad)
Sp-30 Sp-50

1500 1500

1250 = 1250
€ : £ 1000
c 1000 £
@ 750 = & 750
2 500 'H 5 500
L]

250 1 250 —wiw — =

0 ¢ 25 50 75 100 0 0 25 50 75 100
MeBwinkel {in Grad) MeBwinkel {in Grad)

Abbildung 3.1: Einflul des DOPE-Anteiles auf die Groéfle von Sp-
Chol-Liposomen

Sp-Chol-Liposomen wurden in verschiedenen Mischungsverhéltnissen von kationischem zu Helferlipid
hergestellt. Die Anteile an Sp-Chol betrugen 10, 20, 30 oder 50 % (w/w).

Liposomen sogar auf weniger als 100 nm, verkleinert. Nach einer mehrtéagigen Lagerung
der Liposomen bei 4°C wurden keine nennenswerten Groéfenverdnderungen festgestellt.

Bei Liposomen die aus DC-Chol oder DAC-Chol sowie DOPE hergestellt wurden,
nahm mit zunehmendem Anteil an Helferlipid die Liposomengréfie von >1000 nm, bei
DAC-Chol ohne Helferlipid, auf etwa 300-400 nm bei 25 Mol % ab. Bei der Beschallung
sank die Liposomengrofie bei allen untersuchten liposomalen Formulierungen dann auf
etwa 125 nm. Nur DAC-Chol-Liposomen die mit 50 % Helferlipid formuliert worden
waren, blieben auch nach der Ultraschallbehandlung etwa 500 nm grof.

Die exakten Groflen der Liposomen schwankten erheblich in Abhéngigkeit von der
Stédrke und Dauer der Ultraschallbehandlung bzw. des Schiittelns. Generell wurde be-
obachtet, dafl bei hoherem Energieeintrag in das System die Grofle der Liposomen
abnahm. Aus diesem Grunde wird an dieser Stelle auf eine Auflistung der Mef3werte
der PCS-Untersuchungen fiir die einzelnen liposomalen Formulierungen verzichtet.

Im Gegensatz zu den anderen kationischen Liposomen bildete das doppelkettige
Lipid DDAB wenn es mit DOPE hergestellt worden war, auch nach einer Ultraschall-
behandlung von iiber 20 min keine stabilen Liposomen aus. Die sichtbaren Prézipitate
verblieben auch bei intensiver Beschallung in der Suspension. Eine alternative Her-
stellung mit Hilfe eines Rotationsverdampfers, die zu einem diinneren Lipidfilm fiihrt,
ergab dagegen bei einem Masseverhéltnis von 30 % DDAB und 70 % DOPE eine For-
mulierung ohne sichtbare Prézipitate.
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Es ist festzustellen, dafl es bei den polykationischen Liposomen einen direkten Zu-
sammenhang zwischen dem Helferlipidanteil und der Liposomengrofie gab. Bei den
Cholesterolderivaten DAC-Chol und DC-Chol nahm hingegen die Gréfle der Liposo-
men mit einem zunehmenden Anteil des Helferlipides ab. Bei den iibrigen monokatio-
nischen Lipiden war hingegen kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Menge an
Helferlipid und der Vesikelgréfle festzustellen. Die Lipide DC-Chol und insbesondere
DDAB zeigten im Vergleich zu den anderen Lipiden schlechtere Liposomenbildungsei-
genschaften, wobei DDAB sich nur bei der Herstellung des Lipidfilmes in Rundkolben
mit grofler Oberfliche in liposomale Vesikel einbinden lief.

3.1.1.2 Bestimmung elektrostatischer Parameter mittels 4-Heptadecyl-7-
hydroxycoumarin

Wie die durchgefiihrten Untersuchungen beweisen, ist die Hohe des Verhéltnisses der
Lichtemission bei den Anregungswellenléngen 380 bzw. 330 nm abhéngig vom pH-
Wert des Dispersionsmediums (vgl. Abb.[3.2]A): Je hoher der pH-Wert, desto hoher die
Lichtemmission bei einer Anregungswellenldnge von 380 nm. Dagegen ist die Fluores-
zenz bei einer Anregungswellenléinge von 330 nm relativ konstant. Dies entspricht dem
isobestischen Punkt des Fluorophores.

Auflerdem ist die Hohe der HC-Protonisierung, d.h. der pH-Wert auf der Vesikel-
oberfliche bei physiologischem pH-Wert im Dispersionsmedium, abhéngig vom Anteil
des kationischen Lipides in der Membran. So stieg bei einem pH-Wert von 7.4 im
Umgebungsmedium mit der Zunahme des Anteils an kationischem Lipid die Fluo-
reszenz bei 380 nm und damit das Verhéltnis der Lichtemmissionen bei einer Anre-
gung von 380 bzw. 330 nm (im folgenden als 380/330er Wert bezeichnet) stark an
(Abb. B.2B). Bei 50 und 25 Mol % kationischem Lipid waren dabei zwischen DOTAP,
DAC-Chol, DC-Chol und DCQ-Chol nur geringe Unterschiede im elektrostatischen
Verhalten der Liposomen festzustellen. Bei 75 und 100 Mol % kationischem Lipid war
dagegen bei DCQ-Chol-Liposomen die HC-Protonisierung besonders hoch, wihrend sie
bei DOCSPER-Liposomen bei allen Mol-Verhéltnissen unter den Werten der anderen
liposomalen Formulierungen lag.

In weiteren Untersuchungen wurde bei DOTAP-Liposomen mit unterschiedlichem
Anteil an Helferlipid der Einflu8 des pH-Wertes auf die HC-Protonisierung untersucht
(Abb. 3.2[C). Bei allen untersuchten Liposomen stieg der Anteil des protonisierten HC
in der Membran bei einer Erhéhung des pH-Wertes im Umgebungsmediums an. Dabei
erfolgte bei Liposomen mit hohem Anteil an kationischem Lipid die HC-Protonisierung
bei einem niedrigeren pH-Wert als bei Liposomen mit geringerem Anteil an kationi-
schem Lipid. So war bei Liposomen mit 100 Mol % DOTAP bei pH 7.4 das HC zu
fast 100 % protonisiert, wihrend bei DOTAP-Liposomen mit 25 Mol % und 50 Mol %
DOTAP bei pH 7.4 weniger als 50 % der HC-Molekiile protonisiert waren. Die Liposo-
men mit 25 Mol % DOTAP erreichten erst bei einem pH-Wert von 9.2 eine vollstindige
Protonisierung des Fluorophores.

Weiterhin hatte auch die Art des zugesetzten Helferlipides Einflul auf die Hohe der
HC-Protonisierung. Bei DOTAP- (Abb. [3.2D) und bei DOCSPER-Liposomen (nicht
gezeigt) die mit Cholesterol als Helferlipid hergestellt wurden, war der Grad der HC-
Protonisierung grofer als bei Liposomen die mit DOPE hergestellt worden waren.

Um den Einflul der Ionenkonzentration und des Puffersystems auf die HC-Pro-
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Abbildung 3.2: Elektrostatische Eigenschaften von HC-markierten
kationischen Liposomen

A) Spektrum der Anregungswellenléinge fiir DOTAP-75M-Liposomen markiert mit HC bei einer Emis-
sionswellenldnge von 450 nm und bei verschiedenen pH-Werten.

B) Verhéltnis der Lichtemission (450 nm) bei Anregungswellenldngen von 380 und 330 nm verschie-
dener kationischer Liposomen mit 100, 75, 50 und 25 Mol % Helferlipidanteil (pH 7.4).

C) Lichtemission von DOTAP-Liposomen mit unterschiedlichem Anteil an Helferlipid bei verschiede-
nen pH-Werten. Die Anregungswellenléinge betrug 390 nm, die Emissionswellenléinge 450 nm.

D) Anteil an protonisiertem HC in DOTAP-Liposomen in Abhéngigkeit von Anteil und Art des
Helferlipides berechnet nach Gleichung (1) (Seite bei pH 7.4.

E+F) Einflu der NaCl-Ionenkonzentration und des Mediums (E: 0.02 M HEPES-Puffer; F: 0.02 M
Phosphatpuffer, jeweils pH 7.4) auf die HC-Protonisierung an der Liposomenoberfliche der verschie-
denen Liposomen. Die Cholesterolderivate enthielten 50 Mol % kationisches Lipid.
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tonisierung zu untersuchen, wurden anschliefend die Fluoreszenzuntersuchungen in
verschiedenen Medien durchgefiihrt. Dazu wurde 0.02 M Phosphat- oder HEPES-Puffer
(pH 7.4) mit 0, 50, 100 oder 150 mM NaCl verwandt. Wie die Ergebnisse in Abbil-
dung 3. 2E+F zeigen, nahm mit zunehmender Ionenkonzentration der Grad der gemes-
senen Protonisierung des Fluorophores bei allen untersuchten Liposomen ab. Dieser
Abfall war besonders ausgepriagt bei DOTAP-100-Liposomen, welche z.B. in 20 mM
HEPES-Puffer ohne NaCl den hochsten Wert des 380/330-Verhéltnisses aufwiesen. Mit
der Erhohung der NaCl-Konzentration jedoch sank dieser Wert unter den der anderen
Liposomen ab. Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit DOTAP-50-Liposomen erzielt.
Die Cholesterolderivate unterschieden sich in HEPES-Puffer voneinander kaum in ih-
rem Protonisierungsprofil. In Phosphatpuffer dagegen war eine deutliche Abstufung
der Fluorophor-Protonisierung in der Reihung DCQ-Chol>DC-Chol>DAC-Chol zu be-
obachten. Die HC-Protonisierung von DOCSPER-100-Liposomen lag auch in HEPES-
Puffer niedriger als die der Cholesterolderivate.

Zusammenfassend ist aus den vorliegenden Ergebnissen zu schlufifolgern, daf die
Hohe der HC-Protonisierung abhéngig ist von der Struktur des kationischen Lipides,
von der Art und der Menge des zugesetzten Helferlipides, der Ionenkonzentration und
der Art der Gegenionen im Dispersionsmedium sowie von dessen pH-Wert. Cholesterol
als Helferlipid bzw. als lipophiler Anker des kationischen Lipides erhoht, eine grofe
Menge an Helferlipid sowie eine hohe Ionenkonzentration im Medium dagegen verrin-
gern die Protonisierung der HC-Molekiile.

3.1.2 Eigenschaften der Lipoplexe
3.1.2.1 Grofle, Tritbung und Stabilitit

Der Verlauf der Lipoplexbildung nach dem Mischen von DNA und Liposomen kann
durch die Bestimmung der dynamischen Lichtstreuung oder durch das photometrische
Messen der Triibung, d.h. der statischen Lichtstreuung, verfolgt werden. Neben der
Analyse der Groflenverdnderungen, welche mit Hilfe der statischen Lichtstreuung un-
tersucht wurden, erfolgten auch PCS-Messungen, die eine exaktere Bestimmung der
Vesikelgrofien erlauben.

Fiir die Untersuchung der Lichtstreuung wurden die Lipoplexe wie im Abschnitt[2.2.3]
(S. beschrieben in 96-Well-Zellkulturschalen hergestellt und anschlieSend die Licht-
streuung an einem Spectra-Mikrotiterplattenphotometer bei einer Wellenldnge von
405 nm bestimmt. Dabei wurde ein konstanter Betrag an DNA mit steigenden Mengen
an kationischen Liposomen gemischt.

Chemie und Zusammensetzung: In Abhéngigkeit von der chemischen Struktur und
dem Mischungsverhéltnis zwischen kationischem Lipid und Helferlipid zeigten die li-
posomalen Formulierungen ein unterschiedliches Triibungsverhalten. DOCSPER-100-
Liposomen verursachten hingegen ohne den Zusatz von DNA wegen ihrer geringen
Grofle keine Streuung des Lichtes im sichtbaren Bereich. Wenn DNA zugesetzt wurde
war eine starke Zunahme der Lichtstreuung bei der Lipoplexbildung zu beobachten.
Dies 1483t auf eine erhebliche Grofenveréinderung der Vesikel nach der Zugabe der DNA
schliefen (vgl. Abb. [3.3).

Mit zunehmender Lipidmenge nahm die Lichtstreuung der Lipoplexe zu, erreichte
dann bei etwa 5 ug Lipid je pg DNA ein Maximum und nahm bei 10 pg Lipid je ug DNA
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Abbildung 3.3: Einflufl der Lipidkonzentration auf den EtBr-
Ausschluf3, die Licht-Streuung und die j-Gal-
Expression.

Von unterschiedlichen liposomalen Formulierungen wurde der EtBr/DNA-Ausschlu$, die Streuung und
die Gentransfereffizienz von F98-Zellen bestimmt. Die Werte sind Mittelwerte von 2-3 Bestimmungen
(+ SD). A: DAC-30-Liposomen; B: DAC-40-Liposomen; C: DOCSPER-100-Liposomen

wiederum ab. Somit scheinen die Lipoplexe bei einem Uberschuf an kationischem Lipid
wieder kleiner zu werden. Diese Beobachtungen wurden in geringerem Umfang auch
fiir DAC-30 und DAC-40-Liposomen gemacht. Bei diesen Liposomen, die auch ohne
den Zusatz von DNA wegen ihrer Grofe {iber eine starke Eigenstreuung verfiigen, war
keine bzw. nur eine schwache Zunahme der Triibung festzustellen. So blieb bei DAC-30-
Liposomen die Triibung der Lipoplexe zwischen 1.25 und 5 pg Lipid je ug DNA konstant
und sank dann bei 10 pug Lipid leicht ab, wéahrend bei DAC-40-Liposomen die Triibung
nur leicht anstieg und bei 5 pug Lipid je ug DNA der héchste Wert der Lichtstreuung
bezogen auf die Gesamtmenge an Lipid beobachtet wurde.

Konzentration: Grofle und Stabilitdt der hergestellten Lipoplexe waren auflerdem
abhéngig von der Konzentration der Einzelkomponenten, dem Mengenverhéltnis zwi-
schen den kationischen Liposomen und der DNA sowie der Art des Mediums, in dem
die Herstellung der Komplexe erfolgte.

Es wurde festgestellt, dal die Grofle von Lipoplexen, die bei hoher Konzentration
und neutralen Mischungsverhéltnissen zwischen Liposomen und DNA hergestellt wor-
den waren, sehr rasch zunahm und Prézipitate zu beobachten waren. Somit war die
Stabilitdt unter diesen Bedingungen sehr gering. Im Gegensatz dazu war die Vesikel-
grofle bei Lipoplexen mit stark positiven Mischungsverhéltnissen und einer niedrigen
Konzentration der Einzelkomponenten geringer und die Stabilitat grofier. So kam es bei
einem Mischungsverhéltnis von 1:1 (w/w) bei DAC-30/DNA-Komplexen mit Lipidkon-
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Abbildung 3.4: Einflu3 des Mediums auf die Lipoplexgrofle

A: 100 ul DOCSPER-100-Liposomen wurden in 3 ml Wasser, Ringerlésung oder 150 mM NaCl/20 mM
NaHCOj3 verdiinnt. Die Grolenbestimmung erfolgte mittels PCS am N4-Plus bei einem Mefiwinkel von
90 Grad. Dargestellt sind die Mittelwerte der Bestimmung bei Annahme einer unimodalen Verteilung
(£ SD). Nach der ersten Messung wurden 10 ug DNA zugegeben und die Messungen wurden nach 5,
10, 30 und 180 min wiederholt.

B: 500 ug DAC-40-Liposomen und 100 pug PS wurden in 500 pl Ringerlésung (R) oder Saccharose (S)
verdiinnt und mit 50 pg Plasmid-DNA pUT651, verdiinnt in 500 pl Ringerlésung oder Saccharose,
gemischt und fiir 4, 24 oder 48 h bei RT inkubiert. Die Untersuchung der Groflenverteilung erfolgte
wie unter Abb. A beschrieben.

zentrationen von 1mg/ml innerhalb weniger Minuten zum Prézipitieren der Komplexe,
wéahrend Lipoplexe mit einem Mischungsverhéltnis von 10:1 bei gleicher Lipidkonzen-
tration iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen stabil blieben.

Medium: In weiteren Untersuchungen wurde der Einflufl des Mediums auf die Grofien-
verdnderung von DOCSPER-100/DNA- und DAC-30/PS/DNA-Komplexen iiber eine
Zeit von wenigen Minuten bis zu 48 h analysiert. Dazu wurden die Liposomen in Me-
dien mit hoher Ionenkonzentration, wie Ringerlosung bzw. isotonischer NaCl-Losung
mit Bicarbonatpuffer, oder in Medien ohne zugesetzte Ionen, wie Wasser bzw. 10 %-
Saccharoselosung, mit der Plasmid-DNA gemischt.

Kurzeitstabilitat: Bei den Kurzzeitstabilitdtsuntersuchungen mit DOCSPER-100/
DNA-Lipoplexen wurde festgestellt, dal diese bei der Verwendung von Wasser iiber
einen Zeitraum von 3 h mit etwa 150-200 nm sehr klein blieben. Wurde Ringerlésung
fiir die Komplexherstellung verwandt, stieg die Grofie sehr schnell auf etwa 300 nm an,
blieb dann aber konstant. Wenn hingegen 20 mM Bicarbonat zum Medium hinzugesetzt
wurden, waren die Liposomen ohne DNA mehrere hundert nm bis zu 1 pm grofl und
bei der DNA-Zugabe stieg die Lipoplexgrofie kontinuierlich auf mehrere pym an (vgl.
Abb. BA).

Langzeitstabilitdt: Auch bei Langzeitstabilitits-Untersuchungen mit DAC-30/PS/
DNA-Komplexen zeigte sich, da} bei der Verwendung von Medien mit einer hohen
Ionenkonzentration die Grofle der Lipoplexe stdndig zunimmt, wéahrend bei der Ver-
wendung von Medien ohne zugesetzte Ionen, wie Saccharoselosung, die Komplexgrofie
iiber mehr als 48 h konstant blieb (vgl. Abb.[3.4B). So betrug die Grée von DAC-30/
PS/DNA-Komplexen anfénglich etwa 750 nm und stieg innerhalb von 48 h auf 1000 nm
an. Das optische Erscheinungsbild der Lipoplexe verdnderte sich dabei von opaleszie-
rend zu triib, was ebenfalls auf eine Groflenzunahme schlielen liefl. Teilweise wurden
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Abbildung 3.5: Einflu3 der Lipidmenge auf die Fluoreszenz von
EtBr/DNA-Komplexen

Die Lipoplexe wurden in isotonischer NaCl-Losung aus 0.6, 1.25, 2.5, 5 oder 10 pg Lipid und 1 pg
Plasmid-DNA hergestellt. Nach etwa 30 min erfolgte die Zugabe von EtBr zu einer Endkonzentra-
tion von 1 pg/ml. AnschlieBend wurde bei einer Anregungswellenléinge von 540 nm und bei einer
Emissionswellenldnge von 590 nm die Fluoreszenz bestimmt.

nach 48 h auch kleine Prézipitate in der Suspension beobachtet. Demgegeniiber wurden
bei Komplexen die in Saccharoselosung bzw. Wasser hergestellt worden waren, keine
Groflen- bzw. Strukturverdnderungen beobachtet. Wurden die Lipopolyplexe in einem
Gemisch von Ringerlosung und Saccharoselosung hergestellt, d.h. 50 % Ringerlosung
und 5 % Saccharose, so lagen das Erscheinungsbild und die Grole der entstehenden
Lipoplexe zwischen der Grofle der in Ringerlosung bzw. 10 % Saccharose hergestellten
Vesikel.

Die Grofle der Lipoplexe und deren Stabilitdt wird somit mafigeblich vom Mi-
schungsverhéltnis des kationischen Lipides und Helferlipides, von der Konzentration
der Einzelkomponenten, also der Liposomen und der DNA, sowie von der Ionenkonzen-
tration des umgebenden Mediums bestimmt. Eine hohe Ionen- bzw. Komponentenkon-
zentration und ein neutrales Ladungsverhéltnis zwischen den kationischen Liposomen
und der DNA beeinflussen die Lipoplexstabilitéit negativ, wahrend niedrige Ionen- und
Komponentenkonzentrationen und ein stark positives Ladungsverhiltnis die Stabilitét
der Lipoplexe vergrofiern.

3.1.2.2 Elektrophoretische Mobilitdt und DNA /EtBr-Interkalation

Eine weitere Moglichkeit die Lipid/DNA-Komplexe zu charakterisieren, besteht in der
Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitdt bzw. in der Untersuchung des EtBr-
Ausschlusses auf DNA-Ebene nach der Zugabe der kationischen Liposomen zur DNA.
Nach Zusatz des fluoreszierenden EtBr-Molekiils interkaliert dieses in die DNA-Doppel-
helix (ein EtBr-Molekiil je 4-5 DNA-Basenpaaren). Bei Anregung mit Licht der Wel-
lenlénge von etwa 500 bis 540 nm, wird im Bereich von ca. 590 bis 610 nm langerwelliges
Licht emittiert. Die Fluoreszenz des interkalierten EtBr-Molekiiles ist dabei 20-30fach
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hoher als die Fluoreszenz des freien EtBr [66].

Nach der Zugabe der kationischen Liposomen korreliert der Grad der Packung der
DNA [55, 162] mit der Abschirmung gegen das interkalierende EtBr. Je geringer die
Fluoreszenz, desto stéarker die Packung der DNA bzw. die Ummantelung durch das
Lipid.

Lipopleze: Fiir die Fluoreszenzstudien wurden Lipoplexe in isotonischer NaCl-Losung
durch Mischen von unterschiedlichen Mengen kationischer Liposomen mit einer kon-
stanten Menge DNA hergestellt. Etwa 30 min nach dem Mischen der kationischen
Liposomen mit der DNA wurde EtBr zugesetzt und die Fluoreszenz bestimmt.

Bei den untersuchten DAC-30, DAC-40, DAC-100, DOCSPER-100, Sp-20 und DO-
TAP-100-Liposomen nahm mit einer zunehmenden Menge an Liposomen die EtBr/DNA-
Fluoreszenz ab (vgl. Abb. . Dieser Abfall der Fluoreszenz war besonders ausgepragt
bei Liposomen die polykationische Lipide enthielten. So sank bei Sp-20-Liposomen die
Fluoreszenz auf weniger als 10 % des Ausgangswertes ab wenn =2.5 ug Lipid zu 1 ug
Plasmid-DNA zugesetzt wurden. Bei DOCSPER-Liposomen sank die Fluoreszenz auf
weniger als 25 % des Ausgangswertes ab wenn =5 pug Lipid verwandt wurden. Sowohl
bei Sp-20- als auch bei DOCSPER-100-Liposomen sank die EtBr-Fluoreszenz bei einer
Lipidmenge von mehr als 5 ug per ug DNA nicht weiter ab.

Bei DOCSPER-100-Liposomen wurde auflerdem der Grad der Mobilitat der Li-
poplexe in einem Agarose-Gel untersucht. Dabei war festzustellen, dafl mit einer zu-
nehmenden Lipidmenge die DNA immobilisiert wurde, bzw. es zu einem vollsténdigen
Ausloschen der Fluoreszenz kam und die DNA nicht mehr beobachtet werden konnte.
Der Grad dieser Immobilisierung war weiterhin von der Art des Mediums, in dem die
Lipoplexe hergestellt wurden, abhingig: In DMEM-Medium war die Immobilisierung
am schwéchsten, in Wasser oder in niedrigioniger Kochsalzlosung stérker.

Bei der DNA-Komplexierung mittels DAC-Chol-Liposomen war die EtBr/DNA-
Fluoreszenz sowohl von der Menge an Liposomen als auch vom Anteil des DAC-Chol’s
in den Liposomen abhéngig. War der Anteil des kationischen Lipides in den Liposomen
gering, wie z.B. bei DAC-30-Liposomen, wurde das EtBr nicht oder kaum ausgeschlos-
sen. Im Vergleich dazu sank bei DAC-40- und DAC-100-Liposomen die Fluoreszenz in
starkerem Mafle ab. Die Fluoreszenz verringerte sich hier bis zu einer Menge von 5 ug
Lipid je pug DNA etwa proportional mit der Menge an zugesetzten Liposomen. Trotz
seiner quarterndren Aminokopfgruppe war die Starke der Komplexierung der DNA
durch das monokationische Lipid DOTAP niedriger als bei den DAC-100-Liposomen.

Polykationen: Im weiteren wurde auch der Einflu} von Polykationen wie PS und
PLL auf die DNA-Komplexierung untersucht. Bei der Vorkomplexierung der DNA mit
diesen Polykationen kam es bei Uberschreiten eines bestimmten Peptid/DNA-Verhilt-
nisses zu einem vollstdndigen Abfall der Fluoreszenz. Auf diese Ergebnisse wird zu
einem spiteren Zeitpunkt eingegangen werden (vgl. Abschnitt [3.2.3} S.[73)).

Triibung, EtBr-Ausschluff und Gentransfer: Im Zusammenhang mit der Mo6glich-
keit die Gentransfereffizienz von kationischen Liposomen durch den Zusatz von Poly-
kationen zu erhchen, wurde auch versucht den Grad der Packung der DNA mit der
Triibung der Lipoplexe und diese mit den erzielten Gentransferresultaten zu korrelieren
(vgl. Abb. B.3). Dazu wurde die EtBr/DNA-Fluoreszenz mit dem Grad der Triibung
je Lipideinheit und der (-Gal-Expression verglichen. Es konnte festgestellt werden,
dafl sowohl Lipide, die die DNA fast vollstiandig gegen EtBr abschirmen (DOCSPER-
100), als auch Liposomen mit nur schwach komplexierenden Eigenschaften (DAC-30,
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DAC-40) in wvitro wirksame Gentransfersysteme darstellen. Somit scheint eine starke
Komplexierung keine notwendige Voraussetzung fiir den Gentransfer in vitro zu sein.

Bei der Bestimmung der Lipoplextriibung lief3 sich hingegen ein Zusammenhang zur
Gentransfereffizizienz herstellen. Die auf die Menge an Liposomen normierte Triibung
von DOCSPER-100 und DAC-40-Liposomen nahm mit der Lipidmenge bis 5 pug Lipid
zu und sank dann bei 10 pug Lipid wieder ab. Anstieg und Abfall der Triibung kor-
relierte mit der erreichten Reportergenexpression. Bei DAC-30-Liposomen blieb von
1.25 pg bis 5 pg Lipid die Triibung konstant und sank bei 10 pg Lipid leicht ab. Die
Reportergenexpression der DAC-30/pUT651-Lipoplexe stieg dagegen von 0.06 ug Li-
pid bis zu 10 pg Lipid kontinuierlich an. Bei der Auswertung und Interpretation der
Ergebnisse ist zu beriicksichtigen, dafi die Lichtstreuung der Lipoplexe die Fluoreszenz
der EtBr/DNA-Komplexe schwécht. Die erhaltenen Daten sind deswegen nur unter
Vorbehalt zu interpretieren.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dafl der Grad der DNA-Komplexierung we-
sentlich von der Ladung der kationischen Kopfgruppe, vom Anteil des Helferlipides
in den kationischen Liposomen und vom Medium in dem die Lipoplexherstellung er-
folgt abhéngt. In Medien mit hoher Ionenkonzentration kam es zu einer schwécheren
Komplexierung der DNA, wihrend in deionisiertem Wasser die stiarkste Komplexierung
erreicht wurde.

3.2 Transfektionsergebnisse

In diesem Abschnitt werden zuerst die Gentransfereigenschaften der verschiedenen ka-
tionischen Lipide miteinander verglichen und anschlieBend wird der Einflul der Kom-
plexbestandteile, wie des Helferlipides, der DNA-Qualitiat und des Zusatzes von Po-
lykationen auf die Generierung effizienter Gentransfervesikel untersucht. Im weiteren
werden die Faktoren, welche die Komplexbildung beeinflussen wie Komplexkonzentra-
tion und Medium untersucht. Abschliefend werden einige der Einflulfaktoren die zum
Transfektionsverfahren gehoren analysiert.

3.2.1 Gentransfereigenschaften verschiedener kationischer Li-
pide

Untersucht werden sollte zuerst, inwiefern sich die Gentransfereffizienzen der verschie-
denen kationischen Lipide auf den Zellinien unterscheiden und ob bestimmte chemische
Strukturen fiir den Gentransfer besonders geeignet sind.

Fiir die Untersuchung der Abhéngigkeit der Gentransfereffizienz der Lipoplexe von
der chemischen Struktur des kationischen Amphiphiles wurden die Rattenglioblastom-
zellinie F98, die Rattenkolonkarzinomzellinie CC531, die humane Mammatumorzellinie
MaTu und MCF7 sowie die humane Glioblastomzellinie N64 mit verschiedenen liposo-
malen Formulierungen und der Plasmid-DNA pUT651 transfiziert. Verwendet wurden
dabei verschiedene liposomale Formulierungen eines jeden kationischen Lipides mit dem
Helferlipid DOPE, aber auch Liposomen, die ohne Helferlipid hergestellt worden wa-
ren. Folgende Lipide wurden fiir die Herstellung der kationischen Liposomen verwandt

(vgl. auch Tab. 2.3 S.[12] sowie Abb. S. 22):
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Abbildung 3.6: X-Gal-Farbung von F98 und MCF7-Zellen nach
Transfektion  mit DAC-Chol-Liposomen  und
pUT651-Plasmid-DINA.

48 h nach der Transfektion wurden die transfizierten Zellen mittels X-Gal Farbung sichtbar gemacht.

e Doppelkettige Amphiphile: Das Etherlipid DOTMA und das Detergenz DDAB -
zwei Lipide mit quarternéren Stickstoffatom als kationischer Kopfgruppe; aufler-
dem die Glycerollipide DOSGA, welches eine eine Guanidinokopfgruppe enthélt,
sowie DOCSPER mit einer Sperminkopfgruppe.

e Cholesterolderivate: Die monokationischen Lipide DAC-Chol, DC-Chol und DCQ-
Chol als Lipide mit sekundérer, tertidrer bzw. quarternéirer Aminogruppe; die
Lipide mit veresterten Aminosiurekopfgruppen A-Chol, O-Chol und Put-Chol

sowie das Cholesterolderivat Sp-Chol mit einer Sperminkopfgruppe auch bekannt
unter dem Namen Lipid #67 [89].

Die Struktur des Lipides DCQ-Chol entspricht weitgehend der von DC-Chol. Es
enthélt jedoch eine Hydroxyethylgruppe am Stickstoffatom der kationischen Kopfgrup-
pe statt des Wasserstoffatoms. Die kationische Kopfgruppe bei diesem Lipid ist dem-
zufolge eine quarternidre Aminogruppe.

Aus den aufgefithrten Lipiden und DOPE wurden multilamellare kationische Lipo-
somen hergestellt. Der Anteil des kationischen Lipides an der Lipidgesamtmenge betrug
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dabei entweder 100, 50 oder 20 % (w/w) und der Anteil des Helferlipides dementspre-
chend 0, 50 oder 80 %. Aus den Liposomen und der Plasmid-DNA wurden Lipoplexe
mit 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6 oder 0.3 ug Lipid sowie 1, 0.3 oder 0.1 ug Plasmid-DNA
pUT651 hergestellt. Mit diesen Komplexen wurden etwa 10.000 F98, N64, CC531,
MCEFT7 oder MaTu-Zellen in 96er Zellkulturschalen transfiziert. Nach 2 Tagen wurde
die Gesamtgenexpression bestimmt. Demzufolge wurde jede Zellinie mit 18 verschiede-
nen Lipid/DNA-Mischungen der entsprechenden liposomalen Formulierung transfiziert.
Fiir die Beurteilung der Transfereigenschaften wurde fiir jede liposomale Formulierung
die jeweils maximal erreichte Genexpression herangezogen.

Generell war die Hohe der 3-Gal-Expression abhéingig von der transfizierten Zellinie.
Diese folgte bei den untersuchten Zellinien der Reihung:

MCF7 > MaTu > F98 > N64 > CCH31.

D.h. die Genexpression der MCF7-Zellen war wesentlich hoher als die der CC5H31.
Die Gesamtgenexpression korrelierte gut mit den Ergebnissen, die bei einer X-Gal-
Farbung der transfizierten Zellen festgestellt wurden. Die Anzahl der transfizierten
Zellen betrug bei den Zellinien MaTu und MCFE7 etwa 40-80 %, bei der F98 etwa 10
bis 30 % und bei CC531 etwa 5 % (s. Abb. [3.6).

Der Einflul der chemischen Struktur der kationischen Lipide auf die erreichten Gen-
expressionsraten war vergleichsweise gering (vgl. Abb. . Die meisten der untersuch-
ten kationischen Lipide erwiesen sich prinzipiell als fiir den Gentransfer geeignet. So
ergaben Transfektionen mit DOTMA-, DDAB-, DOSGA- und DOCSPER-Liposomen,
bei einer optimalen Formulierung mit dem Helferlipid DOPE, 3-Gal-Expressionen, die
sich um weniger als eine Gréfenordnung voneinander unterschieden. Bei den unter-
suchten Cholesterolderivaten gab es dagegen groflere Unterschiede hinsichtlich ihrer
Eignung als Gentransfervektoren. So schwankte die Genexpression, die mit den Lipi-
den A-Chol, O-Chol und Put-Chol erzielt wurde, in Abhéngigkeit von der verwendeten
Zellinie. Die Ergebnisse der Lipide DAC-Chol und Sp-Chol waren relativ konstant, la-
gen jedoch bei der Zellinie MaTu unter den Ergebnissen, die mit den doppelkettigen
Amphiphilen erzielt wurden. Moglicherweise handelt es sich hierbei um eine zellspezi-
fische Besonderheit.

In Abbildung sind fiir jede liposomale Formulierung die Werte der einzelnen
Lipid/DNA-Mischungen dargestellt. Dabei sind Bereiche hoher Genexpression dunkel
und Bereiche niedriger Genexpression hell dargestellt. Diese Darstellungsform ermoglicht
fiir jede liposomale Formulierung die Auswahl der effektivsten Lipid/DNA-Konzentration.
Die Ergebnisse sind sehr stark von der Art der transfizierten Zellen, der Zellkonfluenz
und der Transfektionszeit abhéngig. Trotz dieser Einschriankungen kénnen Aussagen
zu den Transfereigenschaften der Liposomen und zu zelltypspezifischen Besonderheiten
gemacht werden.

Betrachtet man die Einzelwerte der $-Gal-Expression fiir jede einzelne Lipid /DNA-
Mischung, so fillt auf, dal die doppelkettigen Amphiphile DOTMA, DDAB und DOC-
SPER nur bei hoheren DNA-Konzentrationen gute Transfektionsergebnisse erzielten,
wahrend DOSGA und DAC-Chol-Liposomen auch bei niedrigen DNA-Konzentrationen
von 0.1 pug/ Well noch sehr hohe Transfektionsraten erreichten. Der Bereich wirksa-
mer Lipid/DNA-Mischungen war bei DOCSPER-~, DOTMA- und DDAB-Liposomen
wesentlich geringer als bei Liposomen, die mit Hilfe des kationischen Lipides DOSGA
hergestellt worden waren.
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Abbildung 3.7: Einflu3 der chemischen Struktur und des Anteils an
Helferlipid auf die Gentransfereigenschaften von ver-
schiedenen kationischen Lipiden.

Verschiedene Mengen an kationischen Liposomen (10, 5, 2.5, 1.25, 0.6 und 0.3 pg) wurden mit verschie-
denen Mengen an Plasmid-DNA pUT651 (1, 0.33 oder 0.1 pg) komplexiert. Mit den Lipoplexen wurden
F98, CC531, N64 und MaTu-Zellen in 96er Zellkulturschalen transfiziert. Das Mischungsverhéltnis von
kationischem Lipid zu Helferlipid betrug jeweils 100:0, 50:50 oder 20:80 (w/w). Angegeben sind jeweils

die 3 maximalen §-Gal-Expressionswerte (& SEM).
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Die Ergebnisse in diesem Abschnitt zeigen, dafl sich die Gentransfereffizienzen der
einzelnen kationischen Liposomen bei einer optimierten Formulierung und einem geeig-
neten Lipid/DNA-Verhéltnis zumeist nur wenig unterscheiden. Lediglich die Choleste-
rolderivate mit Esterbindungen erwiesen sich als kaum geeignet fiir den Gentransfer.

3.2.2 Einflufl des Helferlipides auf die Gentransferrate

Die Ergebnisse unserer und die Resultate anderer Arbeitsgruppen zeigen, dafl eine
Abhéngigkeit der Gentransfereffizienz kationischer Liposomen vom Helferlipidanteil
besteht. Zumeist wurde bei diesen Untersuchungen das fusogene Helferlipid DOPE
verwandt, welches die Transfektionseigenschaften vieler kationischer Lipide verbessert.
Es sollte untersucht werden, welchen Einflufl der Anteil dieses Helferlipides auf die
Gentransfereigenschaften der kationischen Lipide hat und welche Mischungsverhalt-
nisse fiir die verschiedenen Zellinien geeignet sind. Auch die Ergebnisse des vorherge-
henden Abschnittes wurden mit unterschiedlichen Verhéltnissen von kationischem zu
Helferlipid erzielt und lassen somit ebenfalls Riickschliisse auf eine effiziente Liposomen-
Formulierung zu.

Die Untersuchungen erfolgten mit Formulierungen bestehend aus 100, 50 oder 20 %
kationischem Lipid und 0, 50 oder 80 % Helferlipid. Die einzelnen Zellinien verhielten
sich unterschiedlich in Bezug auf die Menge an Helferlipid, die fiir eine gute Transfekti-
on notwendig war. Es war nicht méglich eine Aussage zu einem optimalen Mischungs-
verhéltnis von kationischem Lipid und Helferlipid zu machen da dieses, in Abhéngigkeit
von der Zellinie, unterschiedlich war. DDAB sowie die Cholesterolderivate benotigen in
jedem Fall den Zusatz eines Helferlipides fiir eine effiziente Transfektion. Wie bereits
im Abschnitt (S. ausgefiihrt, konnten bei DDAB und DC-Chol ohne den
Zusatz von Helferlipid keine stabilen Liposomen hergestellt werden. Die doppelkettigen
Amphiphile DOCSPER, DOSGA und DOTMA bildeten dagegen auch ohne Helferlipid
Liposomen und transfizierten teilweise besser, als bei einer Formulierung mit DOPE.
So wies z.B. DOCSPER-100 bei Genapplikation in die Glioblastomzellinien N64 und
F98 wesentlich bessere Transfereigenschaften auf, als die Formulierungen DOCSPER-50
und DOCSPER-20. Diese Ergebnisse sind allerdings zellspezifisch. So war DOCSPER
ohne Helferlipid bei den Rattenkolonkarzinomzellen der Zellinie CC531 nicht fiir den
Gentransfer geeignet. Im Gegensatz dazu waren die doppelkettigen Amphiphile DOS-
GA, DOTMA und DDAB bei 3 von 4 Zellinien in einer 50 zu 50 Mischung (w/w) von
Helferlipid und kationischen Lipid am effektivsten.

Eine genauere Bestimmung des Optimums fiir die jeweilige Zellinie erfolgte an-
schlieBend durch die Herstellung einer Anzahl weiterer liposomaler Formulierungen mit
verschiedenen Verhéltnissen von kationischem zu Helferlipid. Wegen der guten Trans-
fereigenschaften und ihrer ausreichenden Verfiigharkeit wurden dazu die kationischen
Lipide DOTMA, DAC-Chol, DC-Chol und DCQ-Chol ausgew#hlt. Es wurden liposo-
male Formulierungen mit 100, 75, 50 und 25 % Massenanteilen an kationischem Lipid
hergestellt.

Zur Genapplikation wurden F98-, MaTu- und CC531-Zellen mit Lipoplexen be-
stehend aus 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6 oder 0.3 ug Lipid und 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06
und 0.03 pug DNA transfiziert. Bei Transfektionsergebnissen zeigte sich eine deutliche
Veranderung des optimalen Verhéltnisses von kationischem Lipid und Helferlipid in
Abhéngigkeit von der Zellinie und der liposomalen Formulierung. Die Abbildung
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A: F98-Zellen
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B: MaTu-Zellen

Abbildung 3.8: f-Gal-Expression von F98- und MaTu-Zellen nach
Transfektion mit verschiedenen Lipoplexpriparatio-
nen

Bereiche mit Genexpressionen kleiner als 1 mU per Well sind weif3, Bereiche zwischen 1 und 10 mU
sind hellgrau, Bereiche zwischen 10 und 100 mU/Well sind dunkelgrau dargestellt. Die Lipidkonzen-

trationen (10, 5, 2.5, 1.25, 0.6 und 0.3 ug per Well) sind horizontal, die DNA-Konzentrationen (1, 0.3
und 0.1 ug per Well) sind vertikal aufgetragen.
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Abbildung 3.9: Einflu3 des Helferlipides auf die Transfektion mit
DCQ-Chol-Liposomen

Die Mengen an DNA sind auf der y-Achse, die Liposomenmenge auf der x-Achse aufgetragen. Dun-
kelgrau sind Bereiche von 66-100 %, hellgrau Bereiche von 33-66 % und weifl Bereiche mit <33 % der
maximalen Genexpression dargestellt. Mit DCQ-75 und DCQ-100-Liposomen wurden nur Gentrans-
ferraten die unter 33 % des Maximalwertes lagen erreicht.
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Abbildung 3.10: Einflufl des Anteils DOPE-Anteils auf die Transfek-
tion von F98-Zellen mit DAC-Chol-Liposomen.

F98-Zellen in 96-Well Zellkulturschalen wurden mit Komplexen aus DAC-Chol/DOPE-Liposomen (10,
5,2.5,1.25, 0.6 und 0.3 pg per Well) und der Plasmid-DNA pUT651 (0.3 ug per Well) transfiziert. Der
Anteil an DAC-Chol in den Liposomen betrug 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 oder 100 %. Dargestellt
sind die Mittelwerte fiir 5-Gal-Expression und Vitalitéit (n=6).

zeigt die Ergebnisse, die mit DCQ-Chol-Liposomen mit 25 und 50 % DCQ-Chol (w/w)
erhalten wurden. Bei F98-Rattenglioblastomzellen waren Liposomen mit einem niedri-
gen Anteil an kationischem Lipid effektiver (Abb. [3.9A+B), wihrend bei MaTu-Zellen
(Abb. 3.9C+D), CC531-Zellen (Abb. 3.9E+F) und bei der Suspensionszellinie K562
Liposomen mit hoherem Anteil an kationischem Lipid besser transfizierten (nicht ge-
zeigt). AuBerdem kam es zu einer Verschiebung der optimalen Lipoplexkonzentration
zu niedrigeren Werten, wenn eine groflere Menge kationischen Lipides in den Lipople-
xen vorhanden war. Diese Ergebnisse waren unabhéngig von der Art des kationischen
Lipides da dhnliche Ergebnisse auch mit DAC-Chol- und DC-Chol-Liposomen erzielt
wurden.

In einer Reihe von weiteren Untersuchungen wurde versucht, die optimale Zusam-
mensetzung von DAC-Chol-Liposomen fiir die Transfektion von F98-Zellen festzustel-
len. Dazu wurden Liposomen mit 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 und 100 % (w/w) katio-
nischem Lipid hergestellt und die F98-Zellen mit jeweils 6 verschiedenen Lipid/DNA-
Mischungen transfiziert. Wie die Ergebnisse in Abbildung zeigen, war unter diesen
Versuchsbedingungen ein Anteil des kationischen Lipides von 30-40 % optimal fiir die
Transfektion der F98-Zellen. Bei einem Anteil von 20 % DAC-Chol war die Toxizitét
der Liposomen fiir die Zellen sehr gering, aber die Gentransferrate niedrig. Bei Lipo-
somen mit = 50 % DAC-Chol nahm dagegen die Toxizitéit der Lipoplexe zu und die
Gentransferrate ab.

Die Ergebnisse in diesem Abschnitt lassen schlufifolgern, dafl bei dem Detergenz
DDAB sowie bei den Cholesterolderivaten der Zusatz von DOPE in allen Fillen vor-
teilhaft fiir die Transfektion der untersuchten Zellinien ist. Bei den Lipiden DOTMA
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Abbildung 3.11: Einflufl verschiedener Peptide auf die Fluoreszenz
von DNA /EtBr-Komplexen bzw. auf die DNA-
Mobilitat im Agarose-Gel.

Je Well einer 96er Zellkulturschale wurden 2 pug Plasmid-DNA pUT651 in 50 pl Ringerlésung verdiinnt.
Anschlielend wurden 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 und 32 pg Peptid, verdiinnt in 50 pl Ringerlosung zugesetzt.
Nach 30 min wurde die Fluoreszenz und die DNA-Mobilitdt im Agarose-Gel bestimmt.
A': Ergebnisse der EtBr-Fluoreszenzuntersuchungen
B: Ergebnisse der Agarose-Gelelektrophorese

a) Protaminsulfat/pUT651

b) Nep7/pUT651

¢) PTH/pUT651

mit jeweils 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ug Peptid/Protein je ug DNA.

und DOSGA fiihrte das Helferlipid zu verbesserten Transfektionseigenschaften der Li-
posomen und bei den Cholesterolderivaten ist es Voraussetzung fiir die Generierung
effektiver Gentransfervesikel. Das Optimum fiir das Mischungsverhéltnis von kationi-
schem Lipid und Helferlipid ist abhéngig von der untersuchten Zellinie. Die Versuchser-
gebnisse konnen deswegen nicht von einer Zellinie auf eine andere iibertragen werden.

3.2.3 Steigerung der GGenexpression mit Hilfe kationischer Po-
lymere

Ausgehend von den Untersuchungen Gao und Huangs [54] werden zunehmend katio-
nische Peptide, Proteine und Polymerverbindungen fiir die DNA-Komplexierung bei
der Herstellung liposomaler Gentransferkomplexe eingesetzt [95, [138]. Im Rahmen die-
ser Arbeit sollte daher untersucht werden, welches die optimalen Bedingungen fiir die
Herstellung der Gentransfervesikel sind.

DNA-Bindung: Zu diesem Zwecke kamen Polyplexe, bestehend aus den Polyka-
tionen PLL, PS, Polyethylenimin (PEI), dem HIV-Kapsidprotein Ncp7 [I71] oder
dem neutralen Peptid Parathormon (PTH) sowie Plasmid-DNA zur Anwendung. Die-
se Komplexe wurden hinsichtlich ihrer Ladung in einer Agarose-Gelelektrophorese
untersucht und die Stérke der DNA-Bindung mittels Bestimmung der DNA /EtBr-
Fluoreszenz analysiert.

Wie die Abb. zeigt, ist die Bindung der DNA durch Polykationen mit einer ho-
hen positiven Ladung wie PS, PLL und PEI am stérksten. So war bei PLL und PS nach
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Zugabe von 1 pg Polykation zu 1 ug Plasmid-DNA die DNA /EtBr-Fluoreszenz fast
vollstandig reduziert. Dagegen fiihrte bei PEI bereits die Zugabe von 0.25 ug Polykati-
on je pug DNA zu einem starken Abfall der Fluoreszenz. Ncp7 bewirkte demgegeniiber
nur eine schwache DNA-Bindung, d.h. nur einen geringen Abfall der Fluoreszenz und
das neutrale PTH band die DNA iiberhaupt nicht.

PLL vs. PS: Im weiteren wurde neben den biophysikalischen Eigenschaften auch
der EinfluB von PLL und PS auf die Transfektion von F98- und N64-Zellen unter-
sucht. Dazu wurden eine konstante Menge an Plasmid-DNA mit steigenden Mengen
an PS bzw. PLL komplexiert und anschliefend unterschiedliche Mengen an DAC-30-
bzw. DAC-40-Liposomen zugesetzt. Mit diesen Komplexen wurden danach F98- und
N64-Zellen transfiziert. Wie in Abbildung [3.12A+B zu sehen ist, konnte durch die
Komplexierung der Plasmid-DNA mit PLL oder PS in Abhéngigkeit von der Lipid-
menge bei F98-Zellen eine 2-3fache Steigerung der 3-Gal-Expression erreicht werden.
Bei Uberschreiten eines PLL/DNA-Verhiltnisses von 1 (Abb. [3.12B) kam es jedoch
zu einem Abfall der Genexpression unter das Niveau, das ohne Vorkomplexierung mit
PLL erreicht wurde. Im Vergleich dazu war der Abfall der Genexpression bei hoheren
Mengen an PS weniger ausgepréigt und die Genexpression blieb auch bei einem Zusatz
von 16 pg PS je ug DNA {iber den Werten, die ohne die Zugabe von PS erreicht wurden.
Bei der Zellinie N64 war die Steigerung der Genexpression durch den Zusatz von PS
hoher als bei F98-Zellen. Es wurde eine mehr als 10fache Steigerung der Genexpression
sowohl nach der Transfektion mit DAC-40- als auch mit DOTMA-50-Liposomen erzielt
(Abb. BI2C-F).

Neben PLL und PS wurden auch das retrovirale Kapsidprotein Nep7 [I71] sowie
das neutrale PTH auf die Beeinflussung des Gentransfers untersucht. Es konnte im
Falle von Ncp7 ebenfalls eine, allerdings wesentlich geringere, Steigerung der Genex-
pression erzielt werden. Diese nur niedrige Steigerung der Genexpression ist vermutlich
auf die schwiichere Komplexierung der DNA zuriickzufiihren zu (vgl. Abb. 3.11)). Das
neutrale, die DNA nicht bindende PTH beeinfluite hatte dagegen keinen Einflufl auf
die Gentransferergebnisse.

Bei der Verwendung von PS konnte neben der hoheren Reportergenexpression
auch eine etwas hohere Zellvitalitidt nach dem Gentransfer mit DAC-40/PS/DNA-
Komplexen festgestellt werden. Dies war nicht, wie von Sorgi und Mitarbeitern [13§]
postuliert, auf die fiir eine optimale Transfektion notwendige geringere Lipidkonzen-
tration zuriickzufithren. Auch bei gleichen Lipidkonzentrationen wurden etwas bessere
Zellvitalitdten bestimmt. Da bei der Verwendung von PS die erreichte Genexpressi-
on geringfiigig hoher war als bei der Verwendung von PLL und es sich bei PS um
eine klinisch zugelassene Substanz handelt, wurde in den weiteren Untersuchungen
hauptséchlich PS fiir die Herstellung von Lipopolyplexen verwendet.

Komplexprdparation: Die Komplexierung der DNA durch das PS kann sowohl durch
eine Vorinkubation der DNA mit dem Polykation als auch eines Liposomen/PS-Ge-
misches zur DNA erreicht werden. Es wurde untersucht, welches der beiden Verfahren
giinstiger fiir das Erreichen einer hohen Genexpression ist. Bei der Transfektion von
F98- und N64-Zellen konnten etwa gleich hohe Genexpressionen mit beiden Verfahren
erreicht werden. Wie aus der Abbildung[3.13|ersichtlich ist, wurde in beiden Féllen eine
deutliche Erhohung der Genexpression gegeniiber Gentransferkomplexen, die ohne PS
hergestellt worden waren, erreicht. Dabei war festzustellen, dafl bei hoheren Lipidkon-
zentrationen niedrige PS-Mengen und bei niedrigen Lipidmengen héhere PS-Mengen in
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Abbildung 3.12: Einflul von PS und PLL auf die Transfektion von
F98- und N64-Zellen mit DAC-Chol- und DOTMA-

Liposomen.

F98- und N64-Zellen in 96-Well-Zellkulturschalen wurden mit Komplexen aus DOTMA-50, DAC-40
oder DAC-30-Liposomen (10, 5, 2.5, 1.25 und 0.6 ug per Well) und der Plasmid-DNA pUT651 (0.33
ug per Well) mit verschiedenen Mengen an PS bzw. PLL vorkomplexiert - transfiziert. Die Serum-
konzentration wihrend der Tranfektion betrug 5 % FKS (Abb. A+B) bzw. 10 % (Abb. C-F). Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte der S-Gal-Expression und der Zellvitalitdt (n=3, £ SEM). Die
Abb. zeigen:

A: Einfluf§ der Lipidkonzentration und der Menge an PS auf die Transfektion von F98-Zellen mit
DAC-40-Liposomen. Ohne Lipid wurde keine Genexpression gemessen.

B: Vergleich von DAC-30 bzw. DAC-40-Liposomen (jeweils 5 ug Lipid) bei der Transfektion von
F98-Zellen, bei DNA-Komplexierung mit PLL oder PS.

C: Einflufl von PS auf die Transfektion von N64-Zellen mit jeweils 1.25 pg DAC-40 oder DOTMA-50
Liposomen.

D: DOTMA-50-Ergebnisse mit verschiedenen Komplexierungsagentien (N64-Zellen).

E+F: Einflu der Lipidkonzentration (E: DAC-40, F: DOTMA-50) und der PS-Menge auf die Trans-
fektion von N64-Zellen.
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Abbildung 3.13: Transfektion mit DAC-40/PS-Formulierungen

Die Zellen wurden mit Gentransfervesikeln bestehend aus DAC-40-Liposomen (10, 5, 2.5, 1.25 und
0.6 ug per Well), PS und der Plasmid-DNA pUT651 (0.33 ug per Well) transfiziert. Dabei wurden je 0,
0.1, 0.2 oder 0.4 mg PS zu je 1 mg DAC-40-Liposomen zugesetzt*. Die Serumkonzentration wihrend
der Tranfektion betrug 5 % FKS. Nach 4 h wurde das Medium von den Zellen entfernt, durch frisches
Medium ersetzt und die Zellen anschlieflend fiir weitere 48 h bis zur Bestimmung von Vitalitdt und
B-Gal-Expression kultiviert.

A: Einfluf} des PS auf die Transfektion von N64-Zellen

B: Einflul des PS auf die Transfektion von F98-Zellen

Dargestellt sind die Mittelwerte der 3-Gal-Expression, normalisiert mit der entsprechenden Zellvita-
litét fiir 3 Einzelbestimmungen (£ SD).

* Es bedeutet z.B. DAC-40-PS0.2 = 0.2 mg PS je mg DAC-40.

der liposomalen Formulierung notwendig waren um die Gentransfereffizienz zu steigern.
Die jeweils bendtigte Menge an PS je DNA blieb also etwa konstant.

Da die Transfektion von Suspensionszellen besonderes problematisch ist, sollte au-
Berdem der Gentransfer in humane Erythroleukdmiezellen der Linie K562 untersucht
werden. Unsere Transfektionsexperimente mit diesen Zellen zeigen, dafl Lipoplexe her-
gestellt aus DAC-Chol-Liposomen, PS und Plasmid-DNA auch fiir den Gentransfer in
Suspensionszellen geeignet sind (Abb. . So betrug die Transfektionsrate der Zellen
mit DAC-30-Liposomen und pEGFPC1-Plasmid-DNA, vorkomplexiert mit Protamin-
sulfat, etwa 15 %. Es wurde nachgewiesen, daf3 bei der Transfektion von Suspensionszel-
len wesentlich grolere Zellzahlen je eingesetzter Lipoplexmenge erforderlich sind als bei
der Transfektion von adhérenten Zellen. So mufiten zur Transfektion der K562-Zellen
etwa 100.000 Zellen statt der 10-20.000 bei adhérenten Zellen in den 96-Well-Zellkultur-
schalen ausplattiert und transfiziert werden. Bei niedrigeren Zellzahlen traten toxische
Effekte der Lipoplexe auf welche sich in einer verringerten Reportergenexpression nie-
derschlugen. Wie Transfektionsexperimente mit anderen Suspensionszellinien zeigten,
gibt es grofle Unterschiede in der Transfizierbarkeit der verschiedenen Suspensionzel-
linien: Es konnte z.B. eine hohe Reportergenexpression bei der T-Zellinie Jurkat, eine
nur niedrige bei einer B-Zellinie aber keine bei den humanen monozytéaren Zellen der
Linie HL-60 erreicht werden.
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Abbildung 3.14: FACS-Analyse von GFP-transfizierten K562-Zellen

K562-Zellen wurden mit DAC-30/PS/pEGFPC1-Komplexen transfiziert und nach 72 h wurden Re-
portergenexpression und Zellvitalitéit mit Hilfe eines Becton-Dickenson FACS-Scans analysiert.
A: DOT-Plot der Reportergenexpression (x-Achse) vs. PI-Aufnahme (y-Achse) als Ma8 fiir die Toxi-

zitat der Kontrollzellen.

B: DOT-Plot der Reportergenexpression (x-Achse) vs. PI-Aufnahme (y-Achse) als Maf fiir die Toxi-

zitat der transfizierten Zellen.

C: Histogramm der GFP-Expression fiir die Kontrollzellen (M2=0.8 %).
D: Histogramm der GFP-Expression fiir die transfizierten Zellen (M1=15 %).



78 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

-l
(4]

12h4°C
_ EEE2 h 70 °C
o 16 h 70°CT T
2 50
=
E
=
Q 251
o
0
10.0 5.0 25 13 06
Lipid {pg/well)
A B: Mewo
40 . 4 —=— nativ
—s— nativ 1hRT
—_ —_ ——
5 =0 ——1hRT 3 3]
g e 16 h RT g ——16hRT
T ——1h 70°C 2 ] = 1h70°C
% 2 h 70°C % ——2h70°C
Q —o—16 h 70°C o —o—-16h 70°C
e 10+ &2 g

T T T T 0 T T T T
0.0 25 5.0 7.5 100 0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
Lipid (ug/well) Lipid {pg/well)
C: N64 D: F98

Abbildung 3.15: Einflufl der DNA-Qualitit auf die Reportergenex-
pression

Die Plasmid-DNA pUT651 wurde fiir 1 bis 16 h bei RT bzw. bei 70°C inkubiert. FO8 und Mewo-
Zellen wurden dann mit Lipoplexen, hergestellt aus 10, 5, 2.5, 1.25 und 0.6 ug Lipid sowie 0.25 ug
von dieser DNA, transfiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte von 3 Einzelbestimmungen fiir Vitalitéit
und Reportergenexpression (+ SD).

A': Ergebniss der Agarose-Gelelektrophorese (von links nach rechts)

Bahn 1: Marker A-DNA Hind-III-verdaut

Bahn 2: Plasmid-DNA pUT651 nativ

Bahn 3: Plasmid-DNA pUT651 nach 1 h Inkubation bei RT

Bahn 4: Plasmid-DNA pUT651 nach 16 h Inkubation bei RT

Bahn 5: Plasmid-DNA pUT651 nach 1 h Inkubation bei 70°C

Bahn 6: Plasmid-DNA pUT651 nach 2 h Inkubation bei 70°C

Bahn 7: Plasmid-DNA pUT651 nach 16 h Inkubation bei 70°C

B: -Gal-Expression von Mewo-Zellen nach Transfektion mit DAC-30-Liposomen

C: (-Gal-Expression von N64-Zellen nach Transfektion mit dem Max2-Lipid

D: 3-Gal-Expression von F98-Zellen nach Transfektion mit dem Max2-Lipid

3.2.4 Einflul der Qualitit der Plasmid-DNA

Die DNA ist der wirksame Bestandteil des Gentransfervesikels, dessen Applikations in
die Zelle das eigentliche Ziel der Transfektion ist. In diesem Abschnitt sollte deswegen
untersucht werden, welchen Einflul die DNA-Qualitét auf das Transfektionsverfahren
bzw. auf die Reportergenexpression hat.

Nach der Praparation wurde die Qualitéat der Plasmid-DNA durch eine Restriktions-
spaltung mit anschlieSender Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert und auf ihre Iden-
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titdt sowie den Anteil an superhelikaler Plasmid-DNA untersucht. Die Kontrolle des
Anteils an superhelikaler DNA durch die Agarose-Gelelektrophorese ergab einen Anteil
von iiber 90 %. Um den Einflufl der DNA-Qualitit auf die zu erreichende Genexpres-
sion zu untersuchen, wurde die DNA fiir 1, 2 oder 16 h bei RT, bzw. fiir 1, 2 oder 16 h
bei 70°C inkubiert. Anschliefend wurde die DNA in einer Agarose-Gelelektrophorese
nach ihrer Grofle bzw. ihrer Konformation aufgetrennt.

Wie die Ergebnisse in Abbildung zeigen, konnte anhand der Gelelektropho-
rese keinerlei Veranderung der DNA-Struktur festgestellt werden. Lediglich bei einer
Ubernachtinkubation der Plasmid-DNA war ein Gelieren der DNA und eine Immobili-
sierung im Agarose-Gel festzustellen. Die DNA, die fiir 2 h bei 70°C inkubiert worden
war, unterschied sich hinsichtlich ihres Laufverhaltens im Agarosegel kaum von der
Ausgangs-DNA.

Trotz des gleichen Trennungsmusters der verschiedenen DNA-Proben im Agarose-
Gel zeigten die Ergebnisse der Transfektionsversuche, daf sich die Reportergenexpres-
sion in Abhéngigkeit von der Lénge der Inkubation und der Hohe der Inkubations-
temperatur, stark unterscheidet. So nahm bei einer Inkubation der DNA bei RT die
Reportergenexpression langsam ab und betrug nach 16 h nur noch etwa 1/3 der Ex-
pression, die mit der originalen, unbehandelten Plasmid-DNA erreicht wurde. Bei einer
70°C-Inkubation war die Abnahme der (§-Gal-Expression noch stérker. Bereits nach
1 h sank sie auf unter 10 % im Vergleich zur Reportergenexpression der Kontroll-DNA
und nach einer 2 h-Inkubation war fast keine Reportergenexpression in den Zellen mehr
nachweisbar.

Die Inkubation der DNA bei RT bzw. bei 70°C fiihrt offenbar zu strukturellen
Veranderungen, welche mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese nicht nachweisbar sind.
Diese Veranderungen wirkten sich jedoch stark auf die Reportergenexpression aus.

3.2.5 Einfluf} des Lipid/DNA-Verhiltnisses

Wie die vorangegangenen Untersuchungen gezeigt haben, ist fiir die Gentransfereffizi-
enz neben der Menge an Lipid und DNA auch das Mischungsverhéltnis beider Kom-
ponenten von Bedeutung. Zur Untersuchung dieses Einflusses wurden F98, MaTu und
CCH31-Zellen mit Lipoplexen bestehend aus 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6 oder 0.3 pg Lipid und
2,1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06 und 0.03 pug DNA transfiziert. Als Liposomen wurden da-
bei DOCSPER-100, DOCSPER-75, DOCSPER-50 und DOCSPER-25 sowie DAC-50,
DAC-25, DC-50 und DC-25-Liposomen verwandt.

Bei den Ergebnissen war festzustellen, daf§ sich das optimale L/D-Verhéltnis in
Abhéngigkeit von der untersuchten Zellinie, der chemischen Struktur des kationischen
Lipides, der Dauer der Inkubation und der Menge an Helferlipid unterschied. Bei Li-
posomen mit polykationischen Lipiden wie DOCSPER-100, war auflerdem das ver-
wendete Medium von grofler Bedeutung fiir eine optimale Lipoplex-Formulierung. So
war der Bereich wirksamer L/D-Verhiltnisse bei Medien ohne Natriumbicarbonatzu-
satz wesentlich kleiner als bei Medien, die diese Puffersubstanz enthielten. Auf diese
Untersuchungen wird in einem spéteren Teil der Arbeit noch ausfiihrlich eingegangen
werden.

Bei der Transfektion von CC531- und MaTu-Zellen lief3 sich zum Beispiel feststel-
len, dafl bei Liposomen mit einem niedrigem Anteil an Helferlipid das optimale L/D-
Verhiltnis groBer war als bei Liposomen mit einem hohem Helferlipidanteil (Abb. .
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Abbildung 3.16: Einflufl des L/D-Verhéltnisses auf den Gentransfer

mit DC-Chol-Liposomen

MaTu- und CC531-Zellen wurden mit Lipoplexen bestehend aus 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6 oder 0.3 ug Lipid
und 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06 und 0.03 pug DNA transfiziert. Dargestellt sind die Ergebnisse der
(-Gal-Expressionen fiir DC-25 und DC-50-Liposomen. Die Mengen an DNA sind auf der y-Achse, die
Menge an Liposomen auf der x-Achse aufgetragen. Dunkelgrau sind Bereiche von 66-100 %, hellgrau
Bereiche von 33-66 % und weifl Bereiche <33 % der maximalen Genexpression dargestellt.
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So betrug bei DC-25-Liposomen dieses L./D-Verhéltnis bei der Transfektion von CC531-
Zellen etwa 5:1 bis 10:1, wéhrend es bei DC-50-Liposomen zu niedrigeren Verhéltnissen
von etwa 2:1 bis 1:1 verschoben war. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Transfektion
von MaTu-Zellen und auch mit den anderen Liposomen erzielt.

Wie die Ergebnisse in diesem Abschnitt zeigen, kann neben dem Zusatz von PS auch
ein hoherer Anteil des kationischen Lipides in den Liposomen zu einer Verschiebung des
optimalen L/D-Verhéltnisses zu niedrigeren Werten fithren. Dieses Verhiltnis ist aber
aulerdem von EinfluBfaktoren wie der Art des verwendeten Lipides, der transfizierten
Zellinie, dem verwendeten Komplexierungsmedium oder der Inkubationszeit abhéngig.

3.2.6 Einflu3 des Komplexierungsmediums

Die enorm schwankenden Ergebnisse, die mit dem kommerziell erhéltlichen kationi-
schem Lipid DOSPER™ und den von uns hergestellten DOCSPER-Liposomen bei
der Verwendung unterschiedlicher Zellkulturmedien fiir die Herstellung der Lipoplexe
erzielt wurden, warfen die Frage nach dem Einflufl der Zusammensetzung des Mediums
auf die Effektivitat der Lipoplexbildung auf. Da Untersuchungen in ausreichendem Um-
fang mit DOSPER™ nicht durchfiihrbar waren, wurde hierzu das chemisch verwandte
Lipid DOCSPER verwendet. Dieses enthélt nur drei mogliche positive Ladungen statt
der vier bei DOSPER™, zeigte jedoch vergleichbare oder etwas hohere Transfektions-
raten.

In einer ersten Versuchsreihe wurden Lipoplexe aus DOCSPER-100-Liposomen und
der Plasmid-DNA pUT651 in Medien mit unterschiedlicher Ionenstédrke von 0 bis
200 mM NaCl oder in DMEM hergestellt. Bei den Lipoplexen wurden sowohl Licht-
streuung, EtBr-Ausschlufl, Wanderungsverhalten im Agarose-Gel und Transfektions-
eigenschaften untersucht.

Wie die Ergebnisse in Abbildung zeigen, nahm bei DOCSPER-100-Liposo-
men mit zunehmender NaCl-Konzentration sowohl die Triibung der Lipoplexe als auch
die 5-Gal-Expression zu. Insbesondere verbreiterte sich die Spannweite geeigneter L /D-
Verhéltnisse bei der Erhchung der Ionenkonzentration. Wurden dagegen DOCSPER-50
Liposomen verwendet, war der Einflufl des Komplexierungsmediums weniger drastisch.
Noch besser geeignet fiir die Generierung effizienter Gentransferkomplexe als 200 mM
NaCl erwies sich das Zellkulturmedium DMEM. Wie die Ergebnisse der Agarose-
Gelelektrophorese und des EtBr-Ausschlusses zeigten, kam es in diesem Medium zu
einer verringerten Bindung der DNA an die Liposomen. Den elektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen nach zu urteilen verinderten sich die Liposomen in Abhéngigkeit
von dem Medium in dem sie verdiinnt wurden (Abb. B.18). So wurden in Wasser
sehr kleine Liposomen beobachtet, wiahrend es in DMEM offenbar in Folge von elek-
trostatischen und osmotischen Veréinderungen zu einer erheblichen Vergréflerung der
Liposomen kam.

Da es sich bei DMEM-Medium um ein sehr komplexes Gemisch von verschiede-
nen Komponenten wie Salzen, Aminoséduren, Vitaminen, Glukose und Puffersubstan-
zen handelt, wurde im weiteren untersucht, welche Bestandteile des Mediums fiir die
verbesserten Gentransfereigenschaften und die verringerte Bindung der DNA an die
Liposomen verantwortlich sind.

Dazu wurden DOCSPER/DNA-Lipoplexe in Wasser, Ringerlosung oder in NaCl/
Bicarbonatlosung hergestellt. Es konnte gezeigt werden, dal die Grofle der in Bicar-
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Abbildung 3.17: Einflul des Mediums auf die biophysikalischen Ei-
genschaften und die Transfektion mit DOCSPER-
100/DNA-Lipoplexen.

A: Relative Streuung von Lipoplexen, hergestellt aus DOCSPER-100-Liposomen und der Plasmid-
DNA pUT651 in Medien mit unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen. Bereiche hoher Lichtstreuung
sind dunkel, Bereiche niedriger Lichstreuung hell dargestellt. Die Lichtstreuung wurde auf die Menge
an Lipid normalisiert.

B: Relative Werte der 5-Gal-Expressionen dieser Lipoplexe bei Transfektion von F98-Zellen.

C: EtBr-Ausschlufl bei DOCSPER-100/pUT651-Lipoplexen in Abhéngigkeit von dem verwandten
Komplexierungsmedium. 3 pg DNA wurden mit unterschiedlichen Mengen an DOCSPER-100-Lipo-
somen komplexiert. Nach etwa 10 min wurde die EtBr/DNA-Fluoreszenz bestimmt.

D: Ergebnisse der Groflenbestimmung von DOCSPER-100/pUT651-Lipoplexen, bestehend aus 100 pg
DOCSPER und 10 pg DNA, hergestellt in verschiedenen Komplexierungsmedien.

E: Relative Lichtstreuung von DOCSPER-100/pUT651-Lipoplexen mit 0.33 pg Plasmid-DNA und
10, 5, 2.5, 1.25 und 0.6 pug Lipid je 100 ug Medium. Die Lipoplexe wurden in Ringerlosung oder in
150 mM NaCl mit 20 mM Bicarbonat hergestellt.

F: 8-Gal-Expression der entprechenden DOCSPER-100/pUT651-Lipoplexe 48 h nach der Transfektion
von F98-Zellen.
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Abbildung 3.18: Einflufl des Mediums auf Gréfle und Beschaffenheit
von DOCSPER-100-Liposomen

DOCSPER-100-Liposomen wurden in DMEM oder in Wasser verdiinnt und mit Hilfe der Transmis-
sionselektronenmikroskopie sichtbar gemacht. Ein Balken entpricht 1000 (links) bzw. 100 nm.

bonatmedium formulierten Lipoplexe gegeniiber in Wasser oder in Ringerlésung her-
gestellten, zunahm und das die DOCSPER-100/DNA-Bindung in Bicarbonatlosung
schwiicher wurde (Abb. [3.17C-E). Weiterhin konnte durch den Zusatz des Bicarbo-
nats die Transfektionsrate erheblich erhoht werden. Dabei war festzustellen, daf§ sich
das relativ schmale Fenster des optimalen L/D-Verhéltnisses, bei dem die Lipoplexe
gentransferaktiv sind, verbreiterte (Abb. 3.17F). Im Gegensatz zu DOCSPER- und
auch zu Lipofect AMINE™-Liposomen war bei monokationischen Liposomen, die das
Helferlipid DOPE enthielten, wie z.B. bei Lipofectin™, keine Steigerung sondern teil-
weise sogar eine Verminderung der Genexpression zu beobachten, wenn die Lipoplexe
in bicarbonathaltigem Medium hergestellt wurden (vgl. Abb. .

Es ist festzustellen, daff das Medium, in dem die Herstellung der Gentransfervesi-
kel erfolgt, einen sehr grofien Einflu} auf das Erscheinungsbild und die Effizienz der
Vesikel hat. Fiir Liposomen, die aus polykationischen Lipiden hergestellt werden, ist
die Verwendung von bicarbonathaltigen Medien wie DMEM oder NaCl-Losung mit
Bicarbonat giinstig fiir das Erreichen hoher Gentransfereffizienzen in in vitro Unter-
suchungen. Dagegen war bei Liposomen die aus monokationischen Lipiden formuliert
worden waren, eher ein hemmender Einflufl des Bicarbonats auf die Gentransfereffizienz
festzustellen.

3.2.7 Einflul der Komplexbildungszeit auf die Stabilitit der
Vesikel

Fiir eine klinisch sichere Anwendung von kationischen Liposomen ist die zeitliche Stabi-
litdt der hergestellten Gentransfervesikel von besonderer Bedeutung. Deswegen wurden
Untersuchungen zu Stabilitét, Lagerbarkeit und zum Einfrieren bzw. Lyophilisieren der
Komplexe durchgefiihrt.
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DOCSPER-100

Ringerlosung Ringerlosung 150 mM NaCl
20 mM Bicarbonat
ohne PS 1.5 ug PS/ug DNA 1.5 pg PS/ug DNA

Abbildung 3.19: Einflul von Medium und PS auf die Effizienz der
Lipoplexherstellung

Transfiziert wurden N64-Zellen mit Lipoplexen, hergestellt aus 10, 5, 2.5, 1.25 und 0.6 pg Lipid sowie
0.3 ug DNA (1/5 pEGFPCI, 4/5 pUTG651) - teilweise vorkomplexiert mit 1.5 pug PS je ug DNA. Die
Lipoplexe wurden in 100 pl Ringerlosung bzw. 150 mM NaCl mit 20 mM Bicarbonat hergestellt, die
Serumkonzentration wihrend der Transfektion betrug 5 %. 4 h nach Zugabe des Transfektionsansatzes
wurde frisches Medium hinzugegeben. Nach 48 h wurden die Zellen mit Hilfe eines Fluoreszenzmikro-
skopes auf die Expression des GFP’s untersucht. Dargestellt sind die Wells mit der fiir das jeweilige
Lipid maximalen Anzahl transfizierter Zellen.
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Abbildung 3.20: Einflufl der Komplexbildungszeit auf den Gentrans-
fer mit DOCSPER-50-Liposomen

DOCSPER-50/pUT651-DNA-Lipoplexe wurden in 100 pl serumfreiem DMEM-Medium hergestellt.
Die Liposomenmengen betrugen 10, 5, 2.5 und 1.25 ug, die DNA-Mengen betrugen 2, 1, 0.5 und
0.25 pg. Nach 10, 30, 60 und 120 min wurden die Lipoplexe auf MaTu-Zellen pipettiert und fiir 4 h
zur Transfektion auf den Zellen belassen. Anschlielend erfolgte die Zugabe frischen Zellkulturmediums
und nach weiteren 44 h die Bestimmung der Reportergenexpression.

Lipoplexe, hergestellt aus unterschiedlichen Mengen an DOCSPER-50- und DOC-
SPER-100-Liposomen sowie Plasmid-DNA, wurden 10, 30, 60 und 120 min nach dem
Mischen der Einzelkomponenten auf die Zellen gegeben. Es zeigte sich ein deutlicher
Einflul der Komplexkonzentration auf die Vesikelstabilitdt. Hoher konzentrierte Kom-
plexe mit 100 pug Lipid und 20 pug DNA erreichten schon nach 10 Minuten Inkubation
ihre maximale Gentransferaktivitiat, wogegen weniger konzentrierte Lipoplexe diese erst
spéter erreichten (vgl. Abb. . Dagegen nahm die Transfereffizienz der hoher kon-
zentrierten Lipoplexe nach 60 min schon wieder leicht ab. Auch bei Sp-Chol-Liposomen
nahm die Gentransferaktivitit der aus ihnen hergestellten Lipoplexe nach etwa 30 min
Inkubation langsam ab, wihrend monokationische Lipide wie DOTMA und DAC-Chol
Komplexe ausbildeten die iiber lingere Zeit stabil blieben (vgl. Abb. .

DAC-Chol wurde wegen der guten Kurzzeitstabilitdt der mit diesem Lipid her-
gestellten Lipoplexe als Modell-Lipid fiir die Préparation langfristig stabiler, hoch-
konzentrierter Lipoplexe ausgewéhlt. Zur Untersuchung der Langzeitstabilitat, wurden
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Abbildung 3.21: Kurzzeitstabilitit von DAC-30/pUT651- und
Sp-20/pUT651-Komplexen.

50.000 CC531 und MaTu-Zellen je 24-Well Schale, in 500 ul Medium kultiviert, wurden mit Lipoplexen
bestehend aus 10 pg Lipid und 2 pg Plasmid-DNA pUT651, hergestellt in 100 pl Opti-MEM-Medium,
nach 5, 10, 30, 60 und 120 min Inkubation transfiziert. 44 h nach der Zugabe der Lipoplexe wurden die
Zellen auf ihre §-Gal Expression untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 2-3 Bestimmungen
(+ SD).

unterschiedliche Mengen an DAC-Chol-Liposomen, mit oder ohne PS-Zusatz, mit ver-
schiedenen Mengen an Plasmid-DNA pUT651 in Ringerlosung komplexiert. 1, 24, 48
und 72 h nach der Herstellung wurden mit diesen Lipoplexen F98 und N64-Zellen
transfiziert. Wie die Abbildung zeigt, sank die Transferaktivitit der Vesikel bei
der Rattenglioblastomzellinie F98 schneller als bei der humanen Glioblastomzellinie
N64 ab. Nach 72 h Komplexinkubation betrug die Gentransfereffektivitét bei der N64-
Zellinie noch etwa 50 % der Ausgangsaktivitiat, wihrend es bei der F98-Zellinie nur
noch etwa 1/3 bei DAC-40/DNA-Lipoplexen bzw. weniger als 10 % bei DAC-40/PS/
DNA-Komplexen waren. Bei den DAC-40/DNA-Lipoplexen war schon nach wenigen
Stunden das Auftreten von kleineren Prizipitaten zu beobachten. Im Gegensatz dazu
traten Préazipitate bei Komplexen die mit PS hergestellt worden waren, erst nach mehr
als 24 h auf. Diese Prazipitate und die Uneinheitlichkeit der Lipoplexe in Gréfle und
Struktur fithrten héufig zu stark schwankenden Ergebnissen bei der Transfektion bzw.
bei der Reportergenexpression.

Die geringere Prézipitatbildung der Gentransferkomplexe, die mit PS hergestellt
worden waren, fithrte offenbar auch zu einer verlingerten Transferfihigkeit der Vesi-
kel. So verloren bei Untersuchungen zur Stabilitdt von DAC-40/DNA- und DAC-40/
PS/DNA-Komplexen letztere nach Inkubation bei 37°C in einem Zeitraum von 72 h
nur etwa 50 % ihrer Gentransferaktivitit (Abb. [3.22). Im Gegensatz dazu sank bei
DAC-40/DNA-Komplexen, die ohne PS hergestellt worden waren, die Gentransferak-
tivitdt von einem niedrigeren Ausgangsniveau ausgehend wesentlich stéirker ab.

Es wurde weiterhin versucht durch die Variation der Mediumbeschaffenheit eine
langere Stabilitdat der Lipoplexe zu erreichen. Wie die Ergebnisse der PCS-Messungen
im Abschnitt gezeigt haben, waren die in Saccharose gebildeten Gentransfer-
komplexe besonders stabil und verdnderten ihre Grofle auch iiber einen Zeitraum von
48 h kaum. Wie die Ergebnisse in Abbildung zeigen, waren aber in Ringerlosung
hergestellte Lipoplexe wesentlich gentransferaktiver als Komplexe, die in Saccharose-
Losung oder Wasser hergestellt worden waren. Komplexe, die in Mischungen aus Rin-
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Abbildung 3.22: Langzeitstabilitdt von DAC-40/DNA und DAC-40/
PS/DNA-Komplexen

In einem Glasrohrchen wurden Lipoplexe in einem Volumen von 3 ml Ringerlésung, bestehend aus
100 pg DAC-40-Liposomen mit oder ohne 20 pg PS und 20 pug pUT651-Plasmid-DNA hergestellt.
Nach 1, 24, 48 und 72 h wurden 50 pl der Komplexe auf F98- und N64-Zellen in ein Well einer
96er Zellkulturplatte pipettiert. Nach 4 h erfolgte ein Mediumwechsel und nach 72 h wurde die Re-
portergenexpression bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils 3 Bestimmungen (+ SD)
fiir:

A: F98-Zellen transfiziert mit DAC-40/DNA-Komplexen

B: F98-Zellen transfiziert mit DAC-40/PS/DNA-Komplexen

C: N64-Zellen transfiziert mit DAC-40/DNA-Komplexen

D: N64-Zellen transfiziert mit DAC-40/PS/DNA-Komplexen.

gerlosung und Saccharose-Losung oder Wasser hergestellt worden waren, waren nur
etwas weniger gentransferaktiv als die in 100 % Ringerlosung hergestellten Vesikel.
Wie Untersuchungen zur Lyophilisierbarkeit der fertig formulierten Gentransfervesi-
kel zeigten, war fiir eine Langzeitlagerung der Zusatz von mindestens 2 % Saccharose
notwendig um beim Wiederauflosen ein Prézipitieren der Komplexe zu vermeiden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dafl aus DAC-Chol-Liposomen, PS und Plasmid-
DNA Komplexe hergestellt werden kénnen, die iiber mehrere Tage einen Grofiteil ihrer
Gentransferaktivitdat behalten. Dabei erwies sich Ringerlosung als ein geeignetes Kom-
plexierungsmedium wenn eine hohe Gentransferrate als Beurteilungsparameter heran-
gezogen wurde. In Medien mit Saccharose waren die Vesikel zwar stabiler und auch
wesentlich kleiner, wie die Ergebnisse im Abschnitt gezeigt haben, aber ihre
Gentransferaktivitdat lag erheblich unter den Lipoplexen, die in Medien mit einem 50
oder 100 % Anteil an Ringerlosung hergestellt worden waren.
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Abbildung 3.23: Einflufl des Mediums auf die Stabilitit von DAC-30/
PS/DNA-Komplexen

Lipoplexe bestehend aus 500 pug DAC-30-Liposomen mit 100 pg PS und 50 ug Plasmid-DNA; separat
verdiinnt in jeweils 500 pl Wasser, Ringerlésung oder 10 %-Saccharose und anschlieflend gemischt
wurden zur Transfektion von F98-Zellen eingesetzt. Nach einer Inkubationzeit von 1, 24 oder 48 h
wurden 5 pl der Lipoplexe, verdiinnt in 50 ul serumfreiem Medium auf die Zellen in 96er MTP
pipettiert. Nach 4 h wurde das Medium gewechselt und nach weiteren 48 h wurden (-Gal-Expression
und Zellvitalitét bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von 3-5 Einzelbestimmungen (£ SD).

3.2.8 Einflufl der Serumkonzentration

Fiir eine Vielzahl von kationischen Liposomen wurde beschrieben, daf§ die Anwesenheit
von Serumproteinen wiahrend der Transfektion die Effektivitéit des Transfers der DNA
in die Zielzellen bzw. die Transfektionsrate stark verringert. Wir untersuchten daher den
Einflul von Serumproteinen auf die Transfektion von DAC-40 und von DOTMA-50-
Liposomen. Wie die Ergebnisse der Abbildung zeigen, waren DAC-40/PS/DNA-
Lipoplexe resistent gegen die Anwesenheit von Serumproteinen wéhrend der Transfek-
tion. Es war keine Verringerung der Genexpression zu beobachten wenn die Serum-
konzentration von 5 auf 20 % erhoht wurde. Bei der humanen Glioblastomzellinie N64
wurde bei einer Erhohung der FKS-Konzentration sogar eine leichte Steigerung der
Genexpression festgestellt. Wie die Abbildung [3.24E+F zeigt, ist dies vor allem auf
die dadurch erhohte Zellvitalitdt zuriickzufithren. Wahrend bei einer Konzentration
von 20 % FKS die Zellvitalitéit nicht unter 90 % im Vergleich zu unbehandelten Kon-
trollzellen sank, verringerte sich bei einer Anwesenheit von nur 5 % Serum bei einigen
Lipopolyplexformulierungen die Vitalitit der Zellen auf unter 75 %.

Im Gegensatz zu den bei Verwendung von DAC-40-Liposomen erzielten Ergebnis-
sen, die eher einen positiven Einflul des Serums auf den Verlauf der Transfektion
zeigten, war bei der Transfektion mit DOTMA-50-Liposomen ein negativer Einflufl
der Serumkonzentration auf die Gentransferrate festzustellen. So sank bei DOTMA-
50-Liposomen mit der Erh6hung der Serumkonzentration im Zellkulturmedium sowohl
bei der Zellinie N64 (Abb. B.24B) als auch bei der humanen Melanomzellinie Mewo
(Abb. B.24D) die Genexpression stark ab. Die bei 20 % Serumkonzentration erreichte
maximale Genexpression betrug nur noch etwa 1/3 der bei 5 % erreichten Genexpres-
sion.

Die Versuchsergebnisse lassen schlufolgern, dafl es zwischen den einzelnen katio-
nischen Liposomen Unterschiede in der Serumstabilitdt der aus ihnen hergestellten
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Abbildung 3.24: Einflufl von Serum und PS auf die -Gal Expression
und die Zellvitalitat

N64- und Mewo-Zellen in 96-Well-Zellkulturschalen wurden mit Komplexen aus DAC-40 bzw.
DOTMA-50-Liposomen (10, 5, 2.5, 1.25 und 0.6 ug per Well) und der Plasmid-DNA pUT651 (0.3 pg
per Well), mit verschiedenen Mengen an PS vorkomplexiert, transfiziert. Die Serumkonzentration
wihrend der Tranfektion betrug 5, 10 oder 20 % FKS. Nach 4 h wurde das Medium von den Zellen
entfernt, durch frisches Medium ersetzt und die Zellen fiir weitere 48 h zur Expression des Repor-
tergens kultiviert. Dargestellt sind die S-Gal-Expressionen (n=3 + SD) der als optimal gefundenen
Lipidkonzentration (2.5 ug DOTMA, 5 pug DAC per Well fiir die N64 bzw. 1.25 ug DOTMA und
2.5 pg und fiir die Zellinie Mewo).
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Gentransfervesikel gibt. Bei den Vesikeln, die aus DAC-Chol-Liposomen hergestellt
wurden, kam es durch die Anwesenheit von Serum zu keiner Verminderung der Re-
portergenexpression wiahrend Gentransferkomplexe, die aus DOTMA-Liposomen her-
gestellt wurden, bei hoherer Serumkonzentration deutlich schlechter transfizierten.

3.2.9 Einflu3 von Transfektionszeit, Zelldichte und Lipoplex-
konzentration

Neben den EinfluBfaktoren welche die direkten Bestandteile der Gentransfervesikel wie
DNA, kationisches Lipid, Helferlipid sowie Polykation betreffen und den Faktoren, die
die Komplexherstellung beeinflussen, bestimmt auch das methodische Vorgehen bei der
Transfektion den Erfolg des Gentransfers. So sind z.B. die Dauer der Inkubation der
Lipoplexe auf den Zellen, die Zelldichte und die verwendete Lipoplexkonzentration von
grofler Bedeutung fiir die Vitalitdt und die Reportergenexpression der transfizierten
Zellen.

Zur Untersuchung dieser Zusammenhénge wurden F98-Zellen mit verschiedenen
Lipoplexmischungen aus DAC-30-Liposomen sowie der Plasmid-DNA pUT651 fiir 1,
2, 4 und 16 h inkubiert. Anschlieend wurde ein Mediumwechsel zur Entfernung der
Lipoplexe vorgenommen. Nach weiteren 48 h erfolgte die Bestimmung der Toxizitét
und der Reportergenexpression.

Wie die Ergebnisse in Abbildung[3.25|[| zeigen, war die Genexpression bei einer kurz-
zeitigen Inkubation bei grofleren Lipoplexkonzentrationen am hochsten, bei lingeren
Inkubationen verlagerte sich dieses Expressionsmaximum zu niedrigeren Konzentratio-
nen.

Eine Ursache fiir diesen Befund ist die verringerte Zellvitalitit bei einer lénge-
ren Inkubation mit hohen Lipoplexkonzentrationen. Die Zellvitalitdt sank z.B. bei
10 pg DAC-30 und 2 pg Plasmid-DNA bereits nach 2 h Inkubation auf unter 50 %
ab, wihrend bei 2.5 pg Lipid und 0.5 ug Plasmid-DNA erst nach 16 h eine Zellvita-
litat von unter 50 % gemessen wurde. Dementsprechend verlagerte sich die maximale
(-Gal-Expression zu niedrigeren Lipoplexkonzentrationen, da im Bereich hoherer Kon-
zentrationen die Zellvitalitat deutlich zuriickging.

Der beobachtete Einflufl der Inkubationszeit war auflerdem abhéngig von den Zell-
zahlen, die in die Wells der Zellkulturschalen ausgesidt worden waren. Bei niedrigeren
Zellzahlen, bzw. weniger konfluenten Kulturen, trat die Toxizitdt eher und bei niedri-
geren Lipoplexkonzentrationen auf. Dementsprechend verringerte sich auch die 5-Gal-
Expression bereits nach kiirzeren Transfektionszeiten (Daten nicht gezeigt).

Die Konzentration der Lipoplexe, die Zelldichte und die optimale Transfektions-
zeit stehen demzufolge in direktem Zusammenhang mit der Hohe der Genexpression.

!Text zur Abb. S.

F98-Zellen wurden mit DAC-30/pUT651-Lipoplexen in 96er Zellkulturschalen transfiziert. Die Men-
gen an DNA (2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06, 0.03 und 0 pg) sind auf der y-Achse, die Mengen an DAC-30
(10, 5, 2.5, 1.25 und 0.6 pg) auf der x-Achse dargestellt. 1, 2, 4 und 16 h nach der Zugabe der Li-
poplexe zu den Zellen wurde das Medium entfernt und durch 150 pul frisches Medium ersetzt. Nach
weiteren 48 h wurden die Zellen auf die Reportergenexpression und die Zellvitalitéit untersucht. Die
Grauabstufungen bei der 8-Gal-Expression bedeuten:

weill=0-25 %, hellgrau=25-50 %, grau=>50-75 %, dunkelgrau=75-100 % der maximalen Expressi-
on; bei der Zellvitalitit hellgrau=0-50 %, grau=50-100 %, dunkelgrau=>100 % der Zellvitalitit im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen.)
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Abbildung 3.25: Einflufl der Inkubationszeit auf Reportergenexpres-

sion und Zellvitalitit.

Bildunterschrift vgl. vorhergehende Seite.
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Bei einer hoheren Zellzahl ist der Einsatz von hoheren Lipoplexkonzentration bzw.
eine ldngere Inkubationszeit giinstig, wahrend bei geringerer Zelldichte niedrige Lipo-
plexkonzentrationen oder eine verkiirzte Transfektionszeit vorteilhaft fiir das Erreichen
einer hohen Genexpression sind.



Kapitel 4

Diskussion

Der Transfer von Genen in eukaryontische Zellen zur Therapie von Erkrankungen und
zum Studium der Funktion der exprimierten Proteine erfordert Transfersysteme die
sicher, reproduzierbar und einfach einzusetzen sind. Wegen der bekannten Méngel der
viralen Verfahren gewinnen Methoden, die sich synthetisch hergestellter Komponenten
bedienen, zunehmend an Bedeutung. Die entscheidenden Vorteile von Vektoren wie
Liposomen und Polymeren liegen in der definierten Zusammensetzung der Transferve-
sikel, der infolge der niedrigen Immunogenitét wiederholbaren Anwendbarkeit sowie in
dem vergleichsweise niedrigen Risiko fiir den Anwender und den Patienten.

Das wachsende Interesse an diesen Gentransfervesikeln verlangt jedoch die weiter-
gehende Untersuchung von geeigneten Herstellungsverfahren und effizienten Applikati-
onsformen. Derzeit sind die synthetischen im Vergleich zu den viralen Vektorsystemen
noch nicht effizient genug. So kénnen 100 virale Partikel im giinstigen Fall bis zu 100
Zellen transfizieren, wogegen bei den synthetischen Vektorsystemen etwa 100 Millio-
nen Plasmidmolekiile notwendig sind um eine gleiche Anzahl von Zellen zu transfizieren
[124]. In den letzten Jahren sind jedoch eine ganze Reihe von Weiterentwicklungen der
synthetischen Transfersysteme erfolgt, die vielversprechende Perspektiven fiir die un-
terschiedlichsten Anwendungen in Medizin und Forschung ercffnen.

Bevor die Ergebnisse im einzelnen diskutiert werden, miissen noch einige grundsétz-
liche Anmerkungen zur Bewertung der Ergebnisse, die bei den Transfektionsversuchen
erzielt wurden, gemacht werden. Bei der Optimierung von Gentransfervektoren in Zell-
kulturexperimenten ist zu beriicksichtigen, dafl es sich bei der Transfektion von eu-
karyontischen Zellen um ein hochdynamisches Verfahren handelt. Dieses ist von ei-
ner Vielzahl von Einflulifaktoren abhéngig. Die Bewertung von Versuchsergebnissen
ist demzufolge nur unter Beriicksichtigung des Gesamtzusammenhanges des Experi-
mentes moglich. Ein prinzipielles Verstindnis der Transfektion ist wichtiger als eine
Aussage-Reduktion auf den gerade untersuchten Faktor, so z.B. auf die Eignung einer
bestimmten chemischen Struktur fiir den Gentransfer. Die Verdnderung des Versuchs-
designs, beispielsweise durch die Auswahl eines anderen Komplexierungsmediums, kann
zu vollig verdnderten Versuchsergebnissen fithren. Desweiteren ist die Ubertragbarkeit
der in wvitro Daten auf die in vivo Anwendung begrenzt, hiufig ist sogar eine Um-
kehrung der Ergebnisse beim in vivo Gentransfer zu beobachten. Die experimentellen
Daten dieser Arbeit wurden auf der Basis von in vitro Untersuchungen gewonnen und
Schlufifolgerungen fiir die in vivo Anwendbarkeit der untersuchten Gentransfervesikel
kénnen demzufolge nur unter Einschriankungen gemacht werden.
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4.1 Lipidchemie

4.1.1 Kationisches Lipid

Ausgehend von dem durch Felgner und Mitarbeiter [46] beschriebenen Befund, dafl
kationische Lipide und Liposomen fiir den Gentransfer von Plasmid-DNA in euka-
ryontische Zellen geeignet sind, kam es zu der Entwicklung einer Vielzahl weiterer
kationischer Lipide. Diese zeichneten sich gegeniiber dem von Felgner und Mitarbei-
tern synthetisierten Lipid DOTMA durch eine verminderte Zelltoxizitdt und hohere
Transferergebnisse aus [44, 5] 58, 89, 97, 157].

Bei der Optimierung der chemischen Struktur wurden alle Bestandteile des kationi-
schen Amphiphiles, die kationische Kopfgruppe, der Spacer und auch die hydrophobe
Ankergruppe variiert. Im Ergebnis dieser Untersuchungen entstand eine Vielfalt chemi-
scher Strukturen (vgl. Tab.[1.4] S.[22) von denen sehr viele fiir den Gentransfer geeignet
sind. Diese kationischen Amphiphile besitzen chemisch nur zwei Gemeinsamkeiten: eine
kationische Kopfgruppe und einen hydrophoben Teil, der fiir eine stabile Verankerung
des kationischen Lipides in der Membran von Liposomen bzw. in Mizellen sorgt. Ein
Spacer, der die hydrophobe Ankergruppe mit der kationischen Kopfgruppe verbindet,
scheint wie die Ergebnisse mit dem Lipid DDAB zeigen, nicht unbedingt notwendig zu
sein.

Chemisch gesehen handelt es sich bei den kationischen Lipiden vor allem um Am-
phiphile mit einer quarterndren Aminostickstoff-Kopfgruppe oder mit einer vom Poly-
amin Spermin abgeleiteten Kopfgruppe. Der hydrophobe Teil wird zumeist entweder
von veresterten oder veretherten Carbonylverbindungen oder von Cholesterolgrund-
geriisten gebildet.

Die Arbeitsgruppe von Felgner und Mitarbeitern synthetisierte, vom Etherlipid
DOTMA ausgehend, eine ganze Reihe weiterer Verbindungen. So wurde aus der Trime-
thylaminkopfgruppe des DOTMA [46] eine Hydroxyethyldimethylaminkopfgruppe im
Falle des DORIE und aus den Olsdureseitenketten des DORIE wurden Myristylséure-
seitenketten beim DMRIE [44]. Die Hydroxyethylgruppe wurde dann beim [(-AE-
DMRIE in eine Aminoethylgruppe umgewandelt [157] (vgl. Abb. . Durch diese
Veranderung der Kopfgruppe nahm die Notwendigkeit das Helferlipid DOPE zuzuset-
zen drastisch ab und der Bereich wirksamer Lipid/DNA-Verhéltnisse zu. Ein weiterer
Abkémmling des DOTMA ist das Lipid DOSPA, welches in der kommerziellen Formu-
lierung Lipofect AMINE™ neben dem Helferlipid DOPE enthalten ist [67]. An Stelle
der Trimethylamingruppe beim DOTMA wird die kationische Kopfgruppe hier durch
das Polykation Spermin gebildet. Auch andere doppelkettige kationische Lipide, Lipide
mit Spermin- oder Aminostickstoffkopfgruppen und Cholesterolderivate haben sich in
der Vergangenheit als sehr effizient im Gentransfer erwiesen [58, [89] 97].

Neben der Struktur der Kopfgruppe wurde die notwendige Beschaffenheit der hydro-
phoben Ankergruppe analysiert. Als besonders geeignet fiir die Membranverankerung
und den Gentransfer erwiesen sich das Cholesterol sowie Olsiure- oder Myristinsiure-
seitenketten. Nach den Ergebnissen unserer eigenen Untersuchungen sind kiirzere Sei-
tenketten, mit weniger als 14 Kohlenstoffatomen, wegen der hoheren Zelltoxizitat und
der schlechteren Liposomenbildungsfahigkeit nicht fiir den Gentransfer geeignet. Dies
wird auch durch die Tatsache unterstiitzt, dafl in natiirlichen Systemen héherer Orga-
nismen kaum Fettsduren mit weniger als 16 Kohlenstoffatomen in den Membranen ge-
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funden werden. Als gut geeignet erwiesen sich vor allem Lipide mit zwei Olséureseiten-
ketten. Bei ldngeren ungeséttigten Seitenketten wirkt sich dagegen offenbar die erhhte
Phaseniibergangstemperatur negativ auf die Liposomenbildung und das Gentransfer-
verhalten der Lipoplexe aus. So liegt z.B. die Phaseniibergangstemperatur fiir den
Ubergang vom kristallinen, gelartigen zum fliissigen Zustand fiir Diacylphosphoetha-
nolaminlipide mit 2 C16:0-Seitenketten bei etwa 65°C, wahrend fiir das entsprechende
PE mit 2 C16:1-Seitenketten, d.h. bei 2 Seitenketten mit 16 Kohlenstoffatomen und
einer Doppelbindung, die Phaseniibergangstemperatur bei etwa -30°C liegt [112]. Eine
Verlangerung der Seitenkette um 2 Kohlenstoffatome fiithrt im allgemeinen zu einer
Erhohung der Phaseniibergangstemperatur um etwa 15-30 Grad.

Die schlechtere Liposomenbildungsfiahigkeit von kationischen Lipiden mit ungeséttig-
ten bzw. lingerkettigen Seitenketten war insbesondere bei den von uns untersuchten
DOTAP-Strukturanaloga festzustellen. In der Praxis unterscheiden sich die Figenschaf-
ten von Liposomen, die aus verwandten Lipiden, z.B. von DMRIE, ein Lipid mit Myri-
stylsdureseitenketten und DORIE, ein Lipid mit Olsiaureseitenketten (C18:1), allerdings
weniger als es von den Phaseniibergangstemperaturen zu erwarten wére [44]. Offenbar
minimiert der Zusatz des Helferlipides DOPE die Unterschiede in den biophysikalischen
Eigenschaften der hergestellten Liposomen.

Von den u.a. in Zusammenarbeit mit M. Schneider und O. Keil (Wuppertal, Deutsch-
land) synthetisierten Verbindungen wurden fiir diese Arbeit die Lipide DAC-Chol, Sp-
Chol, DOTAP und DOCSPER ausgewéhlt und umfassend untersucht. Bei den Ver-
bindungen DAC-Chol und Sp-Chol handelt es sich um Cholesterolderivate, wéhrend
das kommerziell erhéltliche DOTAP und das von Schneider und Mitarbeitern [58), 131]
synthetisierte DOCSPER doppelkettige kationische Amphiphile sind. Die beiden letzt-
genannten Verbindungen bilden auch ohne den Zusatz von Helferlipiden gentransfer-
wirksame Strukturen aus. DOCSPER und Sp-Chol sind polykationische Lipide mit
maximal drei positiven Ladungen [58, 89]. Die kationische Kopfgruppe wird bei die-
sen Verbindungen durch das natiirlich vorkommende Polykation Spermin gebildet. Die
Bindung an den lipophilen Anker erfolgt {iber ein sekundéres Amin der Sperminkopf-
gruppe, so daB sich eine sogenannte T-Spermin-Kopfgruppe ergibt [89] (vgl.Abb. [L.1]
S. 0).

Aus den von einer Vielzahl von Arbeitsgruppen gewonnenen Ergebnissen wurde ver-
sucht chemische Strukturen abzuleiten, die fiir den Gentransfer besonders geeignet sind
[44, 511 [157]. Die Beobachtung, daf einzelnen kationischen Lipiden liposomale Formulie-
rungen hergestellt werden konnen mit denen besser als mit anderen transfiziert werden
kann, ist jedoch offenbar nur unter den jeweils gegebenen Versuchsbedingungen giiltig.
Eine Verédnderung der Bedingungen wéhrend der Komplexbildung oder im Verlaufe
der Transfektion z.B. durch die Anwesenheit von Serum bzw. die Erhchung der Serum-
konzentration wihrend der Inkubation der Lipoplexe auf den Zellen, eine verdnderte
Zelldichte, die Verwendung eines anderen Komplexierungsmediums, die Verdnderung
der Konzentration von Liposomen und DNA, die Verdnderung der Inkubationszeit usw.
fithren in unterschiedlichem Ausmafle zu einer Verdnderung in der Effizienz des Gen-
transfers bei Einsatz der verschiedenen Lipide.

Wie die Ergebnisse im Abschnitt zeigten, variiert die Effizienz der einzelnen
Lipide bei identischen Versuchsbedingungen zumeist um weniger als eine Gréflenord-
nung. Wenig geeignet fiir den Gentransfer waren nur die Cholesterolderivate mit Ami-
nosaurekopfgruppen. Dies liegt jedoch eher in der schnellen Hydrolyse der Esterbindung
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zwischen Cholesterolankergruppe und Aminokopfgruppe und nicht in einer mangelnden
Eignung der Kopfgruppe begriindet. Fiir diesen Befund sprechen die sehr schwanken-
den Resulte mit diesen Lipiden auf den verschiedenen Zellinien und der Verlust der
Gentransferaktivitdt bei einer langeren Lagerung der Liposomen bei 4°C. Besonders
geeignet waren demgegeniiber DAC-Chol-Liposomen, die sehr gute Gentransfereigen-
schaften auf einer Vielzahl der untersuchten Zellinien und auch gute Liposomenbil-
dungseigenschaften aufwiesen. Auch DOCSPER-Liposomen und DOSGA-Liposomen
erwiesen sich bei vielen Zellinien in unterschiedlichen Formulierungen als geeignete
Gentransfervesikel. Die drei letztgenannten Lipide waren auflerdem infolge der stabi-
leren Carbamoylbindung zwischen kationischer Kopf- und lipophiler Ankergruppe bei
4°C langere Zeit chemisch stabil. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit Un-
tersuchungen von Gao [51] und Loeffler [97], die ebenfalls eine schnelle Hydrolyse bei
der Verwendung von Esterbindungen und eine groflere Stabilitdt von Carbamoylver-
bindungen nachwiesen. Die Instabilitdt der Esterverbindungen limitierte die zeitliche
Verwendbarkeit der hergestellten Liposomen.

Die untersuchten kommerziell verfiighbaren kationischen Lipide DOTAP, DOTMA,
DDAB und DC-Chol waren ebenfalls fiir den Gentransfer geeignet. Im Vergleich zu
DAC-Chol, DOCSPER und DOSGA waren sie aber weniger gentransferaktiv. Bei der
Interpretation dieser Versuchsresultate ist aber, wie bereits erwéhnt, zu beriicksichti-
gen, daf} die liposomalen Formulierungen unterschiedliche Anforderungen an die opti-
malen Bedingungen fiir die Komplexbildung haben und das Aussagen zur moglichen
Gentransferaktivitit des einzelnen Lipides nur bei Beriicksichtigung der Versuchsbedin-
gungen moglich sind. Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Gentransferergebnisse
fiir die kationischen Liposomen konnen mit Sicherheit bei einer Optimierung der Ver-
suchsparameter weiter verbessert werden.

4.1.2 Helferlipid

Ahnliche Ergebnisse wie bei der Untersuchung des Einflusses der Seitenketten des ka-
tionischen Lipides auf die Transfereigenschaften der entsprechenden Liposomen wurden
auch bei der Analyse des Einflusses der chemischen Struktur des Helferlipides auf die
Gentransferfahigkeit der Liposomen beobachtet. Wie die Arbeiten mehrerer Autoren
zeigten, ist das Helferlipid DOPE, welches 2 Olsdureketten enthilt, wegen seiner bio-
physikalischen und Gentransfereigenschaften offenbar am besten fiir die Herstellung
kationischer Liposomen geeignet [41], 44 [73]. Interessant sind in diesem Zusammen-
hang Arbeiten von Fasbender und Mitarbeitern [42], die auch Lipide mit mehrfach
ungeséttigten Fettsduren in der Seitenkette fiir die Formulierung von kationischen Li-
posomen einsetzten. Die Autoren stellten dabei sehr spezifische Mischungsverhéltnis-
se fiir die einzelnen Lipide als optimal fest. Die geeigneten Verhéltnisse der Helfer-
lipide waren dann fiir jedes kationische Lipid wiederum unterschiedlich. Problema-
tisch bei der Verwendung solcher mehrfach ungesittigter Fettsduren ist vor allem die
schnelle Oxidation der Doppelbindungen, welche eine reproduzierbare Anwendung ein-
schrianken. Insbesondere eine mogliche Zerstorung der DNA durch die Oxidationspro-
dukte beim Fettsdureabbau 1t die Anwendung derartiger Helferlipide als fragwiirdig
erscheinen. Auch aus diesem Grunde wird vor allem DOPE, dessen Doppelbindungen
in den Olsdureseitenketten relativ langsam oxidiert werden, aber auch Cholesterol fiir
die Herstellung von kationischen Liposomen verwendet.
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Unsere eigenen Arbeiten wurden vor allem mit dem Helferlipid DOPE durchgefiihrt.
Liposomen mit DOPE ergaben in den in vitro Untersuchungen gleich gute bzw. bes-
sere Transfereffizienzen als die Helferlipide Cholesterol und Palmitoyloleoylphospha-
tidylethanolamin. Auflerdem war die Liposomenbildungsfahigkeit erleichtert und die
Liposomen wiesen eine grofiere physikalische Stabilitdat auf. Bei der Verwendung von
Cholesterol kam es hingegen héufig zu einer Bildung gréferer Vesikel.

Als Schlufifolgerung aus den Versuchsergebnissen ist festzustellen, dafl die chemische
Struktur des kationischen Lipides weniger wichtig ist als dessen optimale Formulierung
z.B. mit einem Helferlipid oder die Wahl eines geeigneten Komplexierungsmediums fiir
die Lipoplexherstellung. Aus diesen Griinden sollte in dieser Arbeit darauf verzichtet
werden, kationische Lipide miteinander zu vergleichen und eine Wertung zur generel-
len Eignung des Lipides fiir den Gentransfer wegen der immer willkiirlich ausgewihl-
ten Versuchsbedingungen unterbleiben. Im Mittelpunkt der Arbeit stand deswegen die
Untersuchung der biophysikalischen und der verfahrenstechnischen Grundlagen fiir die
effektive Anwendung der Gentransferkomplexe.

4.2 Liposomen

Ziel der Untersuchungen zu Struktur und Eigenschaften der Liposomen war es festzu-
stellen, ob es einen Zusammenhang zwischen der Chemie der Lipide, der Liposomenbil-
dung sowie der Biophysik und den Gentransfereigenschaften gibt. Dazu wurden Bildung
und Grofle sowie die elektrostatischen Eigenschaften der Liposomen untersucht.

4.2.1 Bildung und Groéfle der Liposomen

Liposomen im klassischen Sinne sind einfache Vesikel bei welchen ein wéssriges Vo-
lumen von einer Membran aus Phospholipiden eingeschlossen ist. Zur Liposomenbil-
dung kommt es spontan, wenn die Amphiphile in wéssrigen Medien dispergiert werden
[9, 10]. Auch kationische Liposomen werden in wéfrigen Phasen spontan aus Lipid-
filmen nach Schiitteln bzw. dem Beschallen der Dispersion gebildet. Die kationischen
Kopfgruppen der Lipide orientieren sich dabei zur wéssrigen Phase und sorgen durch
die gegenseitige Abstoffung der positiven Ladungen fiir die Kriimmung der Membran.
Die Beobachtung, dafl die Ladung der Liposomenoberfliche die Grofle der Liposomen
bestimmt, wurde durch Kraayenhoof und Mitarbeiter [81] bei negativ geladenen Lipo-
somen beschrieben. Ein anderer Erkldrungsansatz fiir die Groflenverdnderungen geht
von der konischen Struktur der Molekiile mit polykationischen Kopfgruppen aus. Die-
se konische Struktur ergibt sich aus der im Vergleich zum lipophilen Anker grofieren
kationischen Kopfgruppe und fiihrt zur Bildung von Mizellen (vgl. Abb. .

Wie unsere Versuchsergebnisse zeigen, gelten die Beobachtungen von Kraayenhoof
und Mitarbeitern auch fiir Liposomen die positive Ladungen auf ihrer Oberflache tra-
gen. Die Abhéngigkeit der Liposomengriéfie von der Ladung des kationischen Lipides
war besonders ausgepriagt bei Liposomen, die polykationische Lipide wie DOCSPER
und Sp-Chol enthielten. Bei diesen Lipiden war ein eindeutiger Einflu der Menge
an Helferlipid auf die Vesikelgrofle festzustellen. So waren DOCSPER- bzw. Sp-Chol-
Liposomen, wenn sie ohne den Zusatz eines Helferlipids hergestellt wurden, wesentlich
kleiner als 100 nm. Im Falle des Sp-Chol’s handelte es sich dabei um mizellare Struktu-
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ren wie unsere elektronenmikroskopischen Aufnahmen [92] und die Tatsache, dafl keine
PCS-Messungen durchgefiihrt werden konnten beweisen. Mit einem zunehmendem An-
teil an Helferlipid nahm bei diesen Vesikeln die Grofie zu (vgl. Abb. 3.1} S. 7).

Weniger ausgepriagt war der Zusammenhang zwischen Ladung und Groéfle bei den
monokationischen Lipiden. So lag bei DOTMA- und DOTAP-Liposomen die Vesikel-
grofle unabhéngig vom Anteil des Helferlipides zwischen 300 und 600 nm. Bei DAC-
Chol- und DC-Chol-Liposomen nahm demgegeniiber die Gréfle der Liposomen mit
einem groferen Anteil des Helferlipides ab. Sie betrug bei DAC-100-Liposomen etwa
1 pm und bei DAC-25-Liposomen etwa 400 nm. Offenbar ist die Erhcéhung der Pha-
seniibergangstemperatur durch den Cholesterolanker des kationischen Lipides fiir diese
Zunahme der Liposomengrofie bei steigendem Anteil an DAC-Chol verantwortlich. Bei
einer Inkubation der Liposomen in einem Ultraschallbad nahm deren Gréfle auf etwa
100 bis 200 nm ab. Lediglich bei Liposomen mit einem mittlerem Gehalt an DAC-Chol,
wie DAC-40 und DAC-50-Liposomen, blieb auch nach einer Beschallung die Liposo-
mengrofe mit etwa 400 bis 600 nm unverdndert. Es ist anzunehmen, dafl bei diesen
Liposomen die Oberflichenladung zu gering ist um eine groflere Membrankriimmung
zu erzeugen. Auflerdem ist die Menge an Helferlipid zu niedrig, um die Phaseniiber-
gangstemperatur herabzusetzen. Bei Liposomen mit einem héheren Anteil an DOPE
wie bei DAC-30-Liposomen war demgegeniiber die Fluiditdt der Liposomenmembran
grof} genug um kleinere Vesikel auszubilden.

Die Resultate der Liposomenbildung korrelierten bei den Cholesterolderivaten sehr
gut mit den Transfektionsergebnissen. So bildete DCQ-Chol bei einer Formulierung mit
DOPE bei allen Mischungsverhéltnissen Liposomen, jedoch ohne Helferlipid (DCQ-
Chol-100) mizellare Strukturen aus. Auch bei Sp-Chol-Liposomen wurden bei hoheren
Anteilen an kationischem Lipid mizellare Strukturen mit detergenzartigen Eigenschaf-
ten beobachtet. Diese mizellaren Strukturen von DCQ-Chol und Sp-Chol-Lipiden waren
nicht gentransferaktiv.

Im Gegensatz dazu bildeten DCQ-Chol und Sp-Chol mit mindestens 50 % DOPE so-
wie die Lipide DAC-Chol und DC-Chol mit einem Anteil von mindestens 25 % DOPE,
multilamellare, liposomale Vesikel aus, welche gentransferaktiv waren. Somit scheint
das Vorliegen von Liposomen Vorraussetzung fiir den Gentransfer mit den Cholesterol-
derivaten zu sein.

Bei den doppelkettigen Amphiphilen war kein eindeutiger Zusammenhang zwischen
Struktur und Gentransferaktivitit festzustellen. So waren die sehr kleinen DOCSPER-
Liposomen ohne Helferlipid ebenso gentransferaktiv.wie DOCSPER-Liposomen mit
Helferlipid. Allerdings mufiten bei DOCSPER-Liposomen ohne Helferlipid sehr spezifi-
sche Medienbedingungen fiir die Lipoplexherstellung vorliegen um wirksame Gentrans-
ferkomplexe herstellen zu kénnen.

4.2.2 Elektrostatische Eigenschaften

Neben der Bestimmung der Grole der Liposomen ist die Bestimmung der Oberfléchen-
ladung ein weiteres biophysikalisches Untersuchungsverfahren um Aufschluf} iiber die
elektrostatischen Eigenschaften der Liposomen zu erhalten. Zwei wichtige Methoden
sind hierbei das Messen des Zetapotentials [36, 137, [141] und die Untersuchung des pH-
Wertes an der Liposomenoberfliche mit Hilfe pH-sensitiver Fluorophore [37, 69, 172].

Zetapotential: Die Zetapotentialuntersuchungen von Eastman und Mitarbeitern [36]
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ergaben keinen Zusammenhang zwischen der theoretischen Ladung der Liposomen und
der Hohe ihres Zetapotentials. Liposomen, die aus den kationischen Lipiden DMRIE
(monokationisch) oder DOSPA (polykationisch) sowie DOPE (neutral) hergestellt wor-
den waren, besaflen in Leitfahigkeitswasser trotz ihrer unterschiedlichen Ladung ein
identisches Zetapotential. In Zellkulturmedium war das Zetapotential fiir beide lipo-
somalen Formulierungen durch die erh6hte Konzentration der Gegenionen in gleichem
Mafle vermindert. Unterschiede zwischen beiden Liposomen fanden sich erst bei einem
Zusatz von DNA, bei dem sich das Zetapotential entsprechend der theoretischen La-
dung verdnderte. Wie aber die Arbeiten von Stegmann und Mitarbeitern [141] gezeigt
haben, hat das gemessene Zetapotential keine Beziehung zu der Transfereffektivitéat der
Vesikel.

HC-Fluoreszenz: Aus diesem Grunde wurde in der vorliegenden Arbeit der Bestim-
mung der Oberflacheneigenschaften durch das pH-sensitive Fluorophor HC nach der
Methode von Zuidam und Barenholz [I72] besondere Aufmerksamkeit zugewendet.

Ziel unserer Untersuchungen war es festzustellen, ob es einen Zusammenhang zwi-
schen der Struktur, den elektrostatischen Eigenschaften und den Gentransfereigen-
schaften gibt.

Auch bei der Messung der HC-Fluoreszenz gilt, dafl die Stiarke der Ionisation des
Fluorophores bzw. der bestimmte pH-Wert von den Umgebungsbedingungen abhingig
ist. Da die Fluoreszenz von HC unabhéngig von der Temperatur und dem physikali-
schen Zustand des Lipides ist [I16], ist dieses sehr gut fiir die Bestimmung elektro-
statischer Membraneigenschaften geeignet. Durch seine niedrige kritische Aggregati-
onskonzentration liegt HC praktisch nicht in monomerer Form in Losung vor. In der
Liposomenmembran dagegen liegt das HC-Molekiil infolge seiner grofien Verdiinnung,
1 HC-Molekiil auf 100 Lipidmolekiile, in seiner fluoreszierenden, monomeren Form vor.
Die bei Austritt des HC’s aus der Liposomenmembran sich bildenden Aggregate quen-
chen die Fluoreszenz dieser nichtliposomalen HC-Molekiile vollstdandig. Der Verlust an
HC durch Entmischung in der Liposomenmembran &uflert sich also in einer verringer-
ten Fluoreszenz bei Anregung durch Licht der Wellenldnge von 330 und auch 380 nm,
verdndert also nicht das Verhéltnis der Fluoreszenzen bei den Anregungswellenléngen
von 380 zu 330 nm, da beide in gleichem Mafle beeinflufit werden. Die Mefiwerte sind
somit nur abhéngig von den elektrostatischen Parametern der Liposomenmembran.
Die Ergebnisse von Zuidam und Barenholz zeigen, dafl die Oberflachenladung des HC-
Molekiils bei Vorhandensein eines tertidren Stickstoff-Atoms beim kationischen Lipid
DC-Chol abhéngig vom umgebenden pH ist. So war das HC bei DC-Chol/DOPE-
Liposomen bei physiologischen pH-Werten nur zu 50 % protonisiert. Dies gibt den Au-
toren zufolge Riickschlufl auf einen niedrigeren pH-Wert an der Liposomenoberfléche
im Vergleich zu Lipiden mit quarternéren Stickstoffatomen wie DOTMA und DOTAP.
Zuidam und Barenholz vermuteten, dafl diese schwéchere Protonisierung des DC-Chol’s
im Endosom zu einer erleichterten Dissoziation des Lipides von der DNA und somit
zur besseren Freisetzung in das Zytosol der Zelle fithrt. Aus diesem Grunde sollte nach
Ansicht der Autoren DC-Chol besser als Lipide mit quarterniren Ammoniumgruppen
fiir den Gentransfer geeignet sein.

Unsere mit dem HC-Fluorophor durchgefithrten Arbeiten beinhalteten Untersu-
chungen zum Einflufl des Helferlipidanteiles, der Struktur der kationischen Kopfgruppe
und der Medienzusammensetzung auf die elektrostatischen Eigenschaften.

Ausgehend von der Arbeit von Zuidam und Barenholz war ein direkter Zusammen-
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hang zwischen der Ladung des kationischen Lipides, seinem Anteil am Gesamtlipid und
der korrespondierenden HC-Fluoreszenz erwartet worden. Wie jedoch die Ergebnisse
im Abschnitt zeigen, muf} der Einflul der Kopfgruppe des kationischen Lipides
anders diskutiert werden. Wie die HC-Fluoreszenzdaten erkennen lassen, verfiigte das
polykationische Lipid DOCSPER an seiner Liposomenoberflache iiber einen niedrigeren
pH-Wert als die monokationischen Lipide. Dies kénnte durch die grofiere Ausdehnung
der Sperminkopfgruppe bedingt sein, welche moglicherweise iiber die HC-Kopfgruppe
hinausragt. So erfolgt die Bestimmung des pH-Wertes dicht an der Liposomenober-
flache, wiahrend die Spermingruppe weiter entfernt von der Membran OH-Ionen at-
traktiert.

Die monokationischen Lipide DOTAP, DAC-Chol, DC-Chol und DCQ-Chol erzeu-
gen dagegen an der Membranoberflache offenbar einen hoheren pH-Wert als DOCSPER-
Liposomen. Bei einem molaren Anteil an kationischem Lipid von 25 bzw. 50 Mol % un-
terschieden sich die Cholesterolderivate nur unwesentlich in ihren elektrostatischen und
auch in ihren Gentransfer-Eigenschaften. Bei einem hoheren molaren Anteil des katio-
nischen Lipides von 75 bzw. 100 % fiihrte die Ersetzung eines Wasserstoffatomes an der
Dimethylaminogruppe des DC-Chol’s durch eine Hydroxyethylgruppe beim DCQ-Chol
(vgl. Abb. , S zu einer drastischen Erhchung des pH-Wertes an der Liposomeno-
berfliche. Wie die Untersuchungen mit den DCQ-100M und DCQ-75M-Liposomen zei-
gen, konnen mit ihnen keine Zellen transfiziert werden. Bei allen anderen Lipiden die
in der Abbildung , S. aufgefiithrt sind, war auch bei htherem molaren Anteil
des kationischen Lipides in den Liposomen ein Gentransfer moglich.

Medivmeinfiuf auf die elektrostatischen Eigenschaften: Neben der Struktur des ka-
tionischen Lipides bzw. der Art des Helferlipides beeinflufit auch die Zusammensetzung
des Mediums in dem die Liposomen verdiinnt werden, die Hohe der HC-Protonisierung.
Die Versuchsergebnisse zeigten, dafl die aus den Cholesterolderivaten hergestellten Li-
posomen bei einer verdnderten Mediumzusammensetzung ihre elektrostatischen FEi-
genschaften weniger dndern als Liposomen, die aus dem kationischen Lipid DOTAP
hergestellt wurden.

Zuidam und Barenholz [172] fithrten ihre Untersuchungen in 20 mM HEPES-Puffer-
16sung in einem pH-Bereich von 2-13, also teilweise weit aulerhalb des Pufferbereiches
des HEPES-Puffers, durch. Die zur Einstellung des pH-Wertes notwendige Menge an
HCl bzw. NaOH variiert dabei sehr erheblich, so daf§ die Autoren stark unterschiedliche
Tonenkonzentrationen im Medium verwandt haben miissen. Diese Tatsache wurde bei
der Erkldrung des Abfalls des 380/330er-Verhéltnisses der Fluoreszenzwerte bei einem
héheren pH-Wert zwar beriicksichtigt, es kann aber nichts iiber die Verhéltnisse bei
konstanter Ionenkonzentration und konstanter Pufferkonzentration ausgesagt werden.
Desweiteren ist die Verwendung von 20 mM HEPES-Puffer ohne den Zusatz weiterer
Ionen problematisch, da in der Praxis zumeist hohere Ionenkonzentrationen fiir die
Lipoplexbildung verwandt werden.

Wir untersuchten deswegen den Einflul der Ionenkonzentration und beobachte-
ten, dafl bei niedriger NaCl-Konzentration, wie von Zuidam und Barenholz festge-
stellt, die HC-Protonisierung bei DOTAP-100- und DOTAP-50-Liposomen hoher war
als bei Liposomen die aus DC-Chol und DOPE hergestellt wurden. Wenn jedoch die
NaCl-Konzentration erhoht wurde, sank der durch die HC-Protonisierung bestimm-
te pH-Wert auf der Liposomenoberfliche bei den DOTAP-Liposomen starker ab, als
es bei den DC-Chol/DOPE-Liposomen der Fall war (vgl. Abb. , S. . Ahnliche
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Ergebnisse wie mit DC-Chol wurden auch mit den anderen Cholesterolderivaten und
bei der Verwendung von Phosphatpuffer erhalten. Bei DOTAP-50 und DOTAP-100-
Liposomen nahm die HC-Protonisierung bei einer Anwesenheit von Phosphatpuffer
vergleichsweise stirker ab als bei den Cholesterolderivaten. Offenbar ist hierfiir das
Cholesterol in der Seitenkette des kationischen Amphiphiles verantwortlich. Die Er-
gebnisse mit DOTAP/Chol-Liposomen lassen schluBfolgern (vgl. Abb. [3.2D, S. p9D),
dafl das Cholesterol auch als Helferlipid die HC-Protonisierung an der Membranober-
fliche heraufsetzt.

Ob sich allerdings die anderen Eigenschaften der Liposomen im gleichen Mafe
dandern wie die HC-Protonisierung bei verdnderter lonenkonzentration ist fraglich.

Diese Tatsache wird noch unterstrichen durch die Beobachtung, daf die Gentransfer-
eigenschaften von DOCSPER-Liposomen sehr abhéngig von der NaCl-Konzentration
im Lipoplexherstellungsmedium oder von einem Bicarbonatzusatz sind (vgl. Abschnitt
, S. . Die dramatischen Unterschiede bei der Reportergenexpression finden aber
in den mittels der HC-Fluoreszenz bestimmten elektrostatischen Eigenschaften der
DOCSPER-Liposomen keinen Niederschlag. Demzufolge ist kein direkter Zusammen-
hang zwischen den elektrostatischen Eigenschaften der Liposomenoberfliche und den
Gentransferkapazititen der Liposomen feststellbar. Die Werte der HC-Protonisierung
héngen zu sehr von der spezifischen Struktur der kationischen Kopfgruppe und vom
Umgebungsmedium ab, als das eine zweifelsfreie Interpretation der Mefiwerte und
Schluffolgerungen zur Eignung der Vesikel fiir den Gentransfer méglich sind.

Ob es Zusammenhénge zwischen der Grofie der Vesikel bei Verwendung unterschied-
licher Komplexierungsmedien und der Gentransferrate der entsprechenden Komplexe
gibt, soll in weiteren Untersuchungen analysiert werden.

4.3 Lipoplexbildung

Die Art der Strukturen, die beim Mischen von kationischen Lipiden bzw. Liposomen
und Plasmid-DNA entstehen, sind entscheidend fiir Transfereffektivitdt, Stabilitét,
Pharmakokinetik und Wirkung bei einer méglichen klinischen Anwendung. Neben ka-
tionischen Liposomen wurden in der Vergangenheit auch konventionelle Liposomen zur
Applikation von DNA eingesetzt. So konnte hochmolekulare, geloste DNA sehr effek-
tiv mittels Hydratisierung eines Phosphatidylcholinfilmes in die dabei entstehenden
Liposomen verkapselt werden [70]. Auch Methoden mit Phasenumkehr [113] [129] oder
verschiedene Frier/Tau-Methoden [13] wurden zur Verkapselung der DNA eingesetzt.
Allerdings fithrten diese Verfahren nur zur Herstellung grofierer, multilamellarer Vesi-
kel, welche fiir eine Anwendung am Patienten wegen der raschen Eliminierung durch
das Immunsystem nur bedingt einsetzbar sind. Eine mogliche Verkleinerung der Lipo-
somen verringert wiederum die Menge an einschliebarer Substanz, so dafl dies fiir eine
wirksame Applikation offenbar kein geeigneter Weg ist.

Griffe und Strukturen: Auch das einfache Zusammenmischen von positiv gelade-
nen Liposomen und negativ geladener DNA fiihrt zumeist zur Bildung recht grofer
Komplexe. Die Transfektionseigenschaften dieser Vesikel konnen bei einer Anwendung
in vitro vollig verschieden von den Gentransfereigenschaften in vivo sein. So ist bei
in vitro Untersuchungen die Lipoplexgrofle, die fiir eine Zellaufnahme geeignet ist, le-
diglich begrenzt durch die Partikelgréfle, welche die Zelle aufnehmen kann, wéhrend
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in vivo das Immunsystem bzw. die Kapillaren der Blutgefifie, hier insbesondere der
Lunge, der limitierende Faktor fiir die Grole der Vesikel sind. Somit kénnen die Anfor-
derungen an die Gentransfervesikel in vitro und in vivo sehr unterschiedlich sein. Diese
Uberlegungen sollen bei den nachfolgenden Ausfithrungen zu den GesetzméBigkeiten
der Lipoplexbildung beriicksichtigt werden.

Nach der Zugabe der DNA zu den Liposomen kommt es zu einer Reihe von erhebli-
chen Verdnderungen sowohl in der Struktur der DNA als auch der Liposomen. Infolge
der elektrostatischen Wechselwirkungen bilden sich spontan Komplexe aus der durch
die Phosphatgruppen negativ geladenen DNA und den kationischen Liposomen aus. Die
Komplexbildung erfolgt dabei in Abhéngigkeit vom Ladungsverhéltnis zwischen DNA
und Lipid in einem mehrstufigen Proze. Die DNA wird bei Zugabe des Lipides schritt-
weise gepackt und verringert ihre Ausdehnung [120], [142] 117]. In Abhéngigkeit von der
chemischen Struktur der Lipide und den Bedingungen unter denen die Vesikelherstel-
lung erfolgt, entstehen von Spaghetti-dhnlichen [142] bis zu Nucleosomen-éahnlichen
Komplexen [I17] die verschiedensten Strukturen.

Bei der Interpretation der Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppen ist es we-
sentlich zu beriicksichtigen, daf§ die Bestimmung der biophysikalischen Eigenschaften
durch PCS-Messungen bzw. durch die Elektronenmikroskopie haufig unter Bedingun-
gen stattfindet, die verschieden von denen einer Anwendung in der Praxis sind. So
werden z.B. die PCS-Messungen zumeist in deionisiertem Wasser durchgefiihrt und die
Kontrastierung der Lipoplexe in der Elektronenmikroskopie erfordert die Zugabe stark
sauren Mediums in dem sich die Lipoplexeigenschaften mit Sicherheit stark verédndern.

Ob es beim Mischen der beiden Komponenten DNA und Liposomen zu einer losen
Aneinanderbindung oder zu einem Einpacken der DNA in die Liposomen kommt, war
der Inhalt von Untersuchungen verschiedener Autoren. Die Vermutung dafl die DNA
durch die Liposomen direkt iiberzogen wird, wurde bisher vor allem durch Arbeiten von
Mitarbeitern Behrs [12, 07, 122] 133] und durch die Untersuchungen von Gershon und
Mitarbeitern [55] unterstiitzt. So konnte Gershon die kompakte Struktur der Lipoplexe
bei Uberschreiten eines kritischen Verhéltnisses von DOTMA-Liposomen zu DNA zei-
gen. Seine Untersuchungen wurden allerdings in einer 20 mM NaCl-Loésung durchfiihrt
und es nicht klar, ob die Analysen mit DOTMA /DOPE oder mit DOTMA-Liposomen
ohne Helferlipid durchgefiihrt wurden. Es wird in dieser Arbeit weiterhin kein Bezug
zur Transferrate hergestellt. Somit kann nicht festgestellt werden, ob die von Gershon
und Mitarbeitern analysierten Vesikel iiberhaupt gentransferaktiv sind.

Auch Loeffler und Behr postulierten, dal DOGS-Liposomen DNA packen und iiber-
ziehen konnen, zeigten jedoch nicht, daf§ diese Komplexe transferaktiv sind [97]. Spéte-
re elektronenmikroskopische Untersuchungen [84] zeigen, dafi die DOGS/DNA-Vesikel
eine Grofle von 0.5 und 1 pm haben. Auch die Tatsache, daf fiir eine in vivo Ap-
plikation DOGS/DOPE-Liposomen besser geeignet sind als DOGS-Liposomen ohne
Helferlipid spricht gegen die Hypothese, dafl durch kleine und stark gepackte Vesikel,
d.h. durch einen Uberzug der DNA durch das Lipid, wirksame Gentransfervervesikel
hergestellt werden konnen. DOGS/DOPE-Liposomen sollten eher grofiere und weniger
stark gepackte Lipoplexe bilden. Blessing und Mitarbeiter beschrieben erst kiirzlich die
Herstellung von sehr kleinen virusartigen-Partikeln aus Lipid und DNA, welche jedoch
offensichtlich trotz ihrer geringen Gréfie von weniger als 30 nm keine Gentransfereigen-
schaften mehr besitzen [15].

Wie die Untersuchungen zur Vesikelstruktur mit DOCSPER-Lipoplexen, die in Me-
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dien mit unterschiedlicher Ionenzusammensetzung hergestellt wurden, zeigen, ist in vi-
tro fiir die Generierung effizienter Gentransfervesikel ein loses Aneinanderbinden von
Liposomen und DNA ausreichend. Bei geringer Ionenkonzentration, in Wasser oder in
50 mM NaCl kam es dagegen zu einer engen Lipid/DNA-Bindung. Diese Vesikel wa-
ren aber nicht gentransferaktiv. Im Gegensatz dazu war die DNA in DMEM oder in
hoherionischen Medien nur sehr lose gebunden, die Komplexe besaflen aber eine sehr
hohe Gentransferaktivitat.

In Ubereinstimmung zu diesen Befunden die mit DOCSPER-Liposomen erhalten
wurden, befindet sich die Tatsache, dafl mit DAC-30-Liposomen trotz ihrer schlechten
DNA-Packungsfiahigkeiten sehr hohe Gentransfereffizienzen erzielt werden konnten.

Lipoplex-Stabilitdt: Die Bildung der Lipoplexe ist ein dynamischer, zeitlich abhéangi-
ger Prozel. Durch Zugabe der DNA zu den Liposomen werden die AbstofSungskréfte
zwischen den einzelnen Liposomen schwicher, es kommt zu Fusionsereignissen und in
deren Folge zu einer langsamen Aggregation der Lipoplexe. Die entstehenden Lipoplex-
Strukturen sind demzufolge bezogen auf ihre Gréflenzusammensetzung auflerdordent-
lich heterogen und instabil.

Wie unsere Arbeiten zeigten, beschleunigt eine hohe Konzentration der Einzelkom-
ponenten die Lipoplexbildung und fithrt zu einer kiirzeren Inkubationszeit die bis zum
Entstehen effektiver Gentransfervesikel vergeht (vgl. Abb. und Abb. [58].
Diese hohe Geschwindigkeit der Lipoplexbildung geht jedoch zu Lasten der Stabilitét.
Bereits kurze Zeit nach dem Mischen von DNA und Liposomen verlieren die hochkon-
zentrierten Vesikel einen grofien Teil ihrer Gentransferaktivitét.

Dies trifft insbesondere fiir polykationische Lipide enthaltende Liposomen zu (vgl.
Abschnitt . Bei DOCSPER-100/DNA-Lipoplexen wurden z.B. nach einer 12 h-
Inkubation grofie Aggregate von iiber 1 pum Durchmesser beobachtet und auch Sp-
Chol-Liposomen verloren schon wenige Minuten nach ihrer Herstellung einen Grofiteil
ihrer Gentransferaktivitét (Abb. . Ahnliche Beobachtungen beschrieben Barthel
und Mitarbeiter [12] die eine hohere Transfektionsrate mit DOGS/DNA-Lipoplexen
erhielten wenn sie diese nur wenige Minuten inkubierten.

Im Gegensatz zu der in vitro Anwendung ist fiir eine klinische Anwendung von
Lipoplexen das Verhindern von Aggregatbildungen von entscheidender Bedeutung um
schwerwiegende Nebenwirkungen beim Patienten, z.B. durch Gefafverschliisse, zu ver-
meiden. Fiir die Geschwindigkeit einer moglichen Aggregation sind vor allem folgende
Faktoren ausschlaggebend: Die Konzentration der Liposomen und der DNA, die Ionen-
konzentration des Mediums und der Grad der Oberflichenladung bzw. der Membran-
struktur der Liposomen.

Wie Zelphati und Mitarbeiter [169] beschrieben, ist eine Aggregation der Lipo-
plexe vor allem bei neutralen Ladungsverhéltnissen feststellbar. Auflerdem beeinflufit
auch die Art des Mischens und das Medium, in dem die Komplexbildung stattfindet,
die Lipoplexeigenschaften. Die Autoren konnten stabile Vesikel herstellen, wenn sie bei
positiven Ladungsverhéltnissen die DNA zu den Liposomen und bei negativen Ladungs-
verhéltnissen die Liposomen zur DNA pipettierten, d.h. ein Zustand bei dem kurzzeitig
ein neutrales Ladungsverhéltnis zu erwarten gewesen wéire, wurde vermieden. So kam
es z.B. zu einer Aggregation, wenn ein UberschuB an DNA zu den Liposomen gegeben
wurde, d.h. die Ladung der Lipoplexe ging von positiven Werten zu neutralen und
schlieflich zu negativen Werten iiber. Schon ein kurzzeitiges Auftreten von neutralen
Ladungsverhéltnissen war fiir das Entstehen groflerer Aggregate ausreichend. Zelpha-
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ti und Mitarbeiter erreichten die Herstellung kleinerer Lipoplexe durch eine vorherige
Extrusion der Liposomen. Die Verwendung von DMRIE/DOPE-Liposomen die durch
100 nm Filter extrudiert worden waren, fiithrte zu Lipoplexen die wesentlich kleiner wa-
ren als wenn MLV-Liposomen zur Lipoplexherstellung verwandt wurden. Die Autoren
fanden bei den aus extrudierten Liposomen hergestellten Lipoplexen keine Vesikel die
grofer als 1000 nm waren. Diese hatten bei den aus MLV’s hergestellten Lipoplexen
noch einen grofien Anteil dargestellt. Fiir das Herstellen derartiger kleiner Komplexe
war eine niedrige DNA-Konzentration (<0.5 mM) notwendig. Solche niedrigen Kon-
zentrationen sind fiir eine in vivo-Anwendung sicherlich kaum ausreichend.

Da die im Medium vorhandenen Gegenionen zur Schwéchung der elektrostatischen
Abstoung und somit zur verminderten Stabilitdt beitragen, untersuchten wir die Li-
poplexbildung in Medien mit sehr geringen Ionenkonzentrationen. Dabei konnten wir
stabile DAC-30/pUT651-Lipoplexe noch bei DNA-Konzentrationen von 200 pg/ml
(=0.66 mM) bei Verwendung von 10 % Saccharose-Losung als Komplexierungsmedium
herstellen. Unsere Untersuchungen bestétigten, dafl die Lipoplexstabilitéit bei neutra-
len Ladungsverhéltnissen am geringsten und bei stark positiven Ladungsverhéltnissen
am hochsten ist. Das Erreichen von hoheren Lipoplexkonzentrationen unter Beibehal-
tung einer lidngerfristigen Stabilitéit ist das Ziel unserer gegenwiértigen Untersuchungen.
Ein moglicher Weg dazu besteht in der von Zelphati und Mitarbeitern beschriebenen
Extrusion der hergestellten MLV’s sowie in der weiteren Optimierung des Komplex-
ierungsmediums.

Eine weitere vielversprechende Methode Lipoplexe klein und stabil zu formulieren,
besteht in der Vorkomplexierung der DNA mit Polykationen wie PLL und PS [95]
138]. Li und Mitarbeiter konnten z.B. sehr kleine Komplexe von 130 nm Durchmesser
herstellen, wenn sie die DNA mit PS komplexierten bevor sie die Liposomen hinzugaben
[94]. Unsere Untersuchungen zeigen, dal die Grofie der Komplexe aus PS und DNA,
wie auch schon fiir die Lipoplexgrofie festgestellt wurde, abhéngig ist von dem Medium
in dem die Komplexbildung erfolgt. In Ringerlosung hergestellte PS/DNA-Polyplexe
nahmen sehr schnell an Gréfle zu und erreichten teilweise Gréflen von iiber 1 pm,
wahrend Polyplexe, die in Saccharoselosung hergestellt worden waren, auch bei langerer
Inkubation kleiner als 500 nm blieben.

Ahnliche Beobachtungen zum Einflufl des Mediums auf Gréfle und Stabilitét der
Gentransferversikel wie bei den Polyplexen wurden fiir Gentransfervesikel aus Liposo-
men, DNA und PS gemacht. Auch bei diesen Vesikeln war die Komplexstabilitit in
Medien mit einer niedrigen Ionenkonzentration gréfler als in Medien mit einer hohen
Tonenkonzentration. Die Grole von DAC-30/PS/DNA-Lipoplexen lag so z.B. in 10 %
Saccharose-Losung iiber zwei Tage konstant bei etwa 250 nm, wiahrend die Grofle dieser
Komplexe in Ringerlosung, d.h. in einem Medium mit hoher Ionenkonzentration auf
{iber 1 um zunahm (vgl. Abb.[3.4] S.[62). Desweiteren waren die Komplexe, die PS ent-
hielten, kleiner als Vesikel, die nur aus Liposomen und DNA gebildet worden waren.
Eine Ursache fiir diese Beobachtung konnte darin bestehen, dafl die Oberflachenla-
dung der LPD-Komplexe durch den Zusatz des kationischen PS’s hoher ist als die der
einfachen Lipoplexe. Dadurch ist die Abstoffung der Vesikel untereinander groéfer, es
kommt seltener zu Fusionsereignissen und somit nicht zur Aggregation der Komplexe
(val. Abb. 23, S. F7).

PEG-Liposomen: Neben der Verwendung von Polykationen wie PS und PLL kann
man eine bessere Stabilitdt der Gentransfervesikel durch die sterische Abschirmung
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der Lipoplexe erreichen. Dazu werden Lipide mit Polyethylenglykolketten verwendet.
Es gelang z.B. durch den Zusatz von PEG-PE Vesikel kleiner Grofie (100-130 nm) her-
zustellen, die auch bei einer mehrwochigen Lagerung stabil waren [71], T08]. Ein weiterer
positiver Effekt in vivo ist die verdnderte Proteinabsorption der Vesikel durch die in die
Membran inserierten PEG-Ketten. Dies tragt zu einer verlangerten Zirkulation in vivo
bei.

Neben einer derartigen Maskierung der Oberfliche von kationischen Liposomen,
konnte in vitro auch die immunologische Erkennung von Adenoviren durch einen Uber-
zug der negativ geladenen Virushiille mit Liposomen aus Sp-Chol und DOPE sowie
PEG-PE verhindert werden [27]. Diese Vesikel waren bei der Transfektion effektiver
als Adenoviren denen das liposomale ,,Schutzschild“ fehlte.

Zusammengefafit ist festzustellen, dafl die Zugabe der DNA zu den kationischen
Liposomen zur Bildung von Komplexen bestehend aus beiden Komponenten fiihrt. Die
Definition der exakten Struktur der entstehenden Lipoplexe ist schwierig, da es sich
um sehr heterogene Mischungen unterschiedlicher Vesikel handelt und die zum Einsatz
gebrachten Methoden der Vesikelcharakterisierung andere Versuchsbedingungen als bei
den Transfektionsversuchen verlangen. Ein besonderes Problem bei der Vesikelbildung
stellt die Verminderung der elektrostatischen Abstoung zwischen den einzelnen Lipo-
somen bzw. der Lipoplexe dar. Diese fiithrt zu einer Destabilisierung des Systems welche
eine langeren Haltbarkeit der Komplexe Grenzen setzt..

Moéglichkeiten zur Stabilisierung der entstehenden Gentransfervesikel bestehen:

e in der Vermeidung instabiler Zwischenzustéinde durch die richtige Reihenfolge
beim Mischen der Einzelkomponenten d.h. durch das Vermeiden kurzzeitiger neu-
traler Ladungsverhéltnisse

e in einer vorherigen Verkleinerung der Liposomen
e in der Verwendung niedrigioniger Komplexierungsmedien

e in der Aufrechterhaltung eines hohen Oberflichenpotentials durch den Einsatz
DNA-kondensierender Polykationen

e in der sterischen Hinderung der Aggregation durch die Membraninsertion hydro-
phober langerkettiger Molekiile wie z.B. PEG-PE

Warum das Erreichen einer hohen Vesikelstabilitdat nicht konform mit dem Errei-
chen hoher Effizienzien bei der DNA-Applikation in vitro sein muf}, soll im folgenden
Abschnitt diskutiert werden.

4.4 Gentransfer

Nachdem im vorhergehenden Abschnitt auf die Bedeutung der chemischen Struktur des
kationischen Lipides, des Helferlipidanteiles und der konkreten Bedingungen der Kom-
plexbildung fiir die biophysikalischen Eigenschaften und die Stabilitéit von Liposomen
bzw. Lipoplexen eingegangen wurde, sollen im folgenden Teil verschiedene Faktoren
diskutiert werden, die die Effizienz des Gentransfers unter in vitro Bedingungen beein-
flussen konnen. Dabei sollen die Gentransferergebnisse der liposomalen Formulierungen
unter Beriicksichtigung der in vitro und in vivo Anforderungen interpretiert werden.
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Zu den EinfluBfaktoren, welche die effiziente Herstellung der Gentransfervesikel und
die nachfolgende Transfektion betreffen, kann man zéhlen:

e Faktoren, die direkt Bestandteil der Gentransfervesikel sind: d.h. das kationischen
Lipid, das Helferlipid, die DNA und die Polykationen

e Faktoren, welche die Komplexbildung betreffen: der Einflul des Mediums auf die
Komplexbildung, die Konzentration der Einzelkomponenten und die Dauer der
Lipoplexinkubation

e sowie Faktoren, die die Transfektionstechnik an sich betreffen: die Zellen bzw.
deren Kulturbedingungen so z.B die Serumkonzentration

Eine schematische Ubersicht zu den einzelnen EinfluBfaktoren, enthélt die Abb.
Die nach der Transfektion und der Expression des transfizierten Genes letztendlich be-
stimmte Reportergenexpression ist unbedingt zu unterscheiden von dem Begriff der
Transfer- bzw. der Transfektionseffizienz. Die Reportergenexpression hingt zum einen
von der Transfektionseffizienz ab, zum anderen ist sie beeinflufit von der Qualitét der
eingesetzten DNA, der Expressionsstirke des gewédhlten Promotors, der Stoffwechse-
laktivitédt der Zellen unter den konkreten Versuchsbedingungen und von der Dauer der
Inkubation der Zellen nach der Transfektion. Bei dem zuletzt genannten Faktor ist z.B.
die Stabilitdt des Reportergenproduktes von Bedeutung fiir die Hohe der gemessenen
Expression. Das Enzym (-Galaktosidase ist z.B. wesentlich stabiler als das Enzym Lu-
ziferase und akkumuliert nach der Transfektion iiber mehrere Tage in der Zelle, so daf3
man bei einer verldngerten Inkubationszeit in diesem Falle hohere Expressionsraten
erreicht. Bei der Luziferase kommt es dagegen auf den genauen Zeitpunkt der Bestim-
mung der Reportergenexpression an, da die Luziferase nur eine Halbwertszeit von etwa
3 h in der Zelle hat.

In dieser Arbeit soll vor allem auf die Faktoren eingegangen werden, die die Trans-
fektionseffizienz nicht aber auf die Faktoren, die die Hohe der Genexpression beeinflus-
sen. Als eine Ausnahme wird hier die Qualitit der Plasmid-DNA behandelt, da diese
bisher trotz ihrer groflen Wichtigkeit nur unzureichend als Einflufaktor untersucht
wurde.

4.4.1 Struktur des kationischen Lipides und Anteil des Hel-
ferlipides

Es sollte untersucht werden ob es zwischen den einzelnen kationischen Lipiden Unter-
schiede in der Effizienz des Gentransfers gibt, welche auf chemische Strukturmerkmale
zuriickzufiithren sind. Desweiteren sollte die Notwendigkeit des Zusatzes eines Helferli-
pides fiir die einzelnen kationischen Lipide analysiert werden.

Wie die Ergebnisse im Abschnitt und zeigen, ist ohne Beriicksichti-
gung der konkreten Versuchsbedingungen weder eine Aussage zur optimalen chemi-
schen Struktur noch dazu, welches Verhiltnis von kationischem Lipid zu Helferlipid
gilinstig ist, moglich.

Die erreichbare Gentransferrate héingt weniger von der chemischen Struktur des ka-
tionischen Lipides als vielmehr von der Auswahl der Bedingungen unter denen die Li-
poplexbildung und die Transfektion der Zellen erfolgt ab: So z.B. von dem verwendeten
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Komplexierungsmedium, der Konzentration der Einzelkomponenten und der Inkubati-
onszeit sowie von den Eigenschaften der Zielzelle selbst. Die Versuchsergebnisse zeigen,
da die Unterschiede in den Gentransfereffizienzen zwischen den einzelnen doppelket-
tigen Amphiphilen geringer waren als die Unterschiede zwischen der Transfektionsrate
der einzelnen Zellinien.

Bedeutsamer als die chemische Struktur des kationischen Lipides waren fiir die
meisten der untersuchten kationischen Liposomen die Art und die Menge des zuge-
setzten Helferlipides. Die Notwendigkeit das Helferlipid fiir eine effiziente Liposomen-
Formulierung hinzusetzen, war dabei insbesondere bei den Lipiden mit quarternéren
Aminen und bei den Cholesterolderivaten gegeben. Doppelkettige Amphiphile, die auch
iiber primdre Amine verfiigen wie DOCSPER, DOSPER, DOSGA, (-AE-DMRIE,
benotigen dagegen keinen Zusatz eines Helferlipides.

Wheeler und Mitarbeiter [I57] stellten auflerdem fest, dafi die Umwandlung der
Hydroxyethylgruppe des kationischen Lipides DMRIE in eine Aminoethylgruppe (/-
AE-DMRIE) zu einer verringerten Notwendigkeit des Helferlipidzusatzes fithrte. In 7
von 10 untersuchten Zellinien transfizierte S-AE-DMRIE ohne Helferlipid gleich gut
oder besser als mit dem Helferlipid DOPE. g-AE-DMRIE hat durch den quarternéren
Stickstoff und die primére Aminogruppe unter physiologischen Bedingungen 1.5 positi-
ve Ladungen gegeniiber einer positiven Ladung beim DMRIE. Bei den doppelkettigen
Amphiphilen fithrt das Vorhandensein von priméren Aminogruppen zu einer verringer-
ten Notwendigkeit das Helferlipid DOPE zusetzen zu miissen. Die primére Aminogrup-
pe des DOPE’s scheint nach den Arbeiten von verschiedenen Autoren verantwortlich
fiir die fusogenen Eigenschaften der Gentransfervesikel zu sein [40], 44, [170] und ih-
re Funktion kann also offenbar auch durch primére Aminogruppen des kationischen
Lipides ersetzt werden. Dies erklirt die guten Gentransfereigenschaften der Lipopoly-
amine, die iiber 2 primére, 1-2 sekundéire und eventuell {iber 1 tertidre Aminogruppe
verfiigen. Die primédre Aminogruppe der Liposomen kann vom Helferlipid oder von ei-
nem doppelkettigen kationischen Lipid stammen. Thre Wirkung ist sowohl durch die
starkere Hydratation der Liposomenoberfliche als auch durch die verdnderten Puffe-
reigenschaften erkliarbar. Letztere konnten das Uberwinden der Lysosomen- bzw. der
Endosomenmembran innerhalb der Zelle ermdoglichen.

Die Untersuchungen, die mit DOCSPER-Liposomen durchgefiihrt wurden, zeigten
aulerdem, dafl der Zusatz des Helferlipides zu einer deutlichen Vergréflerung der Lipo-
somen fiihrt [58]. Wihrend die Liposomen ohne Helferlipid sehr klein waren, erreichten
sie mit dem Zusatz des Helferlipides eine Groéfie von mehreren hundert nm. Diese Grofie
entspricht in etwa den Ausmaflen, welche ungepackte Plasmid-DNA erreicht. Vermut-
lich kommt es durch die gleichen Gréfien zu einer erleichterten Lipoplexbildung. Dafiir
spricht auch die Tatsache, dafl bei DOCSPER-Liposomen ohne DOPE die Komplex-
bildung langsamer verlief als bei DOCSPER-Liposomen, welche mit DOPE hergestellt
worden waren [58]. Gestiitzt wird diese Hypothese auch durch den Befund, dafi Puf-
fersubstanzen welche die Grofle der Liposomen erhohten ebenfalls zu einer besseren
Transfektion fiihrten (vgl. Abb. 3.17 S.[82).

Die Herstellung gentransferfahiger Liposomen die keinen Zusatz eines Helferlipides
benotigen, ist das Ziel unserer derzeitigen Untersuchungen. Solche Vesikel bieten den
Vorteil einer leichteren Formulierung der Liposomen und der Vermeidung ungewollter
biologischer Nebenwirkungen durch eine mogliche Bildung von Lyso-Verbindungen des

DOPE’s [40, [135].
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Da der Einflul der chemischen Struktur des kationischen Lipides auf die Effizienz
des Gentransfers zu vernachléssigen ist, wurde in dieser Arbeit versucht fiir ausgewéhlte
kationische Lipide die Formulierung der Gentransferkomplexe zu optimieren. Die Lipi-
de DOCSPER und DAC-Chol zeigten auf einer Vielzahl von verschiedenen Zellen gute
Ergebnisse bei der Transfektion und es lag eine ausreichende Menge an Versuchsmate-
rial vor. Aus diesem Grund wurde in den weiteren Untersuchungen der Schwerpunkt
auf die Arbeit mit diesen beiden Lipiden gelegt.

4.4.2 DNA-Qualitit

Im Gegensatz zum Einflul der Lipidchemie auf die liposomalen Gentransfereigen-
schaften, wurde der EinfluB der DNA-Qualitdt auf die Reportergenexpression bisher
nur von wenigen Arbeitsgruppen untersucht. Die Ergebnisse von Cherng und Mitarbei-
tern zur Transfektion von Zellen mit Polyplexen, die aus dem synthetischen Polymer
pDMAEMA und unterschiedlich vorbehandelter DNA hergestellt worden waren, zei-
gen, dafl es bei einer Linearisierung der DNA zu einem Abfall in der Effizienz des
Gentransfers kommt [24].

Die DNA-Qualitéitskontrolle zur Untersuchung auf Anwesenheit von Proteinen,
RNA und von genomischer DNA sowie zum Anteil der zirkuldaren DNA, die Anwe-
senheit von RNA und genomischer DNA wird derzeit zumeist mit Hilfe einer Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die hier vorgelegten Versuchsergebnisse zeigen, daf
dieses Verfahren fiir eine Aussage zur Eignung der DNA fiir den Gentransfer nicht
geeignet ist.

In unseren Untersuchungen wurde die DNA fiir mehrere Stunden entweder bei
Raumtemperatur oder bei 70°C gelagert. Es ergaben sich nach einer 1 bis 2 h Inkubation
der DNA bei 70°C bzw. nach einer Ubernachtinkubation bei Raumtemperatur keinerlei
Unterschiede im Laufverhalten der DNA im Agarose-Gel im Vergleich zu unbehandel-
ter Kontroll-DNA. Nach Auswertung der Gelelektrophorese mufl angenommen werden,
daB der Anteil linearisierter DNA durch die Inkubation bei h6heren Temperaturen nicht
wesentlich erhoht war. Trotz dieses identischen Laufverhaltens der DNA-Molekiile im
Agarose-Gel wiesen die Ergebnisse der Reportergenexpression gravierende Unterschiede
auf (vgl. Abb.[3.15 S.[78). Diese kénnen mit Hilfe der tiblichen Strukturuntersuchungs-
methoden nicht erklart werden. Hier sind weitergehende Analysen der Verdnderungen
der DNA durch Methoden wie die Aufnahmen von Circular-Dichroismus-Spektren der
DNA und elektronenmikroskopische Untersuchungen notwendig.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse belegen, dafl der molekularen Qualitéat
der DNA ein groflerer Stellenwert zukommt, als bisher angenommen wird. Die {iblichen
Analysemethoden wie die Strukturkontrolle der DNA durch eine Gelelektrophorese sind
nicht ausreichend fiir eine Beurteilung der Transferfahigkeit der DNA.

4.4.3 DNA-Komplexierung mit Polykationen

Wie die Groflenuntersuchungen und die EtBr/DNA-Fluoreszenz-Messungen zeigten,
bilden sich bei der Herstellung von Komplexen aus kationischen Liposomen und DNA
zumeist relative grofie Vesikel mit einer breiten Groflenverteilung und schwacher DNA-
Komplexierung. Fiir eine in vivo bzw. eine klinischen Anwendung ist es jedoch not-
wendig, Vesikel von definierter Grofle und Zusammensetzung herzustellen. Da die aus
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DNA und Liposomen entstehenden Komplexe wegen ihrer Grofle fiir eine in vivo An-
wendung relativ ungeeignet sind, wurde versucht durch den Zusatz von Polykationen
die DNA dichter zu packen und nach der Zugabe der Liposomen kleinere und stabilere
Gentransfervesikel zu erhalten.

Dazu wurden verschiedene synthetische Polymerpartikel [25] [145] aber auch natiirlich
vorkommende kationische Polymere wie Polyethylenimin [1], (I8, 48] fiir die Herstellung
von Gentransfervesikeln verwandt.

Gao und Huang wiesen erstmals die Moglichkeit nach, dafi durch eine Vorkomple-
xierung der DNA mit Polykationen eine Erhohung der Effizienz liposomaler Gentrans-
fervesikel bei der Transfektion eukaryontischer Zellen zu erreichen ist [54]. Sie verwen-
deten dabei unterschiedliche Polykationen wie PLL, Protamin, Polybren oder Spermin.
Die Herstellung der Gentransfervesikel erfolgte somit aus dem kationischen Polymer,
der Plasmid-DNA und den kationischen Liposomen. Die Polykationen konnten dabei
zur separaten Vorkomplexierung der DNA genutzt oder direkt zu den Liposomen hin-
zugegeben werden. Fiir die entstehenden Gentransfervesikel wurde spéter der Name
Lipid/Polykation/DNA (LPD) -Partikel eingefiihrt [90, [94].

Bei ihren Untersuchungen verwendeten Gao und Huang Protamin als freie Base
statt des spéter haufig eingesetzten Sulfatsalzes [54]. Dabei erwies sich Protamin als nur
bedingt fiir die Steigerung der Genexpression geeignet. Bessere Gentransfereffizienzen
beobachteten Gao und Huang bei Verwendung von PLL, Poly-Ornithin oder Polybren.
Die Steigerung der Genexpression durch den Zusatz der Polykationen erklédrten die
Autoren mit einer hoheren Nukleaseresistenz der hergestellten Gentransfervesikel, wie
auch durch die bessere Zellaufnahme infolge einer geringeren Gréfie und einer grofleren
Oberflichenladung der Komplexe.

Die Komplexe aus den Polykationen und der DNA transfizierten die Zellen ohne
den Zusatz des Lipides nur in sehr geringem Mafle wiahrend bei einem nachtréaglichen
Zusatz von nicht DNA gebundenen kationischen Liposomen zu lipidfreien PLL/DNA-
Komplexen sehr effiziente Transfektionen beobachtet wurden. Da die PS/DNA-Polyplexe
und die Liposomen das Endosom getrennt voneinander erreichten, vermuteten Gao und
Huang eine notwendige Helferrolle der Liposomen bei der Freisetzung der DNA aus den
Endosomen.

In Weiterfithrung der Arbeiten von Gao und Huang verglichen Sorgi und Mitarbeiter
die verschiedenen Salze des Protamins und stellten fest, dafl sich insbesondere das
Chlorid- und das Sulfat-, weniger jedoch das Phosphatsalz sowie die freie Base fiir den
Gentransfer eignen [138]. Sie fithrten diese Unterschiede zwischen den verschiedenen
Salzen und der freien Base auf einen verdnderten Lysingehalt zuriick. Die Autoren
wiesen nach, dafl Salzformen mit hohem Lysingehalt die DNA schlechter komplexierten
und weniger fiir den Gentransfer geeignet waren. Die Nettoladung der Protaminsalze
hatte dagegen keinen Einflufl auf die erzielten Gentransferergebnisse.

Die bei der Komplexierung der DNA mit PS stattfindenden strukturellen Verédnde-
rungen wurden bereits im Abschnitt diskutiert. Wie dort ausgefiihrt bilden sich
aufgrund der natiirlichen Affinitdt der Polykationen zur DNA wesentlich kleinere und
stabilere Komplexe aus als bei der alleinigen Komplexierung mit kationischen Lipo-
somen (vgl. Abschnitt [3.1.2.1] S.[60). An die nach der Vorkomplexierung mit Polyka-
tionen verbleibende Restladung der DNA werden dann die kationischen Lipide ange-
lagert. Diese sind vermutlich fiir die Aufnahme der DNA in die Zelle notwendig. Wie
unsere Ergebnisse und Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen nachweisen, ist die
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Gentransfereffizienz der Komplexe aus PS und DNA ohne den nachfolgenden Zusatz
der kationischen Liposomen sehr gering (Abb. [3.12] S. [75))[54, 152]. In dieser Arbeit
wurde bestétigt, dafl sowohl PLL als auch PS geeignet fiir die Erhohung der Gen-
transfereffizienz sind. Mit dem stérker positiv geladenen PEI konnte keine Steigerung
der Reportergenexpression erreicht werden. Es wurde sogar ein hemmender Einfluf3
auf die Transfektion beobachtet. Offenbar kommt es bei diesem Polykation zu einer
Ladungsumkehr der Polyplexe. An die dann positiv geladenen Vesikel konnen sich kei-
ne Liposomen mehr anlagern und die Gentransfereffizienz ist demzufolge gering. Diese
Hypothese unterstiitzen Untersuchungen von Baker und Mitarbeitern, die negativ ge-
ladene Adenovirushiillen an PEI/DNA-Komplexe ankoppeln konnten und mit diesen
Vesikeln sehr hohe Gentransferraten erzielten [7]. Die besten Ergebnisse wurden bei
Ladungsverhéltnissen zwischen PEI und DNA von 9-13 erzielt, also bei stark positiven
Werten, bei denen eine Bindung der Virushiillen an die Polyplexe ermdoglicht wird.

Im Gegensatz zu den Polymeren mit einer mittelstarken Ladung, PS und PLL, war
das schwicher positiv geladene Viruskapsidprotein Ncp7 nur bedingt fiir die Herstel-
lung von Gentransfervesikeln geeignet. Unter den fiir die Versuche gewéhlten Stan-
dardbedingungen erfolgte durch Ncp7 nur eine sehr schwache DNA-Komplexierung
wie die Ergebnisse der Agarose-Gelelektrophorese und des EtBr-Ausschlusses zeigten
(vgl. Abb. [3.11] S. [73). Auch Dathe und Mitarbeiter wiesen in Circular-Dicroismus-
Untersuchungen nur eine schwache Wechselwirkung zwischen dem Peptid Ncp7 und
der DNA nach [33]. Moglicherweise ist jedoch durch die Optimierung der Komple-
xierungsbedingungen, z.B. durch die Wahl eines niedrigeren pH-Wertes, eine bessere
DNA-Komplexierung/Transfektion erreichbar [I71].

Die Polykationen PLL und PS waren etwa gleich gut fiir eine Herstellung von
Gentransfervesikeln geeignet. Im Gegensatz zu PLL wird PS derzeit auch klinisch,
in grofem Umfang zur Behandlung des Diabetes, bzw. als Antagonist des Heparins
eingesetzt. Da PS somit eine klinisch erprobte und zugelassene Substanz ist, wurde in
Hinblick auf eine mogliche therapeutische Anwendung der Gentransfervesikel fiir die
weiteren Untersuchungen ausschlieSlich PS eingesetzt.

Wie die Ergebnisse im Abschnitt (S. bei der Mehrzahl der untersuchten
Zellinien belegen, wurde durch den Einsatz des PS die Gentransfereffizienz um das
2-10 fache gesteigert. Lediglich bei den CC531-Zellen wurde durch den Zusatz von PS
die Effizienz der Transfektion herabgesetzt. Hier scheint eine zellspezifische Besonder-
heit vorzuliegen, da dieser Befund nur bei dieser einen von den etwa 20 verschiedenen
untersuchten Zellinien bzw. Primérzellarten festgestellt wurde.

Die Steigerung der Genexpression bei den {ibrigen Zellarten wurde sowohl durch
den Zusatz des PS zu der DNA wie auch durch den Zusatz des PS zu den Liposomen
erreicht. Der letztgenannte Ansatz hat den Vorteil einer einfacheren Herstellung der
Gentransfervesikel, da ein Formulierungschritt weniger zur Komplexherstellung not-
wendig ist. Das PS kann somit unmittelbar nach der Herstellung der Liposomen zu
diesen hinzugegeben und das Gemische lédngere Zeit aufbewahrt werden. Dagegen ist
die PS-Zugabe zur DNA ein zeitkritisches Verfahren. Hier kann es bei lingerer Inku-
bation zu einer erheblichen Vergréoerung der PS/DNA-Komplexe kommen. Diese sind
dann in vivo nicht mehr transferaktiv. Auf den zeitlichen Verlauf der Polyplexbildung
und den Einflul des Mediums wird spéter noch eingegangen werden.

Bei den Untersuchungen zur Langzeitstabilitdt von DAC-40/DNA- und DAC-40/
PS/DNA-Komplexen wurde eine deutlich grofiere physikalische Stabilitét der Komple-
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xe mit PS gefunden. Ursachen dafiir sind eine bessere Packung der DNA und eine infol-
ge des groBeren Oberflichenpotentials verstirkte Abschirmung der Komplexe. Letztere
schiitzt die einzelnen Vesikel vor gegenseitigen Fusionen und fiithrt somit zur Bildung
kleinerer Gentransfervesikel.

Diese Komplexe aus PS, DNA und Liposomen behielten neben ihrer héheren Stabi-
litdt auch iiber einen lingeren Zeitraum ihre Transferfihigkeit (vgl. Abb. [3.22] S.[87).
So sank die Gentransfereffizienz bei der Transfektion von N64-Zellen nach 72 h nur auf
etwa 50 % des Ausgangswertes ab. Dagegen kam es bei Komplexen ohne PS bei nied-
rigerem Ausgangsniveau zu einem stirkeren Abfall der Transfereffizienz auf etwa 1/3
bis 1/5. Weiterhin konnten wir und andere Arbeitsgruppen zeigen, dafl der Zusatz des
PS insbesondere die Transfektionsergebnisse bei Anwesenheit von Serum und in vivo
verbessert [54] 95] 94] [138].

Zusammenfassend ist festzustellen, dafl die Verwendung von PS ein vielversprechen-
der Ansatz zur Herstellung von homogenen, stabilen und hocheffizienten Gentransfer-
vesikeln ist. Die verstarkte Komplexierung der DNA durch das natiirliche Gegenion
Protamin fithrt zur Bildung kleinerer Vesikel, hoherer Serumstabilitdt und Nuklease-
Resistenz sowie zu einer ldngeren Haltbarkeit der Komplexe.

4.4.4 Einflul von Medium, Konzentration und Komplexbil-
dungszeit

Neben den Vesikelbestandteilen, der DNA als der zu applizierenden Substanz, sowie
den Trégermaterialien, dem kationischen Lipid, dem Helferlipid und den Polykationen,
beeinflussen weitere Faktoren die Gentransfereffizienz. Zum ersten findet das Mischen
der Einzelkomponenten in einem bestimmten Medium statt, dessen Beschaffenheit be-
deutsam fiir die enstehenden Strukturen und fiir die Transferaktivitat der Vesikel ist.
Zum anderen ist die Konzentration der Einzelkomponenten und die Dauer der Inkuba-
tion entscheidend fiir die Geschwindigkeit der Komplexbildung und fiir die Stabilitét
der enstehenden Vesikel. Die Wirkung dieser Faktoren soll im folgenden Abschnitt
diskutiert werden.

Pitard [117] sowie Escriou [39] und Mitarbeiter untersuchten den Einfluf des Me-
diums auf die Grofle von Lipoplexen, die aus Lipopolyaminen und Plasmid-DNA her-
gestellt worden waren und welche Transfektionsergebnisse in vitro mit ihnen erzielt
werden konnen. Wie die Ergebnisse dieser Autoren zeigen, kann durch die Verwendung
von unterschiedlichen Medien die Gréfle der Lipoplexe in erheblichem Ausmafl beein-
flufit werden. Escriou und Mitarbeiter kamen zu dem Ergebnis, daf die Herstellung der
Lipoplexe in isotonischer NaCl-Losung zu sehr kleinen und in isotonischer NaCl mit
zugesetztem Bicarbonatpuffer zu sehr groflen Komplexen fiihrt.

Die Effizienz bei der Transfektion von Zellen mit beiden Arten von Lipoplexen wur-
de wesentlich von der Anwesenheit von Serum im Zellkulturmedium beeinflufit. Bei den
in isotonischer NaCl hergestellten Lipoplexen war die Transfereffizienz relativ niedrig
wenn die Transfektion in serumhaltigem Medium durchgefiihrt wurde. Escriou und Mit-
arbeiter beobachteten dann im Zellkulturmedium keinerlei Gréfenverdanderungen der
Lipoplexe mehr. Wurde dagegen die Transfektion in serumfreiem Medium durchgefiihrt,
setzte sich im DMEM-Medium die Komplexbildung fort und es kam zur Bildung grofie-
rer, aggregatdhnlicher Komplexe. Diese wiesen sehr gute Transfektionseigenschaften
auf. Da die Autoren die Bildung dieser grofleren Komplexe auf die Anwesenheit von
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Bicarbonat im Zellkulturmedium zuriickfithrten, versuchten sie Lipoplexe in 150 mM
NaCl mit 20 mM Bicarbonat-Losung herzustellen und erhielten dadurch iiber 2 pm
grofle Komplexe. Diese Komplexe transfizierten sowohl in An- als auch in Abwesenheit
von Serum sehr gut. [hre Versuchsergebnisse interpretierten Escriou und Mitarbeiter
damit, dafl der hemmende Effekt des Serums auch auf die verhinderte Aggregatbildung
der Lipoplexe zuriickzufiihren ist. Wurde die Aggregatbildung vor der Zugabe zu den
Zellen abgeschlossen, d.h. in Bicarbonatmedium durchgefiihrt, war die Hemmung der
Transfektion durch das im Zellkulturmedium vorhandene Serum wesentlich geringer.

Auch Kawaura und Mitarbeiter [77] zeigten, dafl in vitro grofere Partikel oft bes-
sere Transfereigenschaften aufweisen als kleinere. Sie wiesen mittels Atomabsorptions-
Untersuchungen nach, dafl Lipoplexe mit der Gréfle von 400 bis 1400 nm die effiziente-
sten der von ihnen untersuchten Gentransfervesikel darstellten. Dagegen transfizierten
kleinere Vesikel schlechter. Die Autoren verglichen jedoch unterschiedliche kationische
Cholesterolderivate die verschieden grofie Vesikel ausbildeten. Ob die chemische Struk-
tur oder tatséchlich wie postuliert die unterschiedliche Gréfe fiir die Gentransfereigen-
schaften ausschlaggebend war, kann auf der Basis ihrer Ergebnisse nicht zweifelsfrei
beurteilt werden.

Unter Beriicksichtigung der Erkenntnisse von Escriou und Mitarbeitern wurde im
Rahmen unserer Experimente untersucht, ob fiir andere Liposomen &hnliche Zusam-
menhénge bestehen und welche Medien fiir eine verbesserte Transfektion im Ver-
gleich zu Bicarbonatmedium noch geeignet sind. Wir untersuchten fiir DAC-Chol- und
DOCSPER-Liposomen den Zusammenhang von Lipoplex-Griéfie und Gentransferrate
bei Verwendung verschiedener L /D-Verhiltnisse und bei der Herstellung in unterschied-
lichen Puffern. Wie die Ergebnisse im Abschnitt (S.BIJff) zeigen, erhohte sich bei
DOCSPER-Liposomen ohne Helferlipid die Gentransferrate, wenn die Lipoplexbildung
in bicarbonathaltigem Medium statt in Ringerlésung, Wasser oder Kochsalzlésungen
erfolgte. Wie bereits in den vorhergehenden Abschnitten und diskutiert, ver-
groferten sich die Liposomen in bicarbonathaltigen Medium schon vor der Zugabe der
DNA auf iiber 500 nm. Nach der Zugabe der DNA entstanden Lipoplexe von mehr als
1 um Grofe (vgl. Abb. S. deren Grofie auBlerdem stéindig zunahm. Diese Li-
poplexe transfizierten die Zellen wesentlich besser als kleinere, welche in Ringerlosung
oder in Wasser hergestellt worden waren. Es bestand sogar ein direkter Zusammenhang
zwischen der NaCl-Konzentration, der Lipoplexgrofie und der Reportergenexpression
(vgl. Abb.[3.17 S.[82)). Mit steigender NaCl-Konzentration kam es nach den Ergebnis-
sen der Triibungsmessungen und den elektronenmikroskopischen Aufnahmen [91] zur
Bildung groflerer Komplexe und zu einer starken Erhéhung der Reportergenexpression
nach der Transfektion. Die Frage, ob es dabei Unterschiede in der Zellaufnahme der
Gentransfervesikel zwischen den einzelnen Lipoplexformulierungen gibt, wurde im Rah-
men dieser Arbeit nicht untersucht. Die Ergebnisse von Escriou und Mitarbeitern [39)
deuten allerdings darauf hin, daf es bei der Transfektion mit den Lipopolyamin/DNA-
Komplexen, die in isotonischer NaCl-Losung oder in NaCl-Lésung mit 20 mM Bicar-
bonat hergestellt wurden, keine signifikanten Unterschiede bei der Aufnahme in die
Zellen gibt. Somit scheint in vitro die Grofle der Lipoplexe kein limitierender Faktor
fiir die Zellaufnahme zu sein. Untersuchungen in dieser Arbeit zeigen allerdings, daf} es
zwischen verschiedenen Zellinien Unterschiede gibt. So liessen sich N64-Zellen besser
mit grofleren Gentransfervesikeln transfizieren als F98-Zellen (vgl. Abb. , S. . Da
Escriou und Mitarbeiter ihre Untersuchungen nur an 2 Zellinien durchgefiihrt haben,



116 KAPITEL 4. DISKUSSION

sind hierzu weitere Experimente notwendig.

Bei kationischen Liposomen, die das Helferlipid DOPE enthielten, war keine Stei-
gerung der Genexpression durch die Anwesenheit von Bicarbonat im Komplexierungs-
medium feststellbar. Generell war der Einflufl des Mediums auf die Transfereffizienz bei
diesen Liposomen geringer (vgl. Abb. S. und teilweise wurde die Gentrans-
fereffizienz durch das Bicarbonat sogar vermindert.

Wie bereits erwiahnt sind fiir eine klinische Anwendung bzw. fiir den in vivo Gen-
transfer nur Vesikel geeignet, die eine geringe Grofle besitzen. Da das kationische Lipid
DAC-Chol Gentransferkomplexe bildet, welche iiber lingere Zeit physikalisch stabil
sind und das Lipopolyamin DOCSPER offenbar nur bei Vorhandensein grofierer Vesi-
kel gut transfiziert, wurden mit dem Lipid DAC-Chol weitergehende Untersuchungen
zur Rolle des Mediums bei der Stabilisierung der Lipoplexe durchgefiihrt.

Da die Untersuchungen ergeben hatten, daf§ hherionige Medien wie Ringerldsung
die Komplexstabilitdt verringern und Medien mit einer niedrigen Ionenkonzentration
wie Wasser bzw. 10 % Saccharose-Losung die Stabiltéit heraufsetzen, wurde im weiteren
untersucht, wie sich Gentransferkomplexe die in diesen Medien hergestellt wurden,

in Transfektionsuntersuchungen verhalten (vgl. Abschnitte [3.1.2.1] S. [60ff. und [3.2.6]
S. BIf).

Es zeigte sich, daf§ die stabilen Lipoplexe, die in Saccharose-Lésung bzw. Wasser
hergestellt worden waren, wesentlich weniger transferaktiv waren als in Ringerldsung
hergestellte (vgl. Abb. S. . Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei der Herstel-
lung von Polyplexen aus PS und DNA erhalten. Wurden die Polyplexe in Saccharose-
Losung oder in Wasser hergestellt, d.h. in Abwesenheit von Gegenionen die um die
Bindungsplédtze an der DNA konkurrieren, waren sie sehr klein, aber die erreichten
Gentransferraten nach der Zugabe der kationischen Liposomen waren nur niedrig. Bei
Herstellung der Polyplexe in Ringerlésung nahm ihre Grofle innerhalb weniger Minu-
ten stark zu und es wurden mit den LPD-Partikeln hohe Gentransferraten erreicht.
Offenbar ist in vitro eine schwichere Bindung zwischen den Liposomen und der DNA
bzw. zwischen dem Polykation und der DNA giinstiger fiir das Erreichen hoher Gen-
transferraten. Eine mogliche Ursache fiir diese Beobachtungen konnte in der bei einer
starken Bindung erschwerten Dissoziation von DNA und Liposomen bzw. Polykationen
innerhalb der Zelle begriindet liegen.

In engem Zusammenhang mit der Stabilitdt und der Effektivitéit der hergestell-
ten Gentransfervesikel steht neben der Zusammensetzung des Mediums, in dem die
Komplexbildung erfolgt, auch die Konzentration der Komponenten und die Dauer der
Inkubation. Unsere Ergebnisse verdeutlichen, dafl bei einer hohen Konzentration der
Einzelkomponenten eine kiirzere Inkubationszeit giinstig ist und das eine hohe Ionen-
konzentration im Medium den Prozefl der Komplexbildung beschleunigen, aber auch
zu einer schnelleren Aggregation der Gentransfervesikel fithren kann. So ergaben die
Untersuchungen mit DOCSPER-50-Liposomen, dafl bei einer 10 min-Inkubation des
Lipid/DNA-Gemisches eine etwa 2-4fach hohere Konzentration als bei einer 60 min-
Inkubation optimal war. Bei den hoheren Konzentrationen nahm dagegen nach 60 min
die Gentransfereffizienz der Lipoplexe bereits wieder ab.

Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen der optimalen Konzentration der
Einzelkomponenten und der Ionenkonzentration im Komplexierungsmedium. Bei stei-
gender Konzentration der Gegenionen nimmt die Stéarke der Abstofung zwischen den
einzelnen Liposomen /Lipoplexen ab und es kommt hiufiger zu Fusionsereignissen. Wie
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die Ergebnisse mit DAC-Chol- und DOCSPER-Gentransfervesikeln zeigten, nahmen
mit steigender Ionenkonzentration im Medium Komplexbildungszeit und Komplexsta-
bilitét ab (vgl. Abb. B.17, S.[82).

Aus den vorliegenden Ergebnissen ist zu schlufifolgern, daf§ eine Formulierung wirk-
samer Lipoplexe fiir eine kurzfristige Stabilitéat bei einer hohen Konzentration der Ein-
zelkomponenten und in hoherionigem Medium erfolgen muf}, wihrend fiir Die Herstel-
lung von langfristig stabilen Komplexen eine geringe Komplex- und Ionenkonzentration
im Medium giinstig ist.

4.4.5 Serumeinflufl

Neben den bereits diskutierten Faktoren, die mit den Bestandteilen der Gentransferve-
sikel und mit der Komplexbildung zusammenhéngen, gibt es eine weitere Einflufifakto-
ren, welche die Transfektion an sich betreffen. Dazu gehéren u.a. zellspezifische Beson-
derheiten, die Lipoplexmenge, die Zelldichte und die Anwesenheit von Serumproteinen
wahrend der Transfektion. Es mufl beriicksichtigt werden, dafl in wvivo verschiedene
Mechanismen zur Abwehr von fremden Organismen bzw. von Fremdmaterial vorhan-
den sind. Bei der systemischen Applikation der Gentransferkomplexe kommt es zu einer
Anlagerung von Serumproteinen, z.B. des Komplementsystemes, die zur Opsonisierung
und zur Beseitigung der Vesikel durch das Immunsystem fiihren.

Auch bei in vitro Untersuchungen ist durch die Anlagerung der Serumproteine
und die Maskierung der Oberflichenladung der Lipoplexe eine verringerte Effizienz der
Transfektion zu beobachten. Da die Anwesenheit von Serumproteinen sowohl in vivo
als auch in vitro eher der Normal- als der Ausnahmefall ist, kommt der Optimierung
des Gentransfers unter diesen Bedingungen besondere Bedeutung zu.

Wie die in der Literatur beschriebenen Untersuchungen zeigen, ist z.B. bei Liposo-
men mit einer hohen kationischen Ladung auf der Membranoberflache eine verstirkte
Anlagerung von Serumproteinen zu erwarten. Dies scheint die Zellaufnahme zu er-
schweren und die Gentransfereigenschaften negativ zu beeinflussen. Untersuchungen
mit DOTMA-Liposomen, die wegen des quarternéiren Stickstoffatoms eine wesentlich
héhere Oberflachenladung besitzen sowie insbesondere die mit dem polykationischen
Lipid DOSPA (Lipofect AMINE™) erzielten Ergebnisse zeigen, da8 mit steigendem
Serumgehalt Lipoplexe die aus diesen Liposomen hergestellt werden schlechter transfi-
zieren [152] [163].

Wie im vorherigen Abschnitt ausgefiihrt, besteht unter den Bedingungen der
in wvitro Transfektion fiir Lipopolyamine die Moglichkeit durch die Verwendung bi-
carbonathaltiger Medien Lipoplexe herzustellen, die auch bei Serumanwesenheit ihre
Transfektionsfahigkeit behalten. Eine mogliche Ursache fiir diesen Befund konnte in der
Entstehung von relativ groflen Gentransfervesikeln liegen, welche im Endosom bzw.
Lysosom nicht mehr degradiert werden konnen. Diese Generierung von sehr grofien
Komplexen fiihrt jedoch bereits nach sehr kurzer Zeit zum Verlust ihrer Transferfdhig-
keit und in vivo zur raschen Eliminierung der Komplexe durch das Immunsystem. Aus
diesem Grunde stellt diese Moglichkeit wahrscheinlich kein wirksames Verfahren fiir
den Gentransfer in vivo dar.

Eine andere Moglichkeit, die Transfektion bei Serum-Anwesenheit zu optimieren,
besteht darin, das L/D-Verhéltnis zu verdndern. So erreichten Yang und Huang [163]
bei Anwesenheit von Serum eine bessere Transfektion durch eine Erhoéhung des L/D-
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Verhiltnisses im Vergleich zu dem Verhéltnis welches unter serumfreien Bedingungen
als optimal bestimmt wurde. Moglicherweise tréagt das stérker positive Ladungsverhélt-
nis auf der Liposomenoberfliche zu einer verbesserten Aufnahme der Lipoplexe in die
Zellen mit ihrer negativ geladenen Membran bei.

Da die Herstellung serumstabiler Lipoplexe fiir deren in vivo-Anwendbarkeit Vor-
aussetzung ist, wurde die Eignung der verschiedenen kationischen Liposomen fiir die
Transfektion unter Serumeinflufl untersucht. Die Transfektionen erfolgten zumeist bei
einem Serumgehalt von 5 %.

Fiir einen Vergleich der Serumstabilitdt von Lipoplexen, die aus den kationischen
Liposomen DAC-Chol und DOTMA hergestellt worden waren, wurden die Transfek-
tionen jedoch bei 5, 10 und 20 % Serum durchgefiihrt. Wie die Ergebnisse zeigen, lag
bei DAC-Chol-Liposomen kein negativer Einflul einer hheren Serumkonzentration auf
die Gentransfereffizienz vor (vgl. Abschnitt , S. . Teilweise wurden sogar hohere
Genexpressionen bestimmt, was wahrscheinlich auf die bessere Vitalitdat der Zellen bei
einer erhohten Serumkonzentration zuriickzufiihren ist.

Im Gegensatz dazu sank bei den untersuchten DOTMA-Liposomen die Gentrans-
feraktivitit mit der Zunahme der Serumkonzentration drastisch ab. Eine mdgliche
Ursache fiir diese Beobachtungen liegt in der hoheren Oberflichenladung durch die
quarterndre Ammoniumgruppe des DOTMA begriindet. Dies fithrt wie erwéhnt zu ei-
ner verstirkten Adsorption von Serumproteinen. Eine unterschiedliche Lipoplexgrofie
als Ursache fiir die schlechteren Transferergebnisse mit DOTMA-Liposomen war nicht
festzustellen.

Wahrscheinlich war neben der geringeren Oberflichenladung auch die Verwendung
des Cholesterols als lipophile Ankergruppe fiir die bessere Gentransfereffizienz des
DAC-Chol’s verantwortlich. Darauf deuten Untersuchungen hin bei denen Choleste-
rol als Helferlipid fiir den in vivo Gentransfer eingesetzt wurde und wo sich dieses als
besonders geeignet erwiesen hat [111, [95]. Im DAC-Chol war Cholesterol als Bestandteil
des kationischen Lipides bereits enthalten, wihrend die DOTMA-Liposomen mit dem
Helferlipid DOPE hergestellt worden waren. Ob DOTMA-Liposomen mit Cholesterol
als Helferlipid bessere Transfektionseigenschaften ergeben, ist in diesem Zusammen-
hang ein interessanter Ausgangspunkt fiir weiterfithrende Untersuchungen. Eigene Ex-
perimente mit dem verwandten Lipid DOTAP scheinen diese Frage im Gegensatz zu
den Resultaten von Li und Mitarbeiter [95] jedoch zu verneinen.

Moglicherweise ist die chemische Struktur der kationischen Kopfgruppe fiir das un-
terschiedliche Verhalten der Komplexe beim Gentransfer mitverantwortlich. Das diese
zu unterschiedlichen Anlagerungsmustern von Serumproteinen und damit auch zu ei-
nem verdnderten Transfektionsverhalten der Komplexe in vitro und in vivo fithren
kann, wurde durch Arbeiten von Diederichs und Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe
gezeigt [35]. Sie stellten fest, dafl sich die Serum-Adsorptionsmuster von Lipoplexen,
die aus DAC-Chol und DC-Chol-Liposomen hergestellt worden waren, erheblich unter-
schieden. Dies wurde durch das Vorhandensein unterschiedlicher Aminokopfgruppen
bei den beiden Cholesterolderivaten, eines sekundiren Amines beim DAC-Chol und
eines tertidiren Amines beim DC-Chol, erklart. Die Tatsache, daf sich bei beiden Li-
posomenarten verschiedene Serumproteine anlagern, ist eine mogliche Erkldrung fiir
unterschiedliche Verteilungsmuster der Lipoplexe im Organismus. Eine gezielte Aus-
nutzung derartiger Verteilungsmuster z.B durch eine Vorinkubation mit bestimmten
Serumproteinen konnte fiir ein zielgerichtetes Applizieren der DNA ausgenutzt wer-
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den.

Insgesamt bleibt festzustellen, dafi dem EinfluB des Serums auf die Lipofektion
wegen der allgegenwiirtigen Anwesenheit von Proteinen im Blut und in den anderen
Korperfliissigkeiten besondere Bedeutung zukommt. Die Entwicklung von Gentrans-
fervesikeln hat zu beriicksichtigen, dafi in vivo vollig andere Bedingungen vorliegen
als sie in der Zellkultur simuliert werden konnen. Hierbei ist insbesondere auf die feh-
lende Anwesenheit von Immunzellen und von Komplementproteinen, die in der Zell-
kultur inaktiviert werden miissen, hinzuweisen. Das die Herstellung serumresistenter
Gentransfervesikel moglich ist, beweisen die Ergebnisse, die in dieser Arbeit mit DAC-
Chol/PS-DNA-Komplexen erzielt worden sind. Bei einer Berticksichtigung der spezifi-
schen Adsorptionsmuster der einzelnen kationischen Lipide und der Verwendung von
Polykation-komplexierter DNA konnten effiziente und zielgerichtete Gen-Applikationen
auch in vivo moglich werden.

4.4.6 Transfektionszeit, Zelldichte und Lipoplexkonzentration

Das Einbringen der Lipoplexe in die Zelle ist begleitet von einer dosisabhéngigen Toxi-
zitat. Diese hat ihre Ursache sowohl in der Menge an kationischer Ladung, die zu einer
Membranschéadigung fiithrt, als auch in dem massiven Eindringen von Fremd-DNA in
die Zelle. Je langer die Transfektionszeit, umso gréfer miifite infolge der verstérkten
Wechselwirkung von Zellen und Lipoplexen die Toxizitdt und damit auch eine Ver-
ringerung der Reportergenexpression zu beobachten sein. Auf der Grundlage dieser
Uberlegungen wurde die Inkubationsdauer der Lipoplexe auf den Zellen in ihrem Ein-
flul auf die Transfektionsergebnisse untersucht.

Die Autoren, welche die Bedeutung der Dauer der Transfektionszeit fiir das Er-
reichen einer hohen Reportergenexpression untersucht haben, erzielten teilweise sehr
unterschiedliche Ergebnisse. So stellten Loeffler und Behr [97] fest, dafi Inkubationen
von etwa 1 h ausreichend fiir die optimale Transfektion der untersuchten Zellinie sind.
Auch Oler und Schenborn [I14] erreichten fiir das Reagenz TransFast”™ sehr hohe
Transfektionsraten bei kurzen Inkubationszeiten. Sie variierten dabei unter anderem
die Art des Mediumwechsels nach der Transfektion. Wenn sie das Medium komplett
nach der Transfektion entfernten, waren zumeist langere Transfektionszeiten giinstig.
Bei einer Zugabe frischen, hoher serumhaltigen Mediums, also ohne Entfernung der im
Medium befindlichen Lipoplexe, waren kiirzere Transfektionszeiten vorteilhaft. Zwi-
schen den untersuchten Zellinien gab es dabei gravierende Unterschiede. So war z.B.
bei HeLa- und NIH-3T3-Zellen schon eine Inkubationszeit von 1 h ausreichend fiir das
Erreichen der maximalen Genexpression, wiahrend andere Zellen ldngere Inkubations-
zeiten benotigten. Bei einer noch ldngeren Inkubationszeit sank dagegen die Genex-
pression wieder kontinuierlich ab. Es ist bei der Beurteilung der Untersuchungen von
Oler und Schenborn zu beriicksichtigen, dafl die Lagerung des TransFast™-Reagenzes
bei -20°C erfolgte, einer Temperatur, bei der die liposomale Struktur zum grofien Teil
zerstort wird. Wie unsere Untersuchungen bewiesen, handelte es sich bei den eingesetz-
ten Vesikeln um sehr grofle Partikel. Offenbar ist deren schnelle Sedimentation Ursache
fiir die kurzen Transfektionszeiten. Trotz dieser Einschrankungen bzw. Unterschiede zu
unseren Transfektionsreagenzien waren bei den von uns durchgefithrten Experimenten
dhnliche Beobachtungen festzustellen. Die Zellen verhielten sich sehr unterschiedlich
was die Zeitdauer der Lipoplexinkubation und die maximale Genexpression betraf. Im
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allgemeinen benotigten Rattenzellinien langere Inkubationszeiten als humane Zellinien.
Dies deutet auf eine speziespezifisch grofiere Sensitivitdt humaner Zellen hin. Zwischen
den einzelnen Zellinien einer Spezies gab es ebenfalls grofiere Unterschiede.

Wie die Ergebnisse weiter zeigen, besteht zwischen der optimalen Transfektionszeit,
der Lipoplexkonzentration und der Zelldichte ein direkter Zusammenhang (vgl. Abb. ,
S. . Bei hohen Lipoplexkonzentrationen ist nur eine kurze Inkubationszeit fiir das
Erreichen einer hohen Reportergenexpression notwendig. Bei ldngeren Inkubationszei-
ten verlagert sich die optimale Lipoplexkonzentration zu niedrigeren Werten. Dagegen
tritt dann bei den hoheren Lipoplexkonzentrationen bereits Zelltoxizitat auf und die
(-Gal-Expression verringert sich. Die Geschwindigkeit, bei der dieser Ubergang erfolgt,
héngt sowohl von der Sensitivitéit der Zellen als auch von der Zelldichte ab. Bei einer
hoheren Zelldichte ist die Toxizitét niedriger, da in der gleichen Zeit weniger Lipoplexe
je Zelle einwirken. Durch die Anwesenheit von Serum wird die Interaktion der Lipo-
plexe mit den Zellen vermindert bzw. zeitlich verlangsamt. Das hat notwendigerweise
langere Inkubationszeiten zur Folge. Zu diesen rein statistischen Effekten der Wechsel-
wirkung kommen natiirlich noch die bereits diskutierten Verdnderungen der Liposomen
im Zellkulturmedium hinzu, die unter Umstédnden das Transfektionsergebnis erheblich
beeinflussen kénnen.

Zusammenfassend zu den hier beschriebenen Einflufifaktoren Transfektionszeit, Li-
poplexkonzentration und Zelldichte ist festzustellen, daf} es fiir eine optimale Transfek-
tion auf das sorgfiltige Ausbalancieren der einzelnen Parameter ankommt. So sind bei
hoheren Konzentrationen der Lipoplexe kiirzere Inkubationszeiten giinstig und umge-
kehrt. Zum anderen gibt es bedeutsame spezies- und zellspezifische Unterschiede, die die
Durchfiithrung der Transfektion zu einem dynamischen Verfahren machen, bei dem die
Versuchsbedingungen in Abhéngigkeit vom Verlauf der Transfektion unter Umstédnden
auch variiert werden miissen. Bei einer geringeren Zelldichte mufl die Transfektionszeit
wegen der frither auftretenden Toxizitét verkiirzt werden. Schwierig ist eine Ubertra-
gung dieser Erkenntnisse fiir die in vivo-Anwendung, da dort toxische Effekte durch
eine Uberdosierung unwahrscheinlich bzw. eher durch Immunreaktionen des Organis-
mus zu erwarten sind. Die hier beschriebenen Schlufifolgerungen lassen sich deswegen
kaum auf eine in vivo Anwendung iibertragen.
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4.5 Ausblick

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit und die Beitrédge anderer Arbeitsgruppen zeigen, ist
die Herstellung wirksamer und stabiler Gentransfervesikel fiir in vitro, in vivo und fiir
klinische Anwendungen, eine schwierige Aufgabe.

Die Anforderungen an die Gentransfervesikel, die sich aus einem klinischem Einsatz
ergeben, wie hohe Wirksamkeit, Homogenitéit und Stabilitdt sowie eine geringe Grofie
lassen nur einen kleinen Spielraum fiir den HerstellungsprozefS. Nachdem in einer ersten
Phase der Entwicklung von Gentransfersystemen auf liposomaler Grundlage funktionel-
le Aspekte im Vordergrund standen, sollen die Lipide der 2. Generation sowohl effizient
als auch bioabbaubar sein um toxische Nebenwirkungen bei der Anwendung zu mini-
mieren. Dabei werden die Gentransfervesikel immer mehr fiir konkrete Zielorgane oder
bestimmte Erkrankungen optimiert. Die Herstellung der Vesikel erfolgt nicht nur aus
Liposomen sondern auch in Kombination verschiedener Gentransfersysteme wie von
Polymeren, Liposomen oder Viren.

Die hier vorgestellten Resultate zeigen, dafl die Herstellung von relativ kleinen und
stabilen Vesikeln auf liposomaler Grundlage héufig zu Lasten der Effektivitdt beim
Gentransfer geht. Wie die Diskussion zum Einflul des Mediums und des Serums (vgl.
Abschnitte [4.4.5[ und [4.4.4) auBerdem verdeutlicht hat, muf8 bei der Optimierung der
einzelnen Parameter vor allem die Riickwirkung auf das Gesamtsystem beriicksich-
tigt werden. Beispielsweise kann bei der Transfektion im Serum ein anderes Puffer-
system geeignet sein als bei der Transfektion in Serumabwesenheit. Die Verwendung
von Saccharose-Losung als Komplexierungsmedium erlaubt z.B. die Herstellung von
kleinen und stabilen Gentransfervesikeln die in wvitro jedoch schlechtere Gentransfer-
eigenschaften aufweisen als in Ringerlosung hergestellte instabile, teilweise iiber 1 um
grofle Vesikel. Soll eine ldngerfristige Stabilitdt der Vesikel erreicht werden, ist die Her-
stellung in Saccharose-Losung also giinstiger. Diese hier aufgefithrten Beispiele machen
deutlich, dafl es zur Beantwortung der Frage, welches Gentransfersystem fiir eine be-
stimmte Anwendung geeignet ist, auf die konkret vorliegende Zielstellung ankommt.

Zu den Ansitzen, die fiir eine in vivo Anwendung synthetischer Gentransferkom-
plexe bedeutsam werden konnen, zdhlen der Zusatz von PS zu den kationischen Li-
posomen um die DNA besser zu komplexieren und die Insertion von PEG-Ketten zur
sterischen Abschirmung der Gentransfervesikel vor Fusionen, Immunzellen und vor Se-
rumproteinen. Die Zugabe des PS zur DNA ist als ein relativ zeitkritischer Prozef3
wohl nur fiir eine in vitro Anwendung geeignet. Demgegeniiber ist der Zusatz des PS
zu den Liposomen und die anschliefende DNA-Komplexierung eher fiir die Herstel-
lung stabiler Vesikel zu empfehlen. Weiterhin bietet die Verwendung von Medien ohne
Ionenzusatz, wie z.B. von Saccharose-Losung, die Moglichkeit einer ldngerfristigen Sta-
bilisierung der Gentransferkomplexe durch das Verhindern von Vesikelfusionen. Der
Zuckerzusatz erlaubt auflerdem die Lyophilisation und Lagerung der fertig vorformu-
lierten Gentransferkomplexe. Dieses Verfahren wire fiir eine klinische Anwendung von
grofler Bedeutung. Erste Arbeiten, auf die hier nicht eingegangen werden kann, sind da-
zu in unserer Arbeitsgruppe bereits durchgefiithrt worden und zeigen vielversprechende
Resultate. Eine klinische Studie zum Suizidgentransfer mittels DAC-Chol-Liposomen
zur Behandlung des Glioblastoms ist in Vorbereitung.
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