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1 Einleitung

1.1  Somatische Gentherapie

Die Gentherapie bezeichnet das gezielte Einfuhren therapeutischer Gene in Kérperzellen mit
dem Ziel, durch Expression dieser Gene Krankheiten zu lindern oder zu heilen. Dabei richtet
sich die somatische Gentherapie auf die Korrektur bzw. Regulierung von Gendefekten in so-
matischen Korperzellen und nicht auf Verdnderungen von Keimbahnzellen. Die genetische
Veranderung von Ei- und Samenzellen ist in Deutschland durch das Embryonenschutzgesetz
verboten, da dies zu einer Vererbung der eingebrachten Gene auf die Nachkommen fiihren
wirde und ethisch nicht vertretbar ist.

Grundsatzlich kann man zwei Behandlungsstrategien flr die somatische Gentherapie unter-
scheiden, die In-vivo- und die .

- - - Kultivi

- ultivierung
/- - - \\
Entnahmie von *

Ex-vivo-Gentherapie (siehe

. H - atienterizellen -G—
Abb. 1): Bei der In-vivo-Gen- Pelenterzele o O
therapie werden die Vektoren, Ubemagm—l/:?
.. . ivo (in vitro)
welche das gewiinschte geneti- et —
. . e == o =<
sche Material tragen, in den Pa- s e =
. o ] o Reimplantation Selektion und
tienten injiziert. Die Gentrans- mjemvonan \ g?ni??-.iié“nﬂ%ﬁ-.;':l
B i dirakal g:g: [ = zierten Zellen
fektion, also das Einschleusen o ‘F,, EN
in vivo >4

des therapeutischen genetischen
Materials in das Zielgewebe, Abb. 1: Behandlungsstrategien fiir die somatische Gentherapie!”
erfolgt direkt im Organismus.

Um ausschliel3lich die gewiinschten Zellen zu erreichen setzt diese Methode die Anwendung
eines zielgerichteten Vektors voraus. Im Gegensatz dazu werden bei der Ex-vivo-Gentherapie
Zellen aus dem Patienten isoliert und auf Nahrmedien kultiviert. Die Patientenzellen werden
dann genetisch modifiziert und nach Selektion und Vermehrung dem Patienten reimplantiert.
Diese Strategie beschrénkt sich jedoch auf Zellen, welche relativ leicht aus dem Organismus

isoliert und kultiviert werden konnen (Blut oder Knochenmarkzellen).!"!
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1.1.1 Therapiestrategien und Anwendungsmoglichkeiten der somatischen

Gentherapie

Die somatische Gentherapie wurde urspriinglich zur Behandlung schwerer monogenetischer
Erberkrankungen entwickelt. Dabei sollte mittels Substitutionsstrategie das fehlende oder
fehlerhafte Gen durch eine gesunde Version ersetzt werden und somit eine kausale Therapie
ermdoglichen. Erste Therapieerfolge wurden bereits bei einigen auf einem einzelnen Gendefekt
beruhenden Erkrankungen erzielt: Beispielhaft erwéhnt sind dabei die schweren kombinierten
Immundefekte (SCID), wie die Adenosin-Desaminase-Defizienz (ADA-SCID) oder das X-
SCID, welches einen X-chromosomal rezessiv vererbten schweren kombinierten Immunde-
fekt bezeichnet. Aber auch die Hamophilie, das Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) und viele
weitere, seltene genetisch bedingte Erkrankungen sind Gegenstand klinischer Gentherapiestu-
dien.’®* Mittlerweile umfasst das Anwendungsspektrum der somatischen Gentherapie jedoch
nicht mehr nur monogenetische Erberkrankungen, sondern auch multifaktorielle genetische
Erkrankungen sowie erworbene Erkrankungen, wie Tumor-, Herz-Kreislauferkrankungen,
Stoffwechselerkrankungen, chronische Infektionskrankheiten (HIV-Infektion, Hepatitis C)
aber auch neurologische Erkrankungen (Parkinson, Alzheimer) und Augenerkrankungen
(Macula Degeneration, Glaukom).'”! So erteilte die Europaische Arzneimittel Behorde
(EMA\) erstmals 2012 die Zulassung fir ein Gentherapeutikum. Dabei handelt es sich um ei-
nen viralen Vektor (AAV) zur Behandlung einer sehr seltenen, erblich bedingten Lipoprotein-
lipase-Defizienz.***®! Die kommerzielle Einfiihrung soll voraussichtlich im zweiten Halbjahr
2013 erfolgen. In China wurde bereits 2005 ein Gentherapeutikum zugelassen, welches auf
einem nicht replikationsfahigen adenoviralen Vektor basiert. Der Vektor ist mit dem Tumor-
suppressorgen p53 ausgestattet und wird zur Behandlung von malignen Kopf-Hals-
Karzinomen eingesetzt,****]

Um regulatorische Effekte an Zellen und Geweben zu erzielen stellt neben der Substitutions-
therapie auch die Addition von Genen eine Mdglichkeit zur Behandlung dar. Dabei werden
Gene in die zu behandelnden Zellen eingebracht, welche normalerweise nicht in diesen vor-
kommen. Flr die Substitutions- und Additionstherapie wird als genetisches Material meist
Plasmid-DNA (pDNA) verwendet. Im Gegensatz dazu zielt die Anwendung von therapeuti-
schen Antisense-Oligonukleotiden, sowie short hairpin RNAs (ShRNAs) und small interfering
RNA (siRNAs) auf die Inhibition — durch Hemmung der Expression auf der Transkriptionse-
bene — bestimmter Protein ab.[*®!

Leider kam es in der Vergangenheit auch zu Ruckschldgen bei der Behandlung mittels
Gentherapie. So erlag der an einer erblich bedingten Fehlfunktion der Leber leidende Jesse

2
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Gelsinger 1999 einer heftigen Immunreaktion nach der Applikation eines adenoviralen
Vektors. Fiir die starke Immunantwort wurde eine zu hohe Dosis des Vektors vermutet.['”!
Weiterhin erkrankten zwischen 2002 und 2007 vier von zehn Patienten mit X-SCID, welche
zuvor erfolgreich mit einem retroviralen Vektor behandelt wurden, an Leukamie.[*® Trotz
dieser Komplikationen sollte die somatische Gentherapie, aufgrund ihrer kausalen
Behandlungsmoglichkeit, durch die Entwicklung von sicheren und effizienten

Gentransfervektoren weiter vorangetrieben werden.

1.2  Gentransfervektoren

Die Aufnahme von genetischem Material in Zellen oder Geweben ist aufgrund elektrostati-
scher AbstoRBung der negativ geladenen Nucleinsauren und der ebenfalls negativen Oberfla-
chenladung von Zellmembranen erschwert. Der Einsatz von reiner ,,nackter DNA fuhrt daher
zu sehr geringen therapeutischen Effekten, sodass fur eine effektive Behandlung ein geeigne-
tes ,, Transportmittel” erforderlich ist. An einen idealen Vektor werden folgende Anforderun-
gen gestellt. Er sollte:
1. sicher und gut vertraglich, ungiftig und nicht immunogen sein,
2. das genetische Material vor dem Abbau durch Nukleasen schiitzen,
3. mit den Zellmembranen der Zielzellen interagieren und selektive des genetische Mate-
rial in diese internalisieren,
4. das genetischen Material nach Aufnahme in den Zellen, flr eine biologische Aktivitét,
freisetzten sowie
5. einfach und in reproduzierbarer Qualitat herstellbar sein.
Die Vektorsysteme werden allgemein in virale und nicht-virale Genfahren eingeteilt. Eine
Ubersicht tber verschiede Gentransfermethoden und deren prozentualen Anteil an allen
weltweiten, klinischen Gentherapiestudien (Stand 2012) gibt Abb. 2 wieder.
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Gentransfer
viral nicht-viral
~ Anteil an klinischen o Anteil an klinischen
Vel Studien in % el Studien in %
Adenoviren 233 ohne Vektor (nackte ”
DNA) 18,3
Retroviren 19,7
Vaccinia-Viren 7.9 Lipofektion 3,9
Pockenviren 5 »Gene-Gun” 0.3
Adeno-assoziierte 49 ElchopoISUOn 0,1
Viren (AAV) g (mRNA)
Herpes simplex Viren 3,1
Lentiviren 2.9

*andere Methoden/Vektoren = 8,6 %

Abb.[lzg]: Ubersicht der Gentransfermethoden und deren Anteil an klinischen Gentherapiestudien, Stand Juni
2012

Wie aus der Ubersicht zu entnehmen ist, stellen die viralen Systeme derzeit den gréRten An-
teil in klinischen Studien dar. Dies liegt in ihrer hohen Transfektionseffizienz sowie einer
langfristigen Expression begrundet. Viren kdnnen, durch ihre natirliche Fahigkeit Zellen zu
infizieren, ihre Gene sehr effizient einzuschleusen. Dennoch sind die Nachteile der viralen
Vektoren — heftige Immunreaktionen, Insertionsmutagenese sowie die Produktion vermeh-
rungsfahiger infektioser Viren — fiir eine sichere Anwendung am Menschen bedenklich.!?*%%
Erschwerend wirken sich weiterhin aufwendige und kostenintensive Herstellungsverfahren
flr eine gleichbleibende Qualitat der viralen Vektoren sowie die durch das Kapsid bedingte
GroRenlimitierung des zu transportierenden genetischen Materials aus. Daher richtet sich der
Fokus der Forschung auf die Entwicklung von nicht-viralen Genfahren. Neben den mechani-
schen und physikalischen Methoden (Mikroinjektion, ,,Gene-Gun®, Elektroporation oder Ult-
raschallbehandlung), welche ausfiihrlich von Gao et al. diskutiert wurden, finden vor allem
chemische Vektoren zur Internalisierung von genetischem Material Anwendung.? Eine gro-
Re Rolle spielen dabei Gentransfersysteme auf Basis kationischer Polymere und kationischer

Lipide, welche im Folgenden naher erl&utert werden sollen.
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1.2.1 Kationische Polymere fiir den nicht-viralen Gentransfer

Die Polymer-vermittelte Gentransfektion (Polyfektion) ist eine nicht-virale Transfermethode
von genetischem Material in die gewinschten Zielzellen. Dabei bilden kationische Polymere
durch elektrostatische Interaktion mit Nukleinsduren Komplexe (Polyplexe) aus.®! Diese
Komplexe ermdglichen den Transport des genetischen Materials in Zellen oder Gewebe.

NH,

o HoN
u
N HoN_~_N P
n N
H,N N )) NH,
\_kN/\/w N% /—f
NH, o~ N

NH;

N
Poly-L-Lysin J/ §

(PLL)
N
HZNWNW
N

/\%{HVJ\ N ~ e
Ha N N g/o . NH;
NV{N b 5NH, {O%OHO /ﬁl HoN J)
K/NVNHZ oH I HaN

m

Polyethylenimin Chitosan Polyamidoamin-Dendrimere
(PEI) (PANAM)

Abb. 3: Chemische Struktur kationischer Polymere fiir den nicht-viralen Gentransfer

Die zahlreichen Ansatzpunkte fiir Strukturvariationen dieser Verbindungsklasse fiihrten in
den vergangenen Jahren zu einer Vielzahl von linearen, verzweigten und globuldren
kationischen Polymeren (siehe Abb. 3). Die einzelnen Vertreter unterscheiden sich dabei
hinsichtlich ihrer Transfektionseffizienz und Zytotoxizitat erheblich voneinander. Eines der
ersten Polymere, welches fir den nicht-viralen Gentransfer verwendete wurde, war das
Poly-L-Lysin (PLL). Dieser synthetische Genvektor wurde aufgrund seiner bioabbaubaren
Polypeptidstruktur auch fir In-vivo-Untersuchungen verwendet.”***! Weitere Vertreter der
Polymere sind die Polyethylenimine (PEI). Diese Molekiile wurden erstmals 1995 von BEHR
et al. als Transfersysteme verwendet. Seither stellen sie eines der am h&ufigsten verwendeten
Polymere fir den nicht-viralen Gentransfer dar.”® Die hohen Transfektionsraten, welche
sowohl mit linearem PEI als auch mit verzweigtem PEI ermittelt werden konnten, wurden
unter anderem auf die hohe Ladungsdichte der Molekiile zuriickgefiihrt.”"! Sie erméglicht
eine effiziente Bindung der DNA im Komplex. Weiterhin wird in der Literatur eine, durch die
hohe Pufferkapazitat der PEI-Derivate, erleichterte Freisetzung aus dem Endosom beschr-
ieben. So erfolgt im Endosom, ausgelost durch die Verschmelzung mit dem Lysosom, eine
pH-Wert Absenkung. Dadurch werden weitere, bis dahin noch nicht protonierte, Stickstoff-
gruppen der PEI-Derivate protoniert. Dies bewirkt den gleichzeitigen Einstrom von Protonen

und Gegenionen (CI7) was den osmotischen Druck im Endosom ansteigen l&sst. Daraufhin
5
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kommt es zum Aufquellen der Endosomen und schlielich zur Ruptur der Endosomen-
membran (“Protonenschwamm-Effekt*), was folglich die Freisetzung der Polyplexe ins
Zytoplasma ermoglicht.®?*! Die hohe Ladungsdichte der Polymere bewirkt jedoch auch bei
systemischer Applikation eine sehr starke Plasmaproteinbindung und eine schnelle Elimi-
nation Uber das Retikuloendotheliale System (RES) aus der Blutbahn. Die Notwendigkeit
einer positiven Gesamtladung der Polyplexe zum Andocken an die negativen Zellmembran-
oberflachen und die damit verbundenen unerwiinschten Wechselwirkungen resultieren in
einem sogenannten ,,Ladungs-Dilemma* dieser Verbindungsklasse.**3" Die hohe Ladungs-
dichte der PEI-Derivate erhoht zudem das Risiko der Agglomeration mit Blutbestandteilen.
So kann es, nach systemischer Applikation von Polyplexen, zu Wechselwirkungen mit den
negativ geladenen Oberflachen von Erythrozyten kommen. Diese Interaktion kann Embolien,
durch Hamolyse oder Erythrozytenaggregation, auslosen.*? Die stark positiven Oberflachen-
ladungen konnten durch Oberflachenmodifikationen mittels Polyethylenglycol (PEG)-Ketten
reduzieren werden. Dies resultierte jedoch in einer erniedrigten Transfektionseffizienz.*?
Weiterhin wirkt sich die hohe Toxizitat der PEI-Polymere, welche mit steigendem
Molekulargewicht der Verbindungen korreliert, und deren fehlende Bioabbaubarkeit negativ

auf eine mogliche In-vivo-Anwendung am Menschen als nicht-virale Genféhren aus.

1.2.2 Kationische Lipide fur den nicht-viralen Gentransfer

Eine weitere nicht-virale Transfektionsmethode stellt der Lipid-vermittelte Gentransfer dar.
Dabei werden Lipide mit einer basischen Kopfgruppe fur die Komplexierung des genetischen
Materials verwendet. Diese kationischen Lipide sind amphiphile Verbindungen bestehend aus
einer hydrophoben Kettenregion, welche kovalent tber einen Spacer mit einer kationischen
bzw. basischen Kopfgruppe verbunden ist. Die Kopfgruppe ermdglicht, durch elektrostatische
Interaktion, spontan Nukleinsduren zu komplexieren. In diesen auch als Lipoplexe bezeichne-
ten Aggregaten ist das zu transportierende genetische Material vor dem Abbau durch endoge-
ne Nukleasen geschiitzt. Der Lipoplex ermdglicht zudem die Interaktion mit Zellmembranen
und bewirkt somit die zellulare Aufnahme der Nukleinsauren.! Gegeniiber viralen Gentrans-
fersystemen weisen die chemischen Vektoren folgende Vorteile auf:™*!

1. sie sind in reproduzierbarer Qualitat, verhaltnismaRig leicht und in gréReren Mengen

herstellbar,
2. sie enthalten keine immunogenen Proteine und
3. ihre Beladungskapazitat mit genetischem Material ist nicht, wie bei den Viren, gro-

Renlimitiert.
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Den kationischen Lipiden werden h&ufig bei der Formulierung Helferlipide wie 1,2-Dioleoyl-
sn-glycerol-3-phosphoethanolamin (DOPE) oder Cholesterol (siehe Tab. 1) zugesetzt. Dies
erleichtert die Liposomenbildung, welche unter Umsténden durch die positive Ladung und der
daraus resultierenden elektrostatischen AbstoRung im Kopfgruppenbereich der kationischen
Lipide erschwert sein kann.324

Seit der ersten Beschreibung von kationischen Lipiden fir den nicht-viralen Gentransfer in
den 80iger Jahren durch FELGNER et al.* wurden, um Transfektionseigenschaften und Zyto-
toxizitat zu verbessern, durch Variation der einzelnen Strukturelemente — Kopfgruppe, Spacer
und hydrophober Molekilteil — zahlreiche Lipide entwickelt. Tab. 1 gibt hierzu eine Uber-

sicht.

Tab. 1: Lipide fur den nicht-viralen Gentransfer

Ladung | Lipid Abk. Struktur Lit.
zwitter- | 1,2-Dioleoyl-sn-glycerol-3- .9 ofk/vvvw
ionisch | phosphoethanolamin DOPE ‘”SC”N’ﬁSﬁE"@f"W"W
[36]
neutral | Cholesterol Chol /Ctgjgw
mono- N-[1-(2,3-Dioleyloxy)propyl]- e
N,N,N-trimethy- DOTMA | “t 975 - (3]
valent . . ‘ NN N NN
ammoniumchlorid
mono- 1,2—Di0|eoy|-3-tl’imethy- a ., ow [37]
valent lammoniumpropanchlorid DOTAP H:“W"mo/\/\/\/v/\/\/\/\
mono- 3B-[N-(N',N'-Dimethylamino-
valent ethan)carbamoyl]- DC-Chol |« (s8]
cholesterolhydrochlorid o
mono- N-tert.Butyl-N'"-tetradecyl-3- diCyy- 7{%” T [39]
valent tetradecylaminopropionamidin Amidin e
mono- | N-Methyl-A(dioleyhmethyl- - sainT-2 | O-CTTTI0TI 041
valent pyridiniumchlorid o
HZN’\/\m«/\NiLu/TN\/\/\/\/\/\/\/\/\/
multi- . . . [42]
valent Dioctadecylamidoglycylspermin DOGS "
2,3-Dioleyloxy-N-[2-(spermin- HaN"/\/\N*/\/\giN/\/':“uo\/o Z
multi- carboxamido)ethyl]-N,N- DOSPA “Z JNHZHSCFCO* [43]
valent dimethyl-1-propanaminium trif- 4 o
luoroacetat
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Ladung | Lipid Abk. Struktur Lit.
multi- 3p-[N-(N,N-Diguanidino- B G © /déj:vg\A( [44]
valent spermidin)carbamoyl]cholesterol BGSC al W (>)N*o
'C—N—(CH,),
4,4'-Bis[(9Z)-octadec-9-en1- - S § SO
. - g , Gemini- o7

multi- ylamino]-5,5’-dioxo-6,6'- Lipid [45-46]
valent diazatetradecan-1,1'-diyl- (GpSN13) n

bis(aminiumchlorid) oV S USRS

Kationische Kopfgruppenstrukturen von Transfektionslipiden

Die Kopfgruppenstruktur der kationischen Lipide hat, aufgrund der Interaktionsmoglichkeit
mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der Nukleinséuren, einen grof3en Einfluss auf die
Transfektionseffizienz. Als funktionelle Gruppen dienen haufig Aminderivate, wie primére,
sekundare und tertiare Amine (DC-Chol) sowie quarternare Ammoniumgruppen (DOTMA,
DOTAP). Weiterhin werden Kombinationen verschiedener Amine (DOSPA), Amidinium-
salze (diC14-Amidin) sowie verschiedene basische Aminosduren (Lysin, Arginin) verwen-
det."! In der Literatur werden weiter Kopfgruppenelemente aus Guanidin- (BGSC) und
Imidazolgruppent*® sowie Pyridine beschrieben.®! Monovalente Transfektionslipide wie
DOTMA enthalten nur eine kationische (basische) funktionelle Gruppe. DOTMA kam als
erstes, kommerziell erhaltliches Transfektionsreagenz in Mischung mit dem neutralen Hel-
ferlipid DOPE im Verhéltnis von 1/1 (mpotmayMporg)) unter dem Namen Lipofectin™ auf
den Markt.®” Eine Weiterentwicklung von monovalenten Strukturen erfolgte durch die Ver-
wendung von Polyaminen, wie Spermin. So konnte eine hohere Transfektionseffizienz im
Vergleich zu DOTMA mit dem Strukturanalogon DOSPA (einem multivalenten Lipid, siehe
Tab. 1) erzielt werden.®Y Dieses Transfektionsreagenz ist in der Formulierung mit DOPE im
Verhaltnis von 3/1 (mpospayMporg)) unter dem Namen Lipofectamine™ im Handel erhalt-
lich. Auch bei anderen Lipiden, wie das von BEHR et al. synthetisierte kationische Transfekti-
onslipid DOGS, zeigte sich Spermin als geeignetes Kopfgruppenelement.[*) Zur Verbesse-
rung von zytotoxischen Eigenschaften wurden weitere physiologische Strukturen (basische
Aminosauren) als Trager der positiven Ladung verwendet.® Dabei erwiesen sich insbeson-
dere Lysin und Arginin als vielversprechend.***®) Um die Anzahl an positiven Ladungen im
Molekiil zu erhéhen wurden in den vergangen Jahren Strukturen entwickelt, in welchen meh-
rerer Aminosauren miteinander verknipft sind. So wurden kationische Lipide mit mono-, di-
und trilysinierten Kopfgruppen synthetisiert und auf ihre Transfektionseffizienz hin unter-

sucht.[®
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Linker- und Spacerstrukturen von Transfektionslipiden

Fur die Verknupfung der polaren Kopfgruppe mit der apolaren Kohlenwasserstoffregion in
Transfektionslipiden werden Linkerstrukturen wie Ether-, Ester-, Carbamat- und Amid-
Strukturen eingesetzt.”™® Die Eigenschaften der Linker wirken sich sowohl auf das
Aggregationsverhalten als auch auf die Bioabbaubarkeit und Stabilitat der kationischen Lipide
aus und sind somit wesentlich an den Transfektions- und Zytotoxizitatseigenschaften der
Verbindungen beteiligt.® So fuhrte die Verwendung einer Etherbindung als Verknipfung in
DOTMA zu einer chemisch stabilen Verbindung, welche fir die In-vivo-Transfektion
geeigneter erschien als ihr Strukturanalogon mit Esterbindung (DOTAP). Gleichzeitig wies
DOTMA eine erhohte Zytotoxizitat auf, welche auf eine schlechtere Abbaubarkeit von Ether-
im Vergleich zu Ester-Bindung im biologischen System zuriickzuftihren ist.2"%8! Um die
chemische Instabilitdt von Lipiden mit Ester-Linker zu Uberwinden und dennoch eine
Bioabbaubarkeit zu ermdglichen fanden neben Carbamat- auch Amidbindungen (DOGS) fur
die Synthese von kationischen Lipiden Anwendung.®™® Neben verschiedenen
Verknlpfungstypen werden zudem Spacer (,,Abstandshalter) zwischen den polaren
Kopfgruppen und dem hydrophoben Kettenteil verwendet. Arbeiten von OBATA et al.
ermittelten dabei den Einfluss der Spacerlange auf die Transfektion.!*”
Hydrophober Molekilteil von Transfektionslipiden

Der hydrophobe Teil der Lipide besteht (blicherweise aus aliphatischen Kohlenwasser-
stoffketten oder Cholesterolderivaten.®™ Als hydrophoben Molekilteil werden haufig zwei
Alkylketten mit einer Lange zwischen 12 und 18 Kohlenwasserstoffeinheiten verwendet.
Daneben wurden in der Literatur auch Lipide mit nur einer Alkylkette beschrieben. Diese
erwiesen sich jedoch als wenig effiziente Genfahren mit einer vergleichsweise hohen
zytotoxischen ~ Aktivitat.?%?  Aus  zahlreichen Studien zur Untersuchung des
Kettenlangeneinflusses gesattigter Verbindungen ging weiterhin hervor, dass bei einer
mittleren Kettenlange von 14 Kohlenstoffatomen im Allgemeinen die hdochste
Transfektionsrate resultierte. Neben dem Kettenlangeneinfluss zeigten diese Studien auch die
Abhangigkeit der Transfektionsrate vom Sattigungsgrad der Kette.®® So belegte ZuHoRN et
al. durch vergleichende Untersuchungen von geséttigten und ungesattigten Verbindungen —
SAINT-5 (diC18:0) und SAINT-2 (diC18:1) Struktur siehe Tab.1 — eine hohere

Transfektionsrate fur das ungesattigte Lipid.[*”

In einer Serie von strukturanalogen
Verbindungen mit 0 bis 3 Doppelbindungen pro Alkylkette konnte dieser Trend auch von

anderen Arbeitsgruppen bestétigt werden. Dabei erwiesen sich die Verbindungen mit 2
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Doppelbindungen am effektivsten, gefolgt von den Lipidstrukturen mit 3 Doppelbindungen
pro Kette. Am unwirksamsten zeigten sich die gesattigten Verbindungen.®*!

Eine weitere Klasse amphiphiler Verbindungen, welche fiir den nicht-viralen Gentransfer ein-
gesetzt wird, stellen die Gemini-Lipide dar. Bei diesen Molekilen sind zwei basische Kopf-
gruppen und zwei aliphatische Kohlenwasserstoffketten durch einen starren oder flexiblen
Linker miteinander verbunden.>®! Die vergleichsweise hohere Oberflachenaktivitat gegen-
uber monovalenten Verbindungen und die daraus resultierenden Interaktionsmaoglichkeiten
mit biologischen Membranen lieRen in den letzten Jahren das Interesse an Gemini-Lipiden fiir
den nicht-viralen Gentransfer steigen.!®®®"]

Die guten Transfektionseigenschaften der nicht-viralen Genfahren sowie das Vorhandensein
von einfachen Transfektionsprotokollen ermdglichten es in der Laborpraxis die viralen Sys-
teme weitgehend zu ersetzen.® Dennoch ist zu erwéhnen, dass die Transkriptionseffizienz
der viralen Methoden wesentlich hoher als die der nicht-viralen Systems ist. So zeigten HAMA
et al. im direkten Vergleich eines viralen mit einem Lipid-vermittelten Gentransfersystems,
dass mittels der Lipoplexe zwar mehr genetisches Material in die Zellen transportiert werden
konnte, jedoch die Freisetzung, der Transport der DNA in den Zellkern und die Transkription
bei der viralen Ubertragung effektiver war. Die virale Methode benétigte somit einen geringe-
ren Einsatz von genetischem Material um vergleichbare Transfektionsraten wie die der nicht-
viralen Methode zu erreichen.® Weiterhin ist die geringere Transfektionseffizienz der Lipo-
fektion in vivo immer noch ein groBer Nachteil.l'"” Diese Tatsachen verdeutlichen die Not-
wendigkeit zur weiteren Optimierung der nicht-viralen Transfektionssysteme auf Basis katio-
nischer Lipide durch Modifikation der einzelnen Strukturelemente wie Kopfgruppe, Linker,
Spacerregion und hydrophober Molekdilteil.

Studien zur vollstandigen Aufklarung des Aufhahmemechanismus der Lipoplexe in die Zellen
sowie die Analyse von extrazelluldren und intrazelluldren VVorgangen der Lipofektion sind
dabei genauso essentiell wie die physikochemische Charakterisierung kationischer Lipide und
Lipoplexe. Zusammen ermdglichen diese Informationen gezielt strukturelle VVerédnderungen
zur Optimierung der Vektorsysteme vorzunehmen und quantitative Struktur-Wirkungs-

Beziehungen (engl. QSAR) zu ermitteln.[’™

1.2.3 Lipoplexbildung und Struktur von Lipoplexen

Die Lipoplexbildung erfolgt spontan durch Mischen von kationischen Lipidformulierungen
mit Nukleinsduren und wird in der Literatur als hochdynamischer Prozess beschrieben. Die

elektrostatischen  Anziehungskrafte zwischen den positiv geladenen, kationischen
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Kopfgruppen und den negativ geladenen Phosphatgruppen des DNA-RUickgrats, verbunden
mit der Freisetzung von Gegenionen, sind dabei die treibende Kraft dieses Prozesses.[’?
AnschlieBend bewirken die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten der Lipide, durch
Wechselwirkungen untereinander, eine Stabilisierung des gebildeten Komplexes.[”*"
Thermodynamische Untersuchungen bestatigten als ersten Schritt der Lipoplexbildung einen
schnellen Prozess, ausgeldst durch elektrostatische Interaktion von positiver und negativer
Ladung.[”™ Dabei lagert sich die DNA an den Oberflachen der Lipidaggregate an. Im
Anschluss erfolgt, in einem wesentlich langsameren endothermen Prozess, die Reorganisation
der Vesikel, wobei multilamellare Lipoplexe resultieren konnen.”® Die urspriingliche
Vorstellung von FELGNER et al., welche die Bindung der DNA ausschlieflich an der
Vesikeloberflache postulierten und dabei keine wesentliche Anderung von Form und GroRe
der Vesikel beschrieben, wurde somit nicht bestatigt.’”! So zeigten STERNBERG et al. in
Gefrierbruchaufnahmen von Lipoplexen sich abwechselnde, tubuldre und sphérische
Strukturen, so genannte ,,spaghetti-meatball* Strukturen, und stellten dabei in Abhéangigkeit
des Lipid/DNA-Ladungsverhaltnisses Unterschiede in GroRe und Form der Aggregate fest.[’®
™I Den Einfluss des Lipid/DNA-Ladungsverhéltnisses auf die Komplexierung der DNA
untersuchten GERSHON et al. bereits 1993.%%! Durch Fluoreszenzuntersuchungen stellten sie
am Ladungsneutralpunkt eine vollstandige Maskierung der DNA fest und postulierten die
Verkapselung der DNA durch Lipidmolekile, wobei sie auf heterogene und dynamische
Lipoplexstrukturen in Abhédngigkeit des molaren Verhaltnisses von kationischem Lipid und
DNA hinwiesen. Auch andere Arbeitsgruppen konnten diese Beobachtungen bestéatigen und
beschrieben nach Erreichen des Ladungsneutralpunkts grofe Komplexstrukturen, welche sie
als multilamellare Lipidstrukturen, in denen die DNA vollstandig eingeschlossen vorliegt,
deuteten.’®! Diese These wurde erstmals 1997 von RADLER et al. experimentell bestatigt. 825!
Die Autoren wiesen mit Hilfe von Rontgenbeugungsexperimenten einen sandwichartigen
Einbau der DNA zwischen kationischen Doppellipidschichten nach und beobachteten
hochgeordnete, multilamellare Struktur mit alternierenden Lipiddoppelschichten und DNA-
Monoschichten (siehe Abb. 4, Bild A). Neben dieser lamellaren L,°-Phase wurden zwei
weitere Strukturen der Lipid/DNA-Komplexe durch Rdntgenbeugungsanalyse beschrieben.
Bei der invers hexagonalen H;°-Phase ist eine tubuldre Grundstruktur vorhanden in der die
DNA innerhalb inverser Lipidrohren angeordnet vorliegt. Dabei ordnen sich die tubuldren
Strukturen in einem hexagonalen Gitter an (Abb. 4, Bild B).[%
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Abb. 4: Schematische Darstellung von Lipid/DNA-Strukturent

In der hexagonalen H,°-Phase, welche erstmals von EWERT et al. 2006 beschrieben wurde,
bilden die Lipide stabférmige Mizellen in einem hexagonalen Gitter aus. Die DNA befindet
sich eingeschoben in den Zwischenrdumen dieses Gitters, was zur Ausbildung einer waben-
formigen Symmetrie fiihrt (Abb. 4, Bild C). Bevorzugt wird diese Phase von Lipiden mit
groRen dendritischen Kopfgruppen ausgebildet.’®® Umfangreiche Untersuchungen hinsicht-
lich der Transfektionsleistung verschiedener Lipid/DNA-Komplexe mit Bezug zu ihren phy-
sikochemischen Eigenschaften wurden in der Arbeit von EWERT et al. beschrieben.”!

Weiterhin ist bekannt, dass neben der Lipidmorphologie (der kationischen und neutralen Lip-
ide) und dem Konzentrationsverhaltnis zwischen Lipid und DNA auch weitere Faktoren die
resultierende Lipoplexgrofie und Struktur beeinflussen und sich zudem auf Homogenitét und
Stabilitat der Lipid/DNA-Komplexe auswirken. Zu nennen sind dabei u. a. die Zusammenset-
zung des Suspensionsmediums sowie dessen lonenstarke und Temperatur, weiterhin die Rei-
henfolge der Komponentenzugabe und die Inkubationszeit der Lipidformulierung mit dem
genetischen Material.®&* In zahlreichen Studien wurden daher neben der Ermittlung der
Transfektionseffizienz auch die PartikelgrofRe und die Oberflachenladung der Lipoplexe be-
stimmt. Dabei konnte am Ladungsneutralpunkt ein Absinken der Partikelstabilitat ermittelt
werden, was zur Aggregation und Ausfallung der Komplexe fihrte.® Bei Lipid-Uberschuss
wurden Lipoplexe mit einer positiven Gesamtladung ermittelt. Diese Situation begunstigt
nicht nur die Stabilitat der Partikel sondern ermdglicht zudem Wechselwirkungen mit Zell-

membranen und férdert somit die Aufnahme der Lipoplexe in die Zellen.®*!

1.2.4 Mechanismus und Barrieren der Lipofektion

Eine erfolgreiche Lipofektion setzt voraus, dass das gewtinschte genetische Material in aus-
reichend hohem Malie in die Zielzellen gelangt, dort freigesetzt und abgelesen wird. Daflr

muss der Gentransfervektor folgende Barrieren iberwinden (siehe Abb. 5):
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Abb. 5: Barrieren des nicht-viralen Gentransferst?!

Nach der Lipoplexpraparation und einer systemischen Applikation muss der Vektor als
1. Barriere die Blutbahn und das Retikuloendotheliale System fiir eine erfolgreiche Transfek-
tion des Zielgewebes, Uberwinden. Blutbestandteil werden, im nicht-viralen Gentransfer, hdu-
fig als grof3es Hindernis beschrieben und senken die Effizienz vieler kationischen Transfekti-
onssysteme.l®” Die Griinde liegen in unspezifischen Interaktionen der meist positiv geladenen
Lipoplexe mit verschiedenen Serumkomponenten (Albumine, Lipoproteine, Fibrinogene, He-
parine) durch elektrostatische Wechselwirkungen.®! Die Bindung von Plasmaproteinen an
der Lipoplexoberflache kann zur Bildung von Aggregaten fiihren, welche im Verlauf entwe-
der prézipitieren oder zerfallen. Somit gelangt die therapeutische DNA nicht in die Zielzelle.
Des Weiteren konnen die elektrostatischen Bindungen zwischen der DNA und den kationi-
schen Lipiden im Lipoplex geschwdacht werden, was eine vorzeitige Freisetzung der DNA aus
dem Komplex bewirken wiirde.®® Nach systemischer Applikation besteht weiterhin die Ge-
fahr, dass die Lipoplexe mit Blutbestandteilen wechselwirken und schnell Gber des RES aus
dem Blutkreislauf eliminiert werden.®”! Zur Erhdhung der Zirkulationszeit im Blut und zur
Minimierung unspezifischer Wechselwirkungen der Vektoren, wurden die Genfahren durch
Oberflachenmodifikationen unter Verwendung von Polyethylenglycol (PEG) veréndert. Diese
PEGylierten Lipoplexe zeichnen sich, aufgrund der abgeschirmten positiven Ladung, durch
eine verringerte Plasmaproteinbindung aus, wodurch diese Technologie auch als
,,Stealth*-Technologie bezeichnet wird.”®*! Nachteilig wirkte sich jedoch, analog zu dem

Polymer-vermittelten Gentransfer (siehe Kapitel 1.2.1), eine (mit der Oberflachenmodifikati-
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on verbundene) reduzierte Zellaufnahme der Lipoplexe und somit ein Absinken der biologi-
sche Aktivitat der Vektoren aus. Um die Spezifitat der Vektoren d.h. die Aufnahme dieser in
die Zielzellen zu erhéhen wurden spezifische Liganden kovalent an die Komplexe gebunden.
Diese Veranderung von Wirkstofftragern (Vesikel) ist in der Literatur unter dem Begriff
,Drug Targeting bekannt.*®? Das Ziel der Targetierung ist neben einer gesteigerten Auf-
nahme der Vesikel in die Zielzellen auch eine Reduktion von systemischen Toxizitaten durch
Senkung von unspezifischen Wechselwirkungen mit gesunden bzw. Nicht-Zielzellen. Insbe-
sondere fiir Tumore und bestimmte Organe (Leber) wurden bereits ligandengesteuerte, nicht-
virale Gentransfersysteme entwickelt. Als Liganden dienten dabei unter anderem: Antikorper
(RGF, HER-2), Folsaure, Transferin, RGD-Peptide, Lektine und Kohlenhydrate.[***1%4

Die Transfektionseffizienz der Vektoren sowohl in vitro als auch in vivo wird weiterhin von
der Wahl des Helferlipids beeinflusst. So erwies sich das Helferlipid DOPE im Vergleich zu
Cholesterol in In-vitro-Anwendung als sehr effizient. Im Gegensatz dazu sank die Transfekti-
onsrate bei Anwesenheit von Serum und bei der In-vivo-Anwendung stark ab. Als Grund
werden unspezifische Wechselwirkungen von DOPE mit Zellmembranen und Serumbestand-
teilen vermutet. Dies resultiert in einer verminderten Stabilitat der Lipoplexe vor Erreichen
des Zielgewebes und fuhrt somit zu einer frihzeitigen Freisetzung des genetischen Materials.
Cholesterol hingegen fordert die Bildung von lamellaren Lipoplexstrukturen und wirkt sich
daher stabilisierend auf die Lipoplexe aus. Dies erklart die besseren Aktivitat von Lipoplexen
mit Cholesterol als Helferlipid bei systemischer Anwendung im Vergleich zu DOPE.!%!

Nach dem Transport der Lipoplexe zum Zielgewebe muss als 2. Barriere die Plasmamemb-
ran von den Komplexen tberwunden werden. Dies erfordert zunéchst eine unspezifische In-
teraktion der Lipid/DNA-Komplexe mit der Zellmembran. Lipoplexe mit einer positiven Net-
toladung, entsprechend einem Lipid/DNA-Ladungsverhéltnis von > 1, kdnnen dabei starker
mit negativen Membranbestandteilen (z.B. Proteoglykanen) interagieren und werden im All-
gemeinen in einem héheren Mal? als Lipoplexe mit einer negativen Gesamtladung in die Zel-
len aufgenommen.™ Die Erhohung der positiven Gesamtladung der Vesikel ist jedoch héu-
fig durch die damit verbundene steigende Zytotoxizitat limitiert.%2"]

Der Hauptaufnahmemechanismus der Lipoplexe ist nach derzeitigem Stand der Forschung die
Endozytose. Die verschieden endozytotischen Wege sind in Abb. 6 zusammengefasst. Ur-
spriingliche Auffassungen, dass das Einschleusen in die Zellen hauptsachlich durch Memb-
ranfusionsvorgénge (Verschmelzung von Plasmamembran und Liposomen) erfolgt, wurden

durch zahlreiche Untersuchungen wiederlegt.

14



Einleitung
Endozytose

Pinozytose Phagozytose

Clathrin vermittelt Clathrin unabhangig

Caveolae vermittelt i un(} Ce.lveolae Makropinozytose
unabhéngig

Abb. 6: Klassifikation verschiedener Endozytosewege, modifiziert nach SAHAY et al.['*®!

So wiesen elektronen- und fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen nach Internalisierung
der Lipoplexe intrazelluldre Vesikelabschniirungen unterhalb der Zellmembran nach.! %! Wei-
tere Nachweise der Lipoplexaufnahme via Endozytose konnten durch Co-Lokalisations-
studien mit endosomalen Markern erbracht werden.!"*% Aber auch Studien zur Inhibition der
Endozytose (chemisch induziert als auch durch Temperaturabsenkung bewirkte Inhibition)
unterstiitzen die Auffassung der endozytotischen Aufnahme.™ ™! Fiir den Lipid-ver-
mittelten Gentransfer wird der Clathrin-abhéngigen Endozytose die gréfite Bedeutung zuge-
schrieben, gefolgt von der Caveolae-vermittelten Endozytose.l****'*] Der Aufnahmeweg ist
dabei stark von der Partikelgrélie abhangig. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von
REJMAN et al. zeigten dazu, dass Partikel mit einer GroRe unter 200 nm vermehrt Gber Clath-
rin-vermittelte und Partikel ab einer GroRe von 500 nm durch Caveolae abhéngige Endozytose
internalisiert wurden. !

Nach erfolgreicher endozytotischer Aufnahme der Lipoplexe missen diese als 3. Barriere der
Lipofektion das Endosom wieder verlassen. Dieser Schritt sollte schnell erfolgen, da die
Verschmelzung mit dem Lysosom und die damit verbundene pH-Wert Absenkung zur
Aktivierung von abbauenden Enzymen und somit zur Degradation der DNA flhren kann.
Eine ineffektive Freisetzung aus dem Endosom wird als eines der kritischsten Faktoren beim
nicht-viralen Gentransfer verstanden. Somit stellt das Endosom eine der Hauptbarrieren fiir
die Gentransfektion dar. In der Literatur werden verschiedene Mechanismen der endosomalen
Freisetzung diskutiert. Ein von ZELPHATI und SzOKA postulierter Mechanismus der
Oligonukleotidfreisetzung basiert auf elektrostatischer Interaktion zwischen den kationischen
Lipiden der Lipoplexe und den anionischen Phospholipiden der Endosomenmembran. Dieser
Wechselwirkung geht einem, vom Lipoplex induzierten, Ubergang (Flip Flop) anionischer
Lipide von der duBeren Seite der Endosomenmembran auf die innere Seite voran.

AnschlieBend fuhrt die Wechselwirkung zwischen kationischen und anionischen Lipiden
15
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durch Verénderungen des Lipidphasenverhaltens zur Porenbildung in der Endosomen-
membran.!'" Weiterhin wird durch die Wechselwirkung der anionischen Lipide mit dem
Lipoplex die Dissoziation der DNA vom Komplex und somit deren Freisetzung ins
Zytoplasma erleichtert (siehe Abb. 7).! Die Interaktion der kationischen Lipide mit der
Endosomenmembran, ausgeldst durch elektrostatische Wechselwirkungen, eine anschlieRende
Fusion der Kkationischen Lipide mit der

. . et rtacer g §  zwiterionisches Lipid
Endosomenmembran, sowie eine Poren- 1. FORIR g, § meciog
mmm VWA Plasmid-DNA

bildung zur Freisetzung des genetischen Ma-
terials wurde auch von anderen Arbeits-
gruppen als Freisetzungsmechanismus disku-
tiert. 819 Weiterhin  werden membran-
destabilisierende und fusogene Eigenschaften
von Helferlipiden genutzt um die endosomale
Freisetzung des genetischen Materials zu ver-

bessern.®*2% So wurde in vitro eine erhohte

Transfektionseffizienz bei der Verwendung Abb. 7: Schematische Darstellung der endozy-
totischen Aufnahme und Freisetzung von pDNA

von DOPE als Helferlipid im Vergleich zu modifiziert nach Xu et al.. 1. elektrostatische
. o Interaktion der Lipoplexe mit der Zellmembran; 2.

Cholesterol  ermittelt. Das Phospholipid Endozytose 3. Destabilisierung der Endosomen-

membran durch den Lipoplex, Flip-Flop der anio-
nischen Lipide; 4. Dissoziation der pDNA vom

Phasenumwandlung von lamellarer zu invers- Komplex und Freisetzung ins Zytoplasma'

hexagonaler Phase.*?!! Die Verwendung von

DOPE unterliegt einer pH-Wert abhangigen

DOPE als Helferlipid bewirkt somit eine kolloidale Instabilitat der Lipoplexe und erleichtert
Wechselwirkungen zwischen den Lipiden des Vektors und der Endosomenmembran.[*??
Mischungen von kationischen Lipiden mit Cholesterol hingegen bilden, wie bereits erwahnt,
lamellare Strukturen, was sich stabilisierend auf die Lipoplexstruktur auswirkt. Dies er-
schwert jedoch die Freisetzung des genetischen Materials aus dem Komplex.

Um die Freisetzung des genetischen Materials aus dem Komplex zu erleichtern wurden pH-
sensitive Lipide entwickelt.®” Die dabei verwendeten Lipide weisen saurelabile Bindungen
und funktionelle Gruppen, wie Vinylether, Ketale/Acetale oder Orthoester, auf.l**?%! Diese
Gruppen bewirken, ausgeldst durch die pH-Wert Absenkung im Endosom, einen Lipidbin-
dungsbruch. Durch diesen Vorgang wird moglicherweise die Lipoplexstruktur gestort und
somit eine effektivere Freisetzung des genetischen Materials ermoglicht.!*?!

Nach erfolgreicher Freisetzung aus dem Endosom muss das genetische Material als letz-

te Barrieren das Zytoplasma und die Kernmembran fiir einen stabilen Einbau in das Genom
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uberwinden. Bisher ist Uber den Zustand der DNA nach der Freisetzung aus dem Endosom
und dem Weg bis zur Kernmembran nur wenig bekannt.®! VVermutet werden sowohl frei
vorliegende als auch noch am Vektor gebundene sowie verdichtete DNA-Molekiile.[*271%8]
Weiterhin sollte ein schneller Transport der Nukleinsduren zum Kern erfolgen, da unge-
schiitzte DNA im Zytosol schnell durch die dort vorhandenen Nukleasen abgebaut wird. Fur
die Internalisierung in den Zellkern muss die DNA die Kernmembran Gberwinden, welche aus
zwei Membranen besteht und flr den Stofftransport mit zahlreichen Kernporenkomplexen
durchsetzt ist. Der passive Transport durch die Kernporen (Durchmesser von 9 nm) ist jedoch
groRenlimitiert und erlaubt lediglich die Passage von Molekiilen bis zu 60 kDa. GroRere Mo-
lekile bendtigen aktive Transportmechanismen. Hierfur stehen spezielle Transportproteine
(Importine) zur Verfligung, welche die Proteine ber Kernlokalisationssignale erkennen und
diese unter Energieverbrauch durch die Pore in den Zellkern transportieren.[?® Die Kernloka-
lisationssequenzen werden genutzt um die Effektivitat von nicht-viralen Genfahren zu erho-
hen, indem sie entweder direkt an das genetische Material oder an den Vektor gebunden wer-
den.%131 weiterhin wird die Uberwindung der Kernmembran wahrend der Mitose eine gro-
Re Bedeutung zugesprochen.™? Der Einfluss des Zellzykluses auf die Transfektionseffizienz
konnte von verschiedenen Forschungsgruppen festgestellt werden. Sie ermittelten in mitotisch
aktiven Zellen eine hohere Transfektionsrate als bei Zellen welche sich in die G- oder S-Phase
befanden und konnten dadurch zellspezifische Transfektionsunterschiede zwischen schnell
und langsam proliferierenden Geweben erklaren.['*3%] Dieser Sachverhalt kann méglicher-
weise fur eine Targetierung von Tumorzellen ausgenutzt werden um spezifisch schnell teilen-

de Zellen zu transfizieren.[*%]
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1.3 Zielstellung der Arbeit

Trotz der umfangreichen Bemihungen und der zahlreich entwickelten Vektoren konnte bis
zum heutigen Tag kein Gentransfersystem etabliert werden, welches alle Anforderungen fir
eine sichere und effiziente Gentherapie erfillt.

In Ankniipfung an vorangegangene Arbeiten,*?>**®! hat die vorliegende Dissertation das Ziel
neue kationische Lipide auf ihre Transfektionseffizienz und Zytotoxizitat am Zellkultur-
modell zu untersuchen. Die zur Verfugung gestellten Lipide basieren entweder auf a-ver-
zweigten Fettsaureamiden oder auf 2,2'-alkylierten 1,8-Octandisduren (Gemini-Lipide). Die
Substanzen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Kopfgruppenstruktur, des Spacers oder der
Kohlenwasserstoffkette und werden zur Bildung der Lipidformulierungen mit zwei verschie-
denen Helferlipiden (DOPE oder Cholesterol) in unterschiedlichen molaren Verhéltnissen
kombiniert. Die Ermittlung der Transfektionseffizienz erfolgt mit dem Reportergen fir
B-Galactosidase in unterschiedlichen (+/-)-Ladungsverhéltnissen an den Zelllinien Hep-G2,
COS-7 und A549. Um die Effizienz der neuartigen Vektoren beurteilen zu kénnen sollen die
ermittelten Ergebnisse mit dem kommerziell erhéltlichen, nicht viralen Gentransfervektor
Lipofectamine™ verglichen werden. Um den Einfluss von Serumbestandteilen auf die
Transfektion der neuen Vektoren zu untersuchen sollen weiterhin Transfektionsversuche ohne
serumfreies Inkubationsintervall erfolgen.

Ferner besteht die Aufgabe die Lipid- und Lipoplexformulierungen hinsichtlich ihrer Parti-
kelgroRe und PartikelgrofRenverteilung zu charakterisieren. Zu Aufklarung von Lipoplexstruk-
turen bei verschiedenen (+/-)-Ladungsverhéltnissen soll zudem représentativ eine Lipidformu-
lierung neben der Bestimmung der z-Average-Werten auch mittels der Transmissionselektro-
nenmikroskopie (TEM) untersucht werden und den erhaltenen Ergebnissen der photonenkor-
relationsspektroskopischen (PCS)-Messung gegenubergestellt werden.

Neben dem Screening der Vektorsysteme auf Transfektionseffizienz und Zytotoxizitét, sowie
die Ermittlung von Struktur-Wirkungsbeziehungen aus den Ergebnissen, galt es weiterhin
fluoreszenzmikroskopische Zellkulturuntersuchungen zur Aufnahme der Lipoplexe und zur
Lokalisation der Lipid/DNA-Aggregate in den Zellen vorzunehmen. Die hieraus gewonnen

Erkenntnisse sollen zur Aufklarung von intrazelluléren VVorgéngen der Lipofektion beitragen.
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2 Materialien

2.1 Lipide

2.1.1 Neuartige kationische Lipide

Die in dieser Arbeit verwendeten neuartigen kationischen Lipide stellen amphiphile Verbin-
dungen, bestehend aus einem hydrophilen Molekulteil, welcher iber einen Spacer mit dem
hydrophoben Molekilbereich verbunden ist, dar. Die Lipide wurden von Herrn Dr. I. Schulze
und Frau Dr. M. Folz Institut fur Pharmazie, MLU, Halle-Wittenberg synthetisiert.!**® Die
Synthese erfolgte ausgehend vom Malonsaurediethylester, welcher durch symmetrische oder
unsymmetrische Bisalkylierung mit anschlieBender Verseifung und Decarboxylierung in die
entsprechenden verzweigten Fettsauren und 2,2'-alkylierten 1,8-Octandisauren (Gemini-
Lipide) tiberfilhrt wurde. Uber eine anschlieRende Amidkniipfung mit verschiedenen Aminen
konnten unterschiedliche kationische Kopfstrukturen erhalten werden. Als Spacer fungierten
Ethylendiamin, Putrescin und Tris(2-aminoethyl)amin. Zur Untersuchung von Struk-
tur-Wirkungsbeziehungen wurden einerseits die Kettenldngen des lipophilen Molekulbereichs
variiert und andererseits die Anzahl der Aminofunktionen im kationischen Kopfbereich durch
Einflhrung von Lysin bzw. entsprechender Di- oder Tripeptide erhoht (siehe Tab. 2). Um
maogliche Toxizitatsprobleme von vornherein zu minimieren, basieren die verwendeten Struk-
turen auf naturlich vorkommenden Untereinheiten, wie Fettsduren und a-Aminosauren (Gly-
cin und Lysin). Eine Amidbindung als Kopplungselement zwischen den einzelnen Lipidbau-
steinen wurde aus zweierlei Griinden gewahlt: Zum einen ist diese Bindung hydrolysestabiler
als Esterbindungen und zum anderen enzymatisch spaltbar, wodurch ein biologischer Abbau

ermoglichen werden kann.[**

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten neuen kationischen Lipide

IUPAC Name Abklrzung
2-Dodecyltetradecansaure-(2-aminoethyl)amid E12
2-Dodecyltetradecansaure-[2-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino- El12Lys
ethyllamid

2-Tetradecylhexadecansaure-(2-aminoethyl)amid El4
2-Tetradecyloctadecansédure-(2-aminoethyl)amid E14/16
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IUPAC Name Abktirzung
2-Tetradecyloctadecanséaure-[2-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino- E14/16Lys
ethyl]Jamid

2-Tetradecylhexadecansaure-(2-{[2-(2,6diamino-1-oxohex-1-yl)- E14GlyLys
amino]-1-oxohex-1-yl}aminoethyl)amid
2-Tetradecylhexadecansdure-[2-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino- El4Lys
ethyllamid

2-Tetradecylhexadecansaure-(2-{2,6-[bis-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)]- El4trisLys
diamino-1-oxohex-1-yl}aminoethyl)amid
2-Hexadecyloctadecansédure-(2-aminoethyl)amid E16
2-Hexadecyloctadecanséure-(2-{[2-(2,6-diamino-1-oxohexyl)amino]-1- E16GlyLys
oxohex-1-yl}aminoethyl)amid
2-Hexadecyloctadecansédure-[2-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino- E16Lys
ethyllamid

2,7-Ditetradecyloctandisdure-bis-[2,2’-bis-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)- Gl4diLys
aminoethylJamid
2,7-Dihexadecyloctandisdure-bis-[2,2’-bis-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)- Gl6diLys
aminoethyl]Jamid

2-Tetradecylhexadecansaure-(4-{6-[(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)- P14diLys
amino]-2-amino-1-oxohex-1-yl}aminobutyl)amid
2-Tetradecylhexadecansaure-(4-{[2-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino]- P14GlyLys
1-oxohex-1-yl}aminobutyl)amid
2-Tetradecylhexadecansaure-[4-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino- P14Lys
butyl]amid

2-Hexadecyloctadecansédure-(4-{[2-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino]- P16GlyLys
1-oxohex-1-yl}aminobutyl)amid
2-Hexadecyloctadecansédure-[4-(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino- P16Lys
butyl]amid

2-Dodecyltetradecansaure-[2-bis(2-aminoethyl)aminoethyl]amid T12
2-Dodecyltetradecanséure-(bis{2-[(2,6-diamino-1-oxohexyl)aminoethyl]}- | T12diLys
aminoethyl)amid

2-Tetradecylhexadecansaure-[2-bis(2-aminoethyl)aminoethyl]amid T14
2-Tetradecyloctadecanséure-[2-bis(2-aminoethyl)aminoethyl]amid T14/16
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IUPAC Name Abktirzung

2-Tetradecyloctadecanséure-(bis{2-[(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino- T14/16diLys
ethyl]}aminoethyl)amid

2-Tetradecylhexadecansaure-(bis{2-[(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino- T14diLys
ethyl]}aminoethyl)amid

2-Hexadecyloctadecansédure-[2-bis(2-aminoethyl)aminoethyl]amid T16

2-Hexadecyloctadecanséure-(bis{2-[(2,6-diamino-1-oxohex-1-yl)amino- T16diLys
ethyl]}aminoethyl)amid

2.1.2 Kommerziell erworbene Lipide

Tab. 3: Ubersicht kommerziell erworbener Lipide

Bezeichnung Bezugsquelle

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (DOPE)

. RG) .
(>98%) Sigma-Aldrich™ (St. Louis)

Cholesterol (95%) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

2.2  Zelllinien und deren Kulturbedingungen

A549

Diese Zellen wurden 1972 aus einem Lungenkarzinom eines 58 Jahre alten Mannes isoliert.
Es handelt sich dabei um eine adhéarent als Monolayer wachsende Zelllinie mit einer Verdopp-
lungszeit von 40h (DSMZ Nr.: ACC 107). In ihrer Morphologie zeigen die A549 Zellen
epitheliale Eigenschaften von Typ Il Alveolarzellen und sind in der Lage oberflachenaktive
Substanzen, wie Lecithin, zu sezernieren.?®! Die Kultivierung erfolgte in DMEM (4,5¢/I
Glucose) mit oder ohne Phenolrot unter Zusatz von 2mM Glutamin, 50 pg/ml Gentamycin
und 10% Serum. Die Zellen wurden 2-mal wochentlich passagiert und aller 2 bis 3 Tag mit
frischem Medium versehen. Fir die Zellversuche wurden in der Regel Passagen zwischen P10
und P40 verwendet.

COS-7

Die Ursprungszellen (CV-1 Zellen) fur diese Kultur stammen aus dem Nierengewebe Griiner
Meerkatzen. Diese wurden 1980 stabil mit einer Mutante des SV40-Virus transformiert.l**"!

Die Zellen wachsen fibroblastenartig als Monolayer mit einer Verdopplungszeit von 35-48h
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(DSMZ Nr.: ACC 60). Die Kultivierung erfolgte in DMEM (4,59/1 Glucose) mit oder ohne
Phenolrot unter Zusatz von 2mM Glutamin, 50 pg/ml Gentamycin und 10% Serum. Die Zel-
len wurden 2-mal wdchentlich passagiert und aller 2 bis 3 Tag mit frischem Medium verse-
hen. Fur die Zellversuche wurden in der Regel Passagen zwischen P20 und P50 verwendet.
Hep-G2

Die Hep-G2 Zellen wurden von einem 15 jahrigen argentinischen Jungen mit hepatozelluléren
Karzinom im Jahr 1975 isoliert. Sie sezernierten «o-1-Fetoprotein, Transferrin,
a-1-Antichymotrypsin, Haptoglobin, Ceruloplasmin, Plasminogen, Komplementfaktoren (C3,
C4), C3-Activtor, Fibrinogen, Saures-a-1-Glykoprotein, a-2-HS-Glykoproteine, B-Lipo-
proteine sowie Retinol-bindende Proteine X404

Die Zellen wachsen epithelialartig als Monolayer und in kleinen Aggregaten bei einer Ver-
dopplungszeit von 50 bis 60h (DSMZ Nr.: ACC 180). Die Kultivierung dieser Zelllinie er-
folgte in MEM (mit Earl’s Salzen) mit oder ohne Phenolrot unter Zusatz von 2mM Glutamin,
50 pg/ml Gentamycin, 10mM MEM nicht essentielle Aminosduren, Natriumpyruvat in einer
Arbeitskonzentration von 1mM und 10% Serum. Die Zellen wurden einmal wdchentlich
passagiert und aller 2 bis 3 Tag mit frischem Medium versehen. Fir die Zellversuche wurden

in der Regel Passagen zwischen P5 und P40 verwendet.

2.3  Plasmid-Vektoren

pCMV-SPORT-fBgal
Die Transfektionsuntersuchungen erfolgten mit dem Plasmid pCMV-SPORT-Bgal (Invitro-

gen™, siehe Abb. 8). Dieser mit dem CMV-Promotor ausgestattete Expressionsvektor mit
einer GroRe von 7853 Basenpaaren enthalt das LacZ-Gen aus dem Lac-Operon von E.coli,
welches als Not | Fragment in das Plasmid pCMV-SPORT1 kloniert wurde und fur das En-
zym [-Galactosidase kodiert. Als Selektionsmarker in E.coli besitzt es ein Resistenzgen fur
Ampicillin. Diese pDNA wird haufig als Expressionsvektor fir Transfektionsuntersuchungen

verwendet.[*4?]
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Abb. 8: Plasmid pCMV-SPORT-BGal, schematisch™*’!

pEGFP-C2
Das Plasmid pEGFP-C2 (Clontech®, siehe Abb. 9), mit einer GroRe von 4700 Basenpaaren,

wurde flr Transfektionsuntersuchungen zum stabilen Einbau der pDNA verwendet. Der eben-
falls mit einem CMV-Promotor ausgestattete Expressionsvektor kodiert fir eine ,,red-shift
Variante des Wildtyp GFP (Grun fluoreszierendes Protein) mit einem Anregungsmaximum
von 488nm und einem Emissionsmaximum bei 507 nm.[4*1%¢] Des Weiteren enthalt der Vek-
tor eine Neomycin/Kanamycin Resistenzkassette, welche die Selektion sowohl in Bakterien
mittels Kanamycin als auch in eukaryotischen Zellen mit dem Antibiotikum Geneticin (G418)
ermoglicht. Geneticin gehort zur Gruppe der Aminoglycoside und hemmt die Proteinbiosyn-
these der Eukaryoten durch Bindung an 80S-Ribosomen.™" % Das Resistenzgen im Plasmid
kodiert fur die Aminoglykosid-Phosphotransferase, welche das Geneticin an der Hydroxyg-
ruppe phosphoryliert, damit inaktiviert und zur Selektion stabil transfizierter eukaryotischer
Zellen Anwendung findet,!*4%2%]
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Abb. 9: Plasmid pEGFP-C2, schematisch!**!

2.4  Puffer und Lésungen

Tab. 4: Ubersicht verwendeter Puffer und Losungen

Bezeichnung Herstellungshinweise / Lage-

Substanzen Einwaage

(Verwendung) rung
Formaldehyd (30%) 6,67 ml
10 x Fixierlésung | Glutaraldehyd (25%) 0,8ml Lagerung -20°C
PBS ad 100 ml
ONPG 1,339
2x Assay Puffer | Mercaptoethanol 7,81 ml
Lagerung -20°C
(ONPG-Assay) MgCl, (0,2 M) 1ml

Phosphatpuffer pH 7,3 ad 11

icilli Ampicillin 1
Ampicillin p _ 9 Lagerung +4°C
Stammldsung Aqua bidest ad 10ml
EDTA Lo EDTA 186,2

osung ] : Lagerung +4°C
05M Aqua bidest ad 11
Glucoselgsung | Glucose 369 Lagerung +4°C
2M Aqua bidest ad 10 ml
o Trypton 109 pH 7,5 mit 5M NaOH eingestellt
- ar -
g Hefeextrakt 5g autoklaviert

nach Abkuhlen (40-50°C) Zusatz
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Bezeichnung

Herstellungshinweise / Lage-

(Verwendung) Substanzen Einwaage rung
NaCl 109 von Ampicillin (100 pug/ml) oder
Agar 15¢ Kanamycin (30 pg/ml)
Aqua bidest ad 11 In;r?gz;é;r;sstsgrl]asenfrel in Petrischa-
Lagerung +4°C
pH 7,5 mit 5M NaOH eingestellt
Trypton 109 anschlieRend autoklaviert
L B-Medium Hefeextrakt 59 nach Abkiihlen (40-50°C) Zusatz
NaCl 109 von Ampicillin (100 pug/ml) oder
Agua bidest ad 11 Kanamycin (30 ug/ml)
Lagerung +4°C
BCA 109
Na,COs3 209 ) )
Losung A NaOH 4g Etlzu%tl,ZS mit 5M NaOH einge-
(BCA-Assay) Natriumtartrat 1,69 Lagerung -20°C
NaHCO; 9,5¢
Agqua bidest adll
Losung B CuSOq 409
) Lagerung -20°C
(BCA-Assay) Agua bidest adll
) CHAPS 3,075¢
Lysis-Puffer
HEPES Puffer (1 M) 50ml Lagerung -20°C
(ONPG-Assay) )
Agqua bidest ad 11
MgSO, 3,029
MgSO4/MgC|2 o
Losung 1M MqgCl, 2,469 Lagerung +4°C
Aqgua bidest ad 10ml
SDS 100
J Lagerung +4°C
MTT Lyse-Puffer | DMSO 750 ml
Essigsaure 250 ml
MTT Stammls- | MTT 59 Lagerung -20°C
sung PBS ad 11
Na,HPO, Losung | NazHPO4 33,339 Lagerung +4°C
0,23M Aqua bidest ad 11
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Bezeichnung

Herstellungshinweise / Lage-

(Verwendung) Substanzen Einwaage rung
. Losung anschliel3end sterilfil-
NaCH;COO Lo- | Natriumacetat 0,829 trierter?
sung 3M i
g Agqua bidest ad 10ml Lagerung +4°C
5 NaCl 5,84
NaCl Lésung _ 9 Lagerung +4°C
0,1M Aqua bidest ad 11
) NaCl 58,49
NaCl Losung 1M ) Lagerung +4°C
Agqua bidest ad 11
NaH,PO, Losung | NaH2PO,4 22,469 Lagerung +4°C
0,19M Aqua bidest ad 11
Phosphatpuffer NaH»PO4 Losung 280ml Lagerung +4°C
pH 7,302 M Na,HPO, L6sung 720ml
T 20 pH 7,5 mit 5M NaOH eingestellt
rypton
P J autoklaviert
Hefeextrakt 59 ) e
) Zusatz von 10 ml einer sterilfil-
SOC-Medium NaCl 0,69 trierten 1M MgSO4/MgCl, Lo-
KCI 0,29 sung und 10ml einer 2M Glu-
. coseldésung
Agqua bidest ad 11
Lagerung +4°C
5 Na,CO 106
Stopplosung 2 J Lagerung -20°C
(ONPG-Assay) | Aqua bidest ad 11
Tris-Base 2424 . . .
TAE Puffer . pH 8,4 mit Essigsaure eingestellt
Eisessig 57,1ml
(50x) pH 8,4 Lagerung RT
EDTA05M 200ml
Tris (Base) (1 M) 10ml pH 8,0 mit 1 M HCI eingestellt
NaCl (0,1 M) 50ml autoklaviert
TE-Puffer
EDTA (0,1M) 1ml Lagerung +4°C
Agua bidest ad 11
Tris-HCI 1M Tris-HCI 121,149 | pH 7,4 mit 0,2M HCI eingestellt
pH 7,4 Aqua bidest ad 11 Lagerung +4°C

milliQ-Wasser

aus Reinstwasseranlage
Lagerung +4°C
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2.5  Zellkulturmedien und Supplements

Tab. 5: Ubersicht verwendeter Zellkulturmedien und Supplements

Methoden

Bezeichnung

Bezugsquelle

DMEM ohne Phenolrot (weiles DMEM-Medium)

Gibco® (Darmstadt)

DMEM mit Phenolrot

Gibco® (Darmstadt)

DMSO (steril)

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

FBS (Serum)

PAA Laboratories GmbH (Colbe)

G418-disulfat Losung 50 mg/ml (Geneticin® Disulfat-
16sung)

AppliChem GmbH (Darmstadt)

Gentamycin Losung 10 mg/ml

PAA Laboratories GmbH (Colbe)

Gentamycin-Glutamin Losung

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

L-Glutamin Lésung 200 mM

PAA Laboratories GmbH (Cdlbe)

MEM mit Earl’s Salzen ohne Phenolrot (weil3es
MEM-Medium)

PAA Laboratories GmbH (Cdélbe)

MEM mit Earl’s Salzen und Phenolrot

PAA Laboratories GmbH (Colbe)

MEM nicht essentielle Aminosdure Lésung 10mM

PAA Laboratories GmbH (Cdélbe)

Natriumpyruvat Lésung 100 mM

PAA Laboratories GmbH (Colbe)

PBS (ohne Ca?*/Mg?")

PAA Laboratories GmbH (Cdlbe)

Trypsin-EDTA Losung (0,05% Trypsin / 0,02%
EDTA)

PAA Laboratories GmbH (Cdolbe)

2.6 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 6: Ubersicht verwendeter Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Agar ICN Biomedicals (Eschwege)
Agarose Promega® (Mannheim)
Ampicillin ICN Biomedicals (Eschwege)

Aquatex® Einbettungsmedium

Merck™ (Darmstadt)
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Bezeichnung

Bezugsquelle

Bakterienstamm DH5a™

Invitrogen™ (Darmstadt)

BCA

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

BSA

Fluka Biochemika (St. Louis)

Casy®ton-Lésung

Roche Diagnostics Deutschland
GmbH (Mannheim)

CHAPS

MP Biomedicals (Eschwege)

CHCl; (Uvasol®)

Merck™ (Darmstadt)

CuSO, (wasserfrei)

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

DMSO

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

DNA Leiter 1kb

Promega® (Mannheim)

EDTA

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

Essigsaure 100%

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Ethanol (G Chromasolv®)

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

Ethidiumbromid-Ldsung 10 mg/ml

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

Formaldehyd-Ldsung 30%

Grissing GmbH (Filsum)

Glucose

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

Glutaraldehyd 25%

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Glycerol 86 — 88%

KMF Laborchemie GmbH

Hefeextrakt

ICN Biomedicals (Eschwege)

HEPES Puffer 1M

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

Immersol™ 518F

Merck™ (Darmstadt)

Isopropanol Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Kanamycin Fluka Biochemika (St. Louis)
KCI ICN Biomedicals (Eschwege)

Ladepuffer flr Gelelektrophorese

Promega® (Mannheim)
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Bezeichnung

Bezugsquelle

Lipofectamine™ Reagenz

Invitrogen™ (Darmstadt)

Methanol (Uvasol®)

Merck™ (Darmstadt)

MgCl,x6 H,0

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

MgSO,

ICN Biomedicals (Eschwege)

MTT Reagenz

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

Na,COs3 Sigma-Aldrich® (St. Louis)
Na,HPO, Sigma-Aldrich® (St. Louis)
NaCl ICN Biomedicals (Eschwege)
NaHCO; Sigma-Aldrich® (St. Louis)
NaH,PO, Sigma-Aldrich® (St. Louis)

Natriumhydroxid reinst

Grussing GmbH (Filsum)

Natriumtartrat

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

ONPG Sigma-Aldrich® (St. Louis)
SDS Sigma-Aldrich® (St. Louis)
Tris-Base Sigma-Aldrich® (St. Louis)
Trypton ICN Biomedicals (Eschwege)

WGA, Alexa Fluor® 633 Konjugat

Invitrogen™ (Darmstadt)

YOYO®-1 Jodid 1mM in DMSO

Invitrogen™ (Darmstadt)

B-Galactosidase

Sigma-Aldrich® (St. Louis)

29



2.7 Kommerziell erhaltlich Kits

Tab. 7: Ubersicht verwendeter Kits

Methoden

Bezeichnung

Bezugsquelle

Label IT® Fluorescein Labeling Kit Trial Size

Mirus (Madison)

QIAfilter® Plasmid Mega Kit

Qiagen (Hilden)

QIAfilter® Plasmid Giga Kit

Qiagen, (Hilden)

2.8  Gerate und Verbrauchsmittel

Tab. 8: Ubersicht verwendeter Geréate

Gerate

Hersteller

Analysenwaage Typ MC5-0CE

Sartorius (Gottingen)

Autoklav GVA 460

Fritz Gossner GmbH & Co. KG,
(Hamburg)

Brutschrank Hera 150

Heraeus Laborgerate (Zurich)

Eppendorf Research® Pro Pipetten

Eppendorf (Hamburg)

Gelelektrophorese Blue Maxime 200 mit Blue Power

500

Serva Electrophoresis (Heidelberg)

konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) 710

Carl Zeiss Jena (Jena)

Kihlzentrifuge Centrifuge 5804R

Eppendorf (Hamburg)

Magnetrihrer Variomag

H+P Labortechnik (Oberschlei3-
heim)

Mikroskop Axiovert 25

Carl Zeiss Jena (Jena)

Mikrotiterplatten-Photometer:
POLARstar Galaxy
FLUOstar OPTIMA

BMG Labtechnologies (Offenburg)

pH Meter inoLab pH Level 1

WTW (Weilheim)

Photometer Ultrospec 2000

Amersham Biosciences Europe
GmbH (Freiburg)

Pipettierhilfe Accu-jet®

Brand (Wertheim)
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Gerate

Hersteller

Préazisionswaage BP 2215

Sartorius (Gottingen)

Schittler Titramax 1000

Heidolph (Kehlheim)

Thermomixer comfort

Eppendorf (Hamburg)

Ultraschallbad Transonic T 660/H

Elma (Singen)

Vakuumpumpe Typ 120002 (Zellkultur)

VEB Reglerwerk (Dresden)

Vakuumrotationsverdampfer Rotavapor R114

Buchi Labortechnik (Flawil)

Vortexer MS2 und MS3 Minishaker

IKA Works Inc. (Wilmington)

Wasserbad GFL® Typ 1092

Gesellschaft fiur Labortechnik
(Burgwedel)

Reinstwasseranlage TKA (Thermo Fischer): TKA
Pacific, TKA x-(Al)-Dispenser

Thermo Electron LED GmbH (Nie-
derelbert)

Zellzahlgerat CASY®-1 Modell TT,

Schérfe System (Reutlingen)

Zetasizer Nano-ZS (,,Red badge®)

Malvern (Herrenberg)

Tab. 9: Ubersicht verwendeter Verbrauchsmittel

Verbrauchsmittel

Bezugsquelle

Sterilfilter Celluloseacetat (0,2 um)

VWR International GmbH (Darm-
stadt)

Deckgléser (18 x 18 mm)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Objekttréger (76 x 26 mm)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Einmalpipette 10, 25, 50 ml

Greiner Bio One GmbH (Fricken-
hausen)

Einmalkivetten (Polystyrol, Schichtdicke = 10 mm)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Impfosen

Greiner Bio One GmbH (Fricken-
hausen)

Pasteurpipetten

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Petrischalen 94 mm

Greiner Bio One GmbH (Fricken-
hausen)

31



Methoden

Verbrauchsmittel

Bezugsquelle

Pipettenspitzen 10, 200, 300, 1000, 5000 pl

VWR International GmbH (Darm-
stadt)

Polypropylen-Réhrchen 15, 50 ml

Greiner Bio One GmbH (Fricken-
hausen)

ReaktionsgefaRe 0,5, 1,5, 2ml

VWR International GmbH (Darm-
stadt)

Rotilabo® Spritzenfilter steril

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Spritzen 5ml ohne Kaniile

VWR International GmbH (Darm-
stadt)

Sterilisationsklebeband

VWR International GmbH (Darm-
stadt)

Zellkulturflasche 25, 75cm?

Greiner Bio One GmbH (Fricken-
hausen)

Zellkulturplatte 6, 24, 96 Well

Greiner Bio One GmbH (Fricken-
hausen)

Zellkulturplatte 96 Well U-Form

Greiner Bio One GmbH (Fricken-
hausen)

gefaltete Kapillarzelle (Probenvolumen 750 pl)

Malvern (Herrenberg)

32



3 Methoden

3.1 Liposomenpraparation

Die zu untersuchenden Lipide wurden in Chloroform oder einer Mischung aus Chloroform
und Methanol im Verhéltnis 1/1 (V/V) gel6st. Die Lipidstammldsung wies eine Konzentration
von 2mg/ml auf. Zur Herstellung der Liposomendispersion wurden die entsprechenden Vo-
lumina an Transfektionslipidstammldsung und der Helferlipidstammldsung in ein Mikrorea-
genzglas Uberflhrt und gut, mit Hilfe des Vortexers, durchmischt. Anschliefend wurde das
Losungsmittel bei 37°C am Vakuumrotationsverdampfer abgezogen und der resultierende
Lipidfilm flr zwei Stunden im Vakuum (< 15mbar) bei 37°C getrocknet. Die Hydratisierung
des Lipidfilmes erfolgte mit milliQ-Wasser, welches kurz zuvor sterilfiltriert wurde (Poren-
grofe: 0,22 um). Der Lipidfilm wurde fir 15min auf dem Wasserbad bei 37°C quellen gelas-
sen und anschlieBend fur eine Minute gevortext. Danach wurde der Film im Ultraschallbad
bei 37°C in der Regel fir 2 bis 3 Zyklen (ein Zyklus entsprach 15min) beschallt. Bei stark
getribten Dispersionen wurde die Anzahl der Zyklen erhoht. Die Endkonzentration an Ge-
samtlipid in der Liposomendispersion betrug 1 mg/ml, diese wurde maximal vier Wochen

nach der Herstellung fir Zellkulturversuche verwendet. Die Lagerung erfolgte bei +4°C.

3.2  Molekularbiologische Methoden

Alle molekularbiologischen Arbeiten wurden an Sterilbanken (Laminar-Air-Flow) durchge-
fiihrt. Die verwendeten Medien, Puffer und Lésungen wurden, wenn nicht anders angegeben,
zuvor fur 30min auf 37°C temperiert. Die Desinfektion der Arbeitsflachen erfolgte mit
70%igem Ethanol.

3.2.1 Gewinnung von pDNA

3.2.1.1 Transformation und Anzucht der Bakterien

Die Transformation mit pCMV-SPORT-BGal oder pEGFP-C2 wurde in dem kompetenten
E. coli Stamm DH5a durchgefihrt. Hierflr wurden die E. coli-Zellen vorsichtig auf Eis lie-
gend aufgetaut. Anschlielend wurden 5ng der entsprechenden pDNA in einem 1,5ml Eppen-
dorfgefaR vorgelegt und mit 50l der kompetenten Zellen versetzt. Durch Antippen wurde
der Ansatz gemischt und sofort fiir 30 min auf Eis gestellt. Fir den Hitze-Schock-Schritt wur-
de der Transformationsansatz fur 90s bei 42°C inkubiert und danach sofort fur 2 min auf Eis
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gestellt. Im Anschluss daran wurden 800 ul SOC-Medium zum Ansatz pipettiert und bei 37°C
und 200rpm fir 60min auf dem Schiittler inkubiert. Danach erfolgte das Ausplattieren auf
den Agar-Selektiv-Platten direkt aus dem Transformationsansatz und deren Inkubation tber
Nacht bei 37°C. Eine Einzelkolonie wurde von der Agar-Selektiv-Platte gepickt, fir die Ge-
winnung der Vorkultur in 10ml LB-Medium ausgeschuttelt und fur 8 bis 10h bei 37°C und
300rpm inkubiert. Im Anschluss wurde die Vorkultur im Verhaltnis 1:500 mit dem entspre-
chenden Volumen an LB-Medium (500ml oder 2,51) verdinnt und tber Nacht weiter kulti-
viert.

Das Anlegen eines Glycerolstammes erfolgte aus der Vorkultur durch Zugabe von 1,2ml
80%igen Glycerol zu 2,8ml Kultur. Der Glycerolstamm wurde in Kryogefaen aliquotiert
und in einer Ethanol-Trockeneis Mischung schnell eingefroren und letztlich bei -80°C gela-
gert. Dieser Glycerolstamm konnte fiir eine erneute Anzucht der Bakterienkultur direkt auf

die Agar-Selektiv-Platten ausplattiert werden.

3.2.1.2 Isolation und Reinigung der pDNA

Fur die Isolation der pDNA wurde entweder das QIAfilter Plasmid Mega Kit oder das QIAfil-
ter Plasmid Giga Kit mit den jeweils entsprechenden Kulturvolumina fiir Plasmide mit hoher
Kopienzahl (500ml LB-Medium fur Mega- und 2,51 LB-Medium fir Giga-Praparation) ver-
wendet.

Die Bakterienkultur wurde in Tubes tberfihrt und das Medium bei 6000 g und 4°C fir 15min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das dabei erhaltene Bakterienpellet in
den vorgeschriebenen Puffern resuspendiert und anschlielend lysiert. Die hier angewendete
Methode der alkalischen Lyse basiert auf einem von BIRNBOIM und DoLY beschriebenen Ver-
fahren, bei dem die bakterielle RNA bereits wahrend der ersten Schritte durch die im Resus-
pensionspuffer enthaltenen RNase A entfernt wird.!**? Durch die Zugabe des Neutralisations-
puffers fallen aus dem Lysat genomische DNA, Proteine und ZelltrGmmer aus, welche im
folgenden Filtrationsschritt abgetrennt wurden. Das Filtrat enthélt die freigesetzte pDNA und
wurde mittels Anionenaustauscher-Chromatographie gereinigt. Dabei wurde das klare Bakte-
rienlysat auf die QIAGEN-tip 2500 bzw. 10000 aufgetragen. Die pDNA bindet dabei an der
Matrix wahrend andere Komponenten (RNA, Proteine) durchlaufen. Nach den Waschschrit-
ten wurde die DNA mit Elutionspuffer eluiert, mittels Isopropanol geféllt und zentrifugiert.
Nach dem Dekantieren wurde das erhaltene Pellet vorsichtig mit 70%igen Ethanol gewaschen

und erneut zentrifugiert. Die pDNA wurde dann fur 10min bei RT getrocknet und anschlie-
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Rend in TE-Puffer (pH 8,0) geldst. Alle Arbeitsschritte wurden laut Anweisung des Herstel-
lers durchgefiihrt.!***!

3.2.1.3 Bestimmung der pDNA Konzentration und Qualit&t

Die pDNA Konzentration wurde mittels UV-Absorption bei 260 nm bestimmt. Bei dieser Me-
thode werden Purin- und Pyrimidinbasen erfasst, dabei haben 50 pg/ml dsDNA eine Absorp-
tion von 1 Azso/cm. Des Weiteren wurde die Absorption bei 280 nm gemessen und dabei aro-
matisch Reste von Proteinen, welche als Verunreinigung enthalten sein kdnnen, erfasst. Das
Verhaltnis der beiden Absorptionswerte (260/280) stellt ein MaR fur die Reinheit dar und liegt
bei reiner DNA zwischen 1,8 und 2,0.1%% Zusitzlich wurde eine restriktionsanalytische Kon-
trolle der pDNA mittels Gelelektrophorese durchgefuihrt. Zur Herstellung des 1%igen Agaro-
segels wurde Agarose eingewogen, mit TAE-Puffer aufgefillt und auf der Heizplatte bis zur
Klarheit erhitzt. Nach Abkuhlen auf ca. 60°C wurde EtBr-Lésung hinzugefiigt (Endkonzent-
ration im Gel: 0,5 pug/ml) und anschlieend das Gel gegossen (20 x15x 0,5 [cm]). Die bei der
Isolierung gewonnen Proben wurden entsprechend aufgearbeitet, mit Ladepuffer versetzt und
in die vorgeformten Taschen des Gels pipettiert. Als Standard wurde eine 1kb DNA-Leiter
mitgeflhrt. Das Gel wurde bei 50V fur 15,5h entwickelt und anschlieBend unter UV-Licht

ausgewertet.

3.2.2 Zellkultivierung

Fur die Konservierung der Zellen wurden diese nach der Trypsinierung mit 20 ml einer Mi-
schung aus 80% FKS und 20% DMSO abgespult und anschlieBend je 1 ml der Zellsuspension
in 1,5ml Kryordhrchen pipettiert. Um ein langsames Einfrieren der Zelle zu gewahrleisten
wurden die Rohrchen fiir je 24h zunéchst bei -24°C und dann bei -80°C eingefroren. Die
Langzeitlagerung erfolgte in fliissigem Stickstoff bei -196°C.

Die Zellen wurden zur Kultivierung aus der Kryokonservierung zlgig bei 37°C aufgetaut und
in eine Zellkulturflasche (75 cm? Wachstumsflache) mit 12 ml vorgelegtem Medium (bei Hep-
G2: MEM; bei COS-7 und A549: DMEM mit entsprechenden Zusétzen) Uberfuhrt. Die An-
zucht erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5% (V/V) CO, mit maximaler Luftfeuchtigkeit.
Nach 24h wurde ein vollstandiger Mediumwechsel durchgefiihrt um restliches DMSO zu
entfernen.

Nach Erreichen eines konfluent gewachsenen Zellrasens erfolgte die Passagierung. Hierfur
wurde das Medium aus den Flaschen entfernt und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Mit-

tels 3ml Trypsin/EDTA L6sung wurden die Zellen bei 37°C von der Wachstumsflache abge-

35



Methoden

l6st. Die Einwirkzeit wurde auf maximal 3 min beschrénkt, um irreversible Zellschadigungen
zu vermeiden."*® Danach wurde die Lésung abgesaugt und die Zellen fiir 2 bis 3min im
Brutschrank weiter inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen durch Klopfen auf den
Boden des Kulturgefalies vollstandig abgelést und mittels einer Pipette mit 10ml frischem
Medium abgespllt, sowie durch mehrmaliges auf und ab pipettieren resuspendiert. 10 ml fri-
sches Medium wurde in einer neuen Zellkulturflasche vorgelegt und 1 ml der Zellsuspension

zur Subkultivierung zugeben.

3.2.3 Transfektionsversuche und Zytotoxiziatsuntersuchungen

3.2.3.1 Zellaussaat

Fur die Untersuchungen der Transfektionssysteme wurden die Zellen wie folgt vorbereitet:
Zunéchst erfolgte die Aussaat der Zellen in einer 96-Well-Platte. Daflir wurden die Zellen
nach Abldsen von der Wachstumsflache auf eine definierte Zellzahl mit Medium eingestellt
(fiir Hep-G2 1,0-10° bis 1,2-10° Zellen/ml, fir A549 2,0-10* bis 2,5-10* Zellen/ml, fiir
COS-7 5,0-10* bis 5,5+ 10* Zellen/ml). Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 100 pl Zellsus-
pension in 10ml isotonischer Casy®ton-Lésung pipettiert und mittels des Zellzahlgerates
Casy®-1 vermessen. Die Bestimmung der Zellzahl basiert dabei auf dem Coulter-Counter
Prinzip, wobei die verdinnte Zellsuspension durch eine kleine Kapillar6ffnung stromt. Beim
Durchgang einer Zelle andert sich kurzzeitig der elektrische Widerstand, wodurch ein Span-
nungspuls entsteht, dessen Hohe proportional zum Volumen des Partikels ist. Durch die An-
zahl und Intensitaten der Widerstandsanderung lassen sich somit Ruckschlisse auf die Zell-
zahl, und GroRe ermitteln.™®® Fiir die Zelllinien wurde ein definiertes Messfenster zwischen
10 und 40 um festgelegt, wodurch Zelltrimmer nicht miterfasst werden sollten.

Im Anschluss wurden je 200 pl Zellsuspension in jede Vertiefung der 96-Well-Platte pipettiert
und, um eine 70 bis 80%ige Konfluenz des Zellrasens zu gewdhrleisten, fir 16 bis 24h im

Brutschrank inkubiert.

3.2.3.2 Versuchsdurchfihrung Lipotransfektion

Die Lipotransfektion erfolgte, wenn nicht anders angeben, in 96-Well-Platten mit 0,15ug
Plasmid pCMV-SPORT-Bgal pro Well. Die Zellen wurden kurz vor Zugabe des Transfekti-
onsansatzes mit 100 ul PBS gespult. Dieser Schritt diente der Entfernung von Serumbestand-
teilen, welche sich negativ auf die Transfektionseffizienz auswirken konnen."! Zur Untersu-

chung auf Serumstabilitat der neuartigen Transfektionssysteme wurden sowohl Versuche mit
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einem serumfreien Inkubationsintervall von 4h als auch Versuche ohne dieses Intervall
durchgefihrt.

Fur die Bildung der Lipoplexe wurden Liposomendispersionen mit einer Konzentration von
1 mg/ml verwendet und zum Erhalt von verschiedenen Lipid/DNA (+/-)-Ladungsverhaltnissen
in unterschiedlichen Mengen mit pDNA gemischt. Dabei variierte die Menge an Liposomen-
dispersion zwischen 0,05 und 1,5 pul pro Well.

Die Berechnung der benétigten Stoffmenge an kationischem Lipid fir ein gewdlinschtes
(+/-)-Ladungsverhéltnis erfolgte nach folgender Gleichung. Als mdgliche positive Ladungs-

trager im kationischen Lipid wurden in der vorliegenden Arbeit die primaren Aminogruppen

angesehen:
n(ﬂzw X Gleichung 1
V4
Ne) Stoffmenge an positiver Ladung welcher zur Komplexion benétigt wird [nmol]
MpNA Masse pDNA [ug]
3,24 negative Ladung in nmol je pg DNA ausgehend von einer mittleren molaren Mas-

se der DNA-Nukleotide von 324 g/mol [nmol/ug]
y Anzahl primérer Aminogruppen im Lipidmolekdl
X gewiinschtes Lipid/DNA (+/-)-Ladungsverhéltnis

Das Volumen an kationischen Lipid lasst sich dann wie folgt ermitteln:

N .
V= Gleichung 2
Ckat.Lipid
\Y/ Volumen [ul]
Ne+) Stoffmenge positiver Ladung [nmol]
c Konzentration an kationischen Lipid in der Lipidformulierung [g/nmol]

Das bendtigte Volumen der Liposomendispersion wurde in 5pl Medium (siehe 2.2) mit allen
Zusétzen auller Phenolrot und Serum verdinnt und in einem 1,5 ml Eppendorfgefal vorge-
legt. Die pDNA-Verdinnung (0,15ug in 5ul) wurde dazu pipettiert und vorsichtig mit der
Liposomenverdinnung gemischt. Nach 15-mindtiger Inkubation bei RT wurde der Lipoplex-

ansatz mit serumfreiem oder serumhaltigem Medium (Endkonzentration 10% bei Serumver-
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suchen) auf 40 pl verdunnt, erneut vorsichtig gemischt und in das betreffende Well pipettiert.
Nach 4h wurden 60 pl frisches Medium zupipettiert, wobei die Serumkonzentration auf 10%
eingestellt wurde. Die Zellen wurden anschlielend weiter im Brutschrank inkubiert. Ein voll-
standiger Mediumwechsel erfolgte 24 h nach Transfektionsbeginn; dafiir wurde der Transfek-
tionsansatz von den Zellen abgeschittelt und durch 100 ul frisches Medium mit 10% Serum
ersetzt. Flir Mehrfachansatze wurden die benétigten Mengen an pDNA sowie die Volumina
der Liposomendispersion und des Mediums entsprechend vervielfacht.

3.2.3.3 Ermittlung der Zytotoxizitat

Fur die Bestimmung der Toxizitat wurde in dieser Arbeit der MTT-Test verwendet. Dieser
Test beruht auf einer Farbreaktion des gelben 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromids zu einem blauen Formazan, welches bei einer Wellenldnge von 570nm
photometrisch vermessen werden kann. Die Menge an gebildetem Farbstoff korreliert mit der
Stoffwechselaktivitat der Zellen und stellt somit ein MaB fur deren Viabilitat dar.[*52*%!

Die Viabilitatsuntersuchungen wurden 24 h nach der Transfektion durchgefiihrt. Daflir wurde,
nach dem vollstandigen Mediumwechsel (wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben), in
jedes Well 10ul MTT-Reagenz pipettiert, sodass die Endkonzentration an MTT pro Well
0,5mg/ml betrug. Im Anschluss daran wurden die Zellkulturplatten fiir weitere 3h im Brut-
schrank inkubiert. Zur Freisetzung des gebildeten Formazans wurden die Zellen durch Zugabe
von 100pl Lysepuffer in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte lysiert und die Platten erneut
uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Die Platten wurden dann auf dem Laborschittler fir
20min bei RT geschittelt und anschlieRend die Absorption des Farbstoffs bei 570nm am
Plattenreader vermessen. Eine Reihe der Mikrotiterplatte enthielt keine Zellen sondern aus-
schlieBlich Medium und diente bei der Auswertung als Leerwert (Blank). Fir die Bestimmung
der Viabilitdt wurde von den Absorptionswerten der Leerwert subtrahiert (Agorr.) und die Via-

bilitaten folgendermafen berechnet:

Viabilitit[%]=100 Ayorr, behandelte Zellen Gleichung 3
HabTHatL7el™ Axorr, unbehandelte Zellen

3.2.3.4 Bestimmung der B-Galactosidase-Aktivitat und des Proteingehalts

Das Medium wurde 48h nach Beginn der Transfektion vorsichtig von den Zellen abgeschut-
telt und diese anschlieBend einmal mit PBS gespult. Im Anschluss wurden 100 ul Lysepuffer

in jedes Well pipettiert und fiir 15min bei RT auf dem Schiittler inkubiert. Danach wurden die
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Zellen vom Plattenboden mittels einer Pipettenspitze abgeltst, ausreichend homogenisiert, das
Zelllysat in ein Eppendorfgefall Gberfihrt und bei 10000xg fur 10min zentrifugiert. An-
schlieRend wurde das GefaR bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gestellt.

ONPG-Assay
Dieser Assay dient dem biochemischen Aktivitatsnachweis des Enzyms -Galactosidase unter

Verwendung dessen synthetischen Substrats o-Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid (ONPG).
Das Produkt der B-Galactosidase-Reaktion, o-Nitrophenol, weist eine intensiv gelbe Farbe auf
und kann photometrisch bei 405nm quantifiziert werden. Die Menge an o-Nitrophenol ist
dabei direkt proportional zu der Menge der in den Zellen gebildeten B-Galactosidase. Daher
konnen die erhaltenen photometrischen Messwerte zur Ermittlung der in erfolgreich trans-
fizierten Zellen gebildeten Menge an p-Galactosidase verwendete werden.™”!

Fur die Bestimmung wurden je nach Transfektionsrate 10-60 pl des nach der Zentrifugation
erhaltenen Zelllysatiiberstandes in je ein Well einer 96-Well-Platte pipettiert und mit Lyse-
Puffer auf 60l aufgefillt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 60 ul 2 x Assay Puffer in
jedes Well. Die Platte wurde fur 30min auf dem Laborschdittler bei 37°C inkubiert und an-
schlieend zum Abstoppen der Reaktion mit 100 ul Stopplésung pro Well versehen. Die Be-
stimmung der Absorption erfolgte umgehend am Plattenreader bei 405nm. Auf der Platte
wurde eine Verdiinnungsreihe von B-Galactosidase (zw. 10U und 1000 pU/pl) mitgefuhrt.
Die Verdiinnungsreihe diente der Erstellung einer Kalibrierkurve und bildete die Berech-
nungsgrundlage zur Bestimmung der Enzymaktivitat. Die Aktivitat des Kontrollenzyms wur-
de zuvor, wie in der Produktinformation des Herstellers angegeben, nach folgender Formel
bestimmt. Dabei entspricht eine Enzymeinheit U der Menge an B-Galactosidase, welche
1pumol ONPG bei 37°C pro Minute hydrolysiert.

*

A-0,8 .
U/Probe= Gleichung 4
456'tmin
10000 _
U/ml=U/Probe- Gleichung 5

Probenvolumen [ml]
Reaktionsvolumen [ml]

A Absorption

tmin Inkubationszeit in Minuten
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BCA-Assay

Die Enzymaktivitat wurde auf die Masse an Gesamtprotein im Zellextrakt bezogen. Fir die
Bestimmung der Proteinmenge wurde in dieser Arbeit der BCA-Assay verwendet, welcher
neben dem Bradford-Test zu den Methoden der Wahl gehért. Die Proteine bilden bei dieser
Reaktion mit Cu®* lonen einen Komplex, wobei die Cu®* lonen vermutlich zu Cu* lonen re-
duziert werden, welche anschlieend mit der Bicinchoninsdure (BCA) einen violetten Farb-
komplex bilden, 5715

Je 20 ul des Zelllysatliberstandes (siehe oben) wurden in die Vertiefung einer 96-Well-Platte
pipettiert und mit 200 ul einer kurz zuvor gemischten Losung von 50 Volumenteile Lésung A
und 1 Volumenteil Losung B versetzt. Die Platte wurde fir 30 min auf dem Laborschdttler bei
37°C inkubiert und unverziglich die Absorption bei 570nm am Plattenreader vermessen. Auf
der Platte wurde eine Verdinnungsreihe von BSA (Bovines Serum Albumin, zw. 10ug und
1000 pg/ml) mitgefihrt, welche zur Erstellung der Kalibrierkurve und somit als Berechnungs-
grundlage zur Bestimmung des Proteingehaltes diente. Die Transfektionseffizienz konnte so-

mit in Aktivitdt B-Galactosidase pro Masse Protein [uU/ug] angegeben werden.

3.2.4 Transfektion mit anschlieRendem Selektionsdruck

Die Kultivierung der Hep-G2 Zellen erfolgte bei diesen Versuchen mit Selektionsdruck in
kleinen Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 25cm? Als Transfektionssystem
wurde das Liposom T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) mit einer Ladung von 5/2 (+/-) und einer
pDNA-Menge von 8ug ausgewahlt. Als Plasmid wurde pEGFP-C2, welches das Resistenz-
gen Neo, enthélt verwendet und nach erfolgreicher Transfektion eine Selektion mit dem Ami-
noglycosid-Antibiotikum Geneticin (G418) ermdglicht.

In Anlehnung an die Experimente zur Ermittlung der Transfektionseffizienz wurden 5ml der
Zellsuspension 24h vor Versuchsbeginn mit einer Zellzahl von 1,0-10° Zellen/m| ausgesit.
Die Lipoplexe wurden, wie bereits in Kapitel 3.2.3.2 beschrieben, hergestellt und nach dem
Waschschritt in die Zellkulturflasche pipettiert. Durch mehrmaliges vorsichtiges schwenken
der Zellkulturflasche wurde der Transfektionsansatz gleichmaRig auf den Zellen verteilt. 4h
nach Versuchsbeginn wurde Medium mit Serum zugegeben, sodass die Endkonzentration an
Serum 10% betrug. Am darauffolgenden und jeden 2 Tag erfolgte ein kompletter Medium-
wechsel. Die Flasche wurde fur weitere 5 Tage im Zellkulturschrank inkubiert. Danach wur-
den die Zellen erstmalig passagiert und in eine neue Zellkulturflasche uberfiihrt, wobei das
Medium durch Selektivmedium ersetzt wurde. Dieses enthielt anstelle von Gentamycin im

normalen Kulturmedium das Antibiotikum G418 in einer Arbeitskonzentration von
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400 pg/ml. Zur Kontrolle wurde eine Passage der Zellen mitgefiihrt, welche analog behandelt,
aber nicht mit pEGFP-C2 transfiziert wurden. Die transfizierten Zellen wurden tber mehrere
Monate mit dem Selektionsmedium unter sonst gleichen Kulturbedingungen wie nicht transfi-
zierte Zellen kultiviert. Die Kontrolle mit nicht transfizierten Zellen welche ebenfalls mit Se-
lektionsmedium kultivierte wurde, wurde nach 7 Tagen entfernt, da die Zellen abgestorben

waren.

3.3 Analytische Methoden

3.3.1 Charakterisierung von Lipid- und Lipoplexformulierungen

Zur PartikelgroRenanalyse der Lipid- und Lipoplexformulierungen wurde in dieser Arbeit die
Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) verwendet. Die Bestimmung des Zeta-Potentials
erfolgt durch Ermittlung der elektrophoretischen Mobilitat der Partikel mit Hilfe der Mikro-
elektrophorese und der Laser-Doppler-Anemometrie. Die Messungen wurden am Zetasizer
Nano-ZS der Firma Malvern durchgefiihrt.

Photonenkorrelationsspektroskopie

Die Bestimmung der Partikelgrélie mit der PCS ist ein hochauflésendes Laserstreulichtverfah-
ren. Der Messbereich fir die PartikelgroRe liegt dabei zwischen 3nm und 3um. Bei der PCS
werden Laserlichtstahlen in eine Dispersion von Partikeln gesendet. Das Licht wird von den
sich bewegenden Partikeln zurtickgestreut und anschlieend detektiert. Unter der Annahme
von kugelférmigen Partikelformen wird mittels des Diffusionskoeffizient Uber die STOKES-

EINSTEIN-Gleichung (siehe Gleichung 6) die PartikelgroRe berechnen.™!

- kT
- 3D

Gleichung 6

hydrodynamischer Durchmesser [m]
Boltzmann-Konstante 1,3806504 102 [(kg-m?)/(K -s?)]
Diffusionskoeffizient [m?/s]

Viskositét [kg/(m-s)]

absolute Temperatur [K]

- 3 g =~ <o

Das Prinzip der PCS beruht dabei auf der Messung von Schwankungsgeschwindigkeiten der
Streulichtintensitat; dabei schwankt die Intensitat des gestreuten Lichtes bei kleinen Teilchen
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schneller als bei grofien Teilchen. Die schnelle Diffusion der kleinen Teilchen bewirkt also
ein sich schnell &nderndes Interferenzspektrum wéhrend der Intensitatsmessung. GroRere Par-

tikel, welche ihre Position langsamer verandern, weisen wéhrend der Messung geringere Un-

terschiede bzw. Schwankungen in der Lichtintensitat auf.!%%*64
diffundierende Teilchen kleine Partikel groRRe Partikel
einfallendes Laserlicht \x /Vemtérkung
/
Ausbschung/

Photodiode
detektiert alle Lichtintensitaten

(ps) (ps)

Abb. 10: links: Interferenz von Lichtstrahlen ausgehend von diffundierenden Partikeln, rechts:
Intensitétsanderung und Korrelationsfunktion von kleinen und groRen Partikeln!**

Die Detektion erfolgte in der Rickwartsstreuung bei einem Winkel von 173°. Die Seitwaérts-
streuung wird bei dieser Messanordnung nicht mehr mitgemessen. Im Gegensatz zu friheren
Messanordnungen im 90° Winkel erlaubt die Detektion in der Ruckwaértsstreuung konzent-
riertere Proben zu vermessen. ¢!

Neben der Ermittlung der PartikelgroRe wurden die Proben auch auf ihre GroRenverteilung
hin untersucht. Als Parameter ist in dieser Arbeit der Polydispersitatsindex (PDI), angegeben.
Der PDI, kalkuliert nach 1SO 13321:1996E, stellt dabei ein MaR fiir die Breite der Verteilung
dar und beschreibt den mathematischen Unterschied der gemessen Autorkorrelationsfunktion
zur angepassten Korrelationsfunktion.™®*! Monodisperse Proben haben einen PDI von unter
0,1 bis 0,2. Von einer engen GroRenverteilung der Dispersion kann bei einem PDI bis 0,3
ausgegangen werden. Ist der Index groRer als 0,3 enthélt die Probe unterschiedliche Partikel-
groflen und es muss von einer breiten Verteilung der Probe ausgegangen werden. Ab einem

PDI von 0,5 gilt die Probe als nicht mehr auswertbar.™!

Mikroelektrophorese und Laser-Doppler-Anemometrie

Die Ermittlung des Zeta-Potentials erfolgt durch die Bestimmung der Teilchengeschwindig-
keit im elektrischen Feld. Die Teilchengeschwindigkeit wird als elektrophoretische Mobilitat
in um/s bezogen auf eine Feldstdrke von 1V/cm gemessen und kann in das Zeta-Potential
umgerechnet werden. In dieser Arbeit wurde fir die Umrechnung die SmoLucHowsKI Glei-
chung (Gleichung 8) zugrunde gelegt, welche sich aus der HENRY Gleichung (Gleichung 7)
durch Einsetzen des Korrekturfaktors (fia=1,5) ergibt. Der Korrekturfaktor beschreibt das

Verhaltnis von Teilchenradius zu Dicke der diffusen Schicht,[*64-26%]
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HENRY Gleichung:

He = 28:;&21 Gleichung 7

SMoLucHowskI Gleichung:
eC .
ue=? Gleichung 8

Me elektrophoretische Mobilitat [m*/V 5]
g Dielektrizitatskonstante [s*- A%m®-kg]
C Zeta-Potential [V]
n Viskositat [kg/(m-s)]
fra Korrekturfaktor

Fur die Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitat wird an der Kapillarzelle eine Span-
nung angelegt, die daraus resultierende Bewegung geladener Teilchen zu den Elektroden wird
mit Hilfe der Laser-Doppler-Anemometrie ermittelt. Dabei kreuzen sich zwei koharente La-
serstrahlen in der Kiivette und bilden im Schnitt ein Interferenzstreifenmuster. Beim Durch-
queren eines Partikels durch dieses Hell-Dunkel-Muster kommt es zur Fluktuation des Interfe-
renzmusters. Dieses fluktuierende Signal wird von den Photodetektoren erfasst und ist propor-

tional zur Geschwindigkeit der Partikel %2l

Probenvorbereitung

Fur die Charakterisierung der Partikelgrolie und Partikelladung der Lipidformulierungen wur-
den 20l der jeweiligen Liposomendispersion (1 mg/ml) in 1000 pl milliQ Wasser in einem
1,5ml Eppendorfgefal? verdiinnt und kurz gevortext. Die Dispersion wurde anschlielend zur
Bestimmung der PartikelgréRe vollstandig in eine Einmalkivette mit einer Schichtdicke von
10mm uberfuhrt. Auf Blasenfreiheit in der Kivette wurde geachtet. Die Zeta-Potential-
bestimmung und eine sich anschliefende PartikelgréRenmessung erfolgten in einer gefalteten
Kapillarzelle. Dafiir wurden 750 ul der Verdiinnung blasenfrei in die Zelle tberfiihrt.

Fur die Ermittlung der PartikelgrélRe und Partikelladung der Lipoplexe wurde das entspre-
chende VVolumen der Liposomendispersion (1 mg/ml) in 125ul milliQ-Wasser verdiinnt und
in einem 1,5ml Eppendorfgefa vorgelegt. 3,75ug pDNA (pCMV-SPORT-Bgal) wurden
ebenfalls in 125 pl milliQ-Wasser verdiinnt und anschlieRend vorsichtig dazu pipettiert sowie

durch vorsichtiges auf- und abpipettieren gemischt. Die Mischung wurde analog zu den
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Transfektionsversuchen (siehe 3.2.3.2) zur Bildung der Lipoplexe 15min bei RT inkubiert.
Anschlielend wurde dem Ansatz 750 pul milliQ-Wasser zugegeben und die Probe in die ent-

sprechende Messzelle (siehe oben) Uberfuhrt und am Zetasizer Nano-ZS vermessen.

Gerateparameter

Wenn nicht anders angegeben wurden folgende Parameter zur Messung der Partikelgrofie

oder Partikelladung am Zetasizer Nano-ZS eingestelit:

PartikelgroRenmessung:

Temperatur / Equilibrierungszeit
Dispersionsmedium / Viskositat / RI
Dispersionsviskositat = Probenviskositat
Attenuator

Messposition

Anzahl der Messungen

Anzahl Durchldufe je Messung

Zeit pro Durchlauf

Partikelladungsmessung:

Temperatur / Equilibrierungszeit
Dispersionsmedium / Viskositat / Rl / Die-
lektrizitatskonstante

Dispersionsviskositat = Probenviskositat
Modell

Anzahl der Messungen

Anzahl Durchlédufe je Messung

Stromspannung

25°C/120s
Woasser / 0,8872 mPa-s /1,330

automatisch
automatisch
3

10

20s

25°C /120
Woasser / 0,8872mPa-s/ 1,330/ 78,5 F/m

SMOLUCHOWSKI

3

15

50V, entsprechend 10V/cm

Die PartikelgroRRen sind in dieser Arbeit, wenn nicht anders ausgewiesen, als z-Average-
Werte (Durchmesser) in nm angeben. Dieser Wert stellt den Intensitatsmittelwert aus den
Signalintensitéten dar und ist nicht massen- oder anzahlgewichtet.

Die Zeta-Potentiale sind in dieser Arbeit, wenn nicht anders angeben, in mV dargestellt. Es
wurde darauf geachtet eine Konduktivitat zwischen 20 und 50 uS/cm einzuhalten, gegebenen-

falls wurde diese mittels 1 M NaCl-L6ésung auf 50 uS/cm eingestellt.
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3.3.2 Untersuchung mittels Asymmetrischer-Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung

Die fluoreszenzmarkierte Lipidformulierung T14diLys/DOPE/SD-E14Rho6G 1/2/0,01 (n/n/n)
wurde weiterhin mittels Asymmetrischer-Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (A4F) und einer
anschlieBenden Fluoreszenzintensitdtsmessung der dabei gesammelten Fraktionen charakteri-
siert. Die Analytik wurde im Hause durch Frau Dr. J. Kuntsche, Institut fur Pharmazie, MLU,
Halle-Wittenberg mittels einer A4F der Firma Wyatt Technology durchgefiihrt. Die Liposo-
mendispersion wurde durch das Eclipse® Separations-System analysiert. Die Trennung der
Partikel erfolgte in einem trapezférmigen Kanal (Héhe 350 um, Lange 265mm, maximale
Breite 21 mm) welcher mit einer regenerierten Cellulosemembran (MWCO 5kDa, Nadir)
ausgestattet war. Zur Verdunnung der Probe und als Elutionsmittel diente gereinigtes, filtrier-
tes Wasser (Porengréf3e 0,1 um) welches mit 0,02% (m/V) Natriumthiazid konserviert wurde.
100 ul einer 1mg/ml Liposomendispersion wurde in den Trennkanal wahrend der Fokussie-
rung eingespritzt und anschlieend mit konstanter Detektions-Flussrate von 1 ml/min und va-
rilerender Querstromung eluiert. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mit der Astra
Softwareversion 4.90. Das Eluat wurde Uber einen Zeitraum von 50 min in Eppendorfgefalien
aufgefangen, dabei wurde das GefaR jede Minute gewechselt. Die Fluoreszenzintensitaten der
gesammelten Proben wurden anschlieRend am Plattenreader bei einer Anregungswellenldnge

von 544 nm und einer Emissionswellenldnge von 590 nm vermessen.

3.3.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die TEM-Untersuchungen erfolgten durch Herrn Dr. S. Drescher, Institut fur Pharmazie,
MLU, Halle-Wittenberg und PD Dr. A. Meister, Institut fir Chemie, MLU, Halle-Wittenberg.
Als Proben wurden Liposomendispersionen, wie in Kapitel 3.1 beschrieben, hergestellt und
auf eine Konzentration von 0.05mg/ml Gesamtlipid mit zuvor sterilfiltrierten milliQ-Wasser
verdinnt. Zur Untersuchung von Lipoplexstrukturen wurde die entsprechende Menge an
pDNA (pCMV-SPORT-Bgal) zur Herstellung von Lipoplexen mit unterschiedlichen
(+/-)-Ladungsverhaltnissen verwendet. Dabei wurde bei gleicher Lipidmenge lediglich die
pDNA-Menge variiert. Die Proben wurden 15min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschliefen weiterverarbeitet. Im Anschluss wurden 5ul der Probenldsung auf ein mit
Formvar-Film beschichtetes Kupfer-Grid aufgetragen und fiir 1 bis 2 Minuten darauf ruhen
gelassen. Die iberschussige Flissigkeit wurde im Anschluss daran vorsichtig mit Filterpapier
geplottet. Fir die Kontrastierung wurde das Grid dann auf einen Tropfen (ca.5pl)
Uranylacetat (1%ig) fir 1 bis 2 Minuten inkubiert. Danach wurde das Grid vorsichtig abge-

nommen und die Uberschissige Flissigkeit erneut mit Filterpapier gleichméfiig von mehreren
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Seiten abgezogen. Die Probe wurde dann flr 8 bis 24h bei RT getrocknet und anschliel3end
am Mikroskop EM 900 der Firma Zeiss, in Kooperation mit Dr. G. Hause, Biozentrum, MLU,
Halle-Wittenberg betrachtet.

3.4  Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

3.4.1 Fluoreszenzmarkierung

3.4.1.1 Lipid

Die Lipidmarkierung wurde von Herrn Dr. S. Drescher, Institut fur Pharmazie, MLU, Halle-
Wittenberg durchgefiihrt. Dabei wurde das Lipid E14 mit ATTO Rho6G (ATTO-TEC GmbH)
konjugiert (siehe Abb. 11).

0 ATTO Rho6G / H 0
HZN\/\N)K(CMHZQ PYBOP/ TEA/ CHC'; .ﬁ}/N\/\N&CMHZQ
H o H

C14H29 C14H29

El4 SD-E14Rho6G

Abb. 11: Darstellung von SD-E14Rho6G

Die Kupplung erfolgte tiber eine Amidbindung, welche zwischen der freien Aminogruppe am

Lipid und der Carboxylgruppe am Farbstoff ausgebildet wurde. Die Reinigung erfolgte tber

praparative Dunnschichtchromatographie mit einer 2mm

dicken Kieselgel-60 DC-Platte der Firma Merck. Als O._CHs
Laufmittel diente eine  Mischung aus  Chloro- HyC AN O\ CHa
form/Methanol/Ammoniak 90/25/1 (V/V/V).Das Fluores- HC™ SNT o Sy H
H
zenzlabel basiert, laut Hersteller ATTO-TEC GmbH, auf kCHs
dem Farbstoff Rhodamin 6G (siehe Abb. 12) und hat ein Abb. 12: Struktur von Rhoda-
min 6G

Anregungsmaximum von 535nm und ein Emissionsmaxi-

mum von560 nm.

3.4.1.2 pDNA

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Markierungsstrategien fir die
pDNA verwendet. Zum einen erfolgte eine kovalent Markierung mittels Fluoreszein unter
Verwendung des Label IT® Nucleic Acid Labeling Kit der Firma Mirus und zum anderen
wurde die pDNA mit dem Interkalator YOYO®-1 Jodid (Invitrogen™) angefarbt.
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Kovalente DNA Markierung mittels Fluoreszein

Die kovalente Markierung erfolgte in einem Mischungsverhéltnis von 1/1 (V/m) Label zu
DNA nach dem Standardprotokoll. Dabei resultiert eine Fluoreszenzmarkierung laut Herstel-

ler von einem Label aller 20-60 Basenpaare. Fir die

Markierung wurden 5pug pDNA pCMV-SPORT-Bgal [

mit 5ul Label IT® Reagent laut Vorschrift in 50 pl e ) ® Jﬁg
Nt W 1h/37°C

{ CH: I

1 x Labeling Puffer A gemischt und fir eine Stunde im
Dunklen bei 37°C inkubiert. Die Reinigung der DNA

erfolgte Uber eine Microspin Séule, welche zunéchst

{ Reinigung iber
NH G-50 Spin Columns
‘

;w;

roup

)

o ) Abb. 13: Schematische Darstellung
rifugieren vorbereitet wurde. Danach wurde der An- der kovalenten pDNA Markierung™!

durch griindliches Vortexen und anschlieRenden Zent-

satz vorsichtig, ohne die Gelschicht zu beschadigen

auf die Saule pipettiert und bei 735x g fir 2min zentrifugiert. Im Durchlauf wurde somit die
gereinigte fluoreszenzmarkierte pDNA erhalten, wobei laut Herstellen eine 100%ige Ruck-
gewinnung der DNA angenommen werden kann. Das Label IT® Reagent besteht aus drei Re-
gionen, dem Fluorophor (in diesem Fall Fluoreszein), dem Linker, welcher tber elektrostati-
sche Wechselwirkung die Interaktion des Labels mit der DNA ermdglicht und der reaktiven
Alkylierungsgruppe, die eine kovalent Bindung zu Heteroatomen innerhalb der Nucleinséuren
eingeht (siehe Abb. 13). Das Anregungsmaximum liegt bei 492nm und das Emissionsmaxi-

mum bei 518 nm.

DNA Interkalation mit YOYO®-1 Jodid
Fur weitere Untersuchungen wurde die pDNA mit einem Interkalator markiert. Die Interkala-

tion wurde mit den dimeren Cyanin-Farbstoff YOYO®-1 Jodid der Firma Invitrogen™ durch-
geflihrt. Als Berechnungsgrundlage dienten die Herstellerangaben fir DNA-Analyse mittels
Gelelektrophorese, wobei eine Reduzierung der Markierungsdichte von angegebenen 5/1 auf
50/1 Basenpaaren zu Farbstoffmolekil, vorgenommen wurde. Zunédchst wurde die Fluoro-
phor-Stammlosung auf 10puM mit TE-Puffer verdinnt. AnschlieBend wurden 10ug pDNA
(pCMV-SPORT-Pgal) gelost in 10 ul TE-Puffer in ein 0,5ml Eppendorfgefal vorgelegt und
30l der Fluoreszenzfarbstoffverdiinnung zupipettiert und durch mehrmaliges vorsichtiges
auf und ab pipettieren gemischt. Der Ansatz wurde ftr 60 min bei RT im Dunklen inkubiert.
Um uberschissige Farbstoffmolekile zu entfernen wurde die pDNA mittels Alkoholfallung
gereinigt. Dafiir wurden der Ansatz mit 3M Natriumacetatlosung (Endkonzentration: 0,3M
NaCH3COO) und 0,7 Volumenanteile Isopropanol versetzt, vorsichtig gemischt und anschlie-
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Rend bei 10000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorschichtig abgesaugt und
das Pellet mit 70%igem Ethanol nachgewaschen, erneut zentrifugiert, anschlieBend fiir 10 min
getrocknet und schliellich in 10 ul TE-Puffer aufgenommen. Die markierte pDNA wurde bei
4°C unter Lichtausschluss gelagert. Das Markierungsreagenz hat laut Hersteller, gebunden an
dsDNA, ein Absorptionsmaximum von 491 nm und ein Fluoreszenzemissionsmaximum von
509 nm.

3.4.1.3 Membranfarbung

Zur Lokalisation der markierten Lipoplexe war es nétig die Zellen zu visualisieren. Dabei
wurde deren Zellmembran durch Farbung mittels Weizenkeimagglutinin (WGA)-Komplexes:
WGA, Alexa Fluor® 633 Konjugat sichtbar gemacht. WGA ist ein Lektin, welches spezifisch
an N-Acetylglucosamin und N-Acetylneuraminsdure bindet. Da diese Zuckerstrukturen Be-
standteile von Biomembranen sind kénnen, mittels des WGA-Konjugats, Membranstrukturen
eukaryotischer Zellen detektiert werden.[*¢7-168]

Die Markierung erfolgte an lebenden Zellen mit einer Arbeitskonzentration an Konjugat von
S5ug/ml in PBS. Die Zellen wurden zunéchst 2-mal mit PBS gespult, bevor das Konjugat zu-
pipettiert und fir 10min bei 37°C inkubiert wurde. AnschlieBend erfolgte ein weiterer
Waschschritt um tberschissiges Markierungsreagenz zu entfernen. Das Anregungsmaximum
des WGA, Alexa Fluor® 633 Konjugates liegt bei 632 nm und dessen Emissionsmaximum bei

647 nm.

3.4.2 Zellkulturuntersuchung mit fluoreszenzmarkierten Proben

Zur Vorbereitung der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden die COS-7 Zellen
auf Deckglésern kultiviert. Dafur wurden die Deckglaser vor Verwendung fiir 2h in 70%igem
Ethanol eingelegt, danach mit einem fusselfreien Tuch abgewischt, im Anschluss 2-mal mit
bidestilliertem Wasser gespult und autoklaviert. Fir die Zellkulturversuche wurden die Deck-
glaser nach der Reinigung einzeln auf den Boden von 6-Well Platten gelegt und bearbeitet.
Eine Modifikation der Oberflache war nicht von Noten, sodass 250l der Zellsuspension
(Gewinnung siehe Kapitel 3.2.3.1) mit einer Zellzahl zwischen 5,0-10* und 1,0- 10° Zellen/ml
direkt auf das Deckglas ausgesat werden konnte. Nach 4-stlindiger Inkubation im Brutschrank
wurden das Medium und die Uberschussigen Zellen vorsichtig vom Deckglas abgesaugt und
die angewachsenen Zellen mit 2,5ml frischnem Medium versorgt. Nach 16-24h erreichten die
Zellen auf dem Deckglas eine 70-80%ige Konfluenz und standen fur weitere Versuche zur

Verfligung.
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3.4.2.1 Transfektion

Die Transfektion der Zellen erfolgte mit dem markierten Liposom T14diLys/DOPE/SD-
E14Rho6G (1/2/0,01(n/n/n)) bei einem Ladungsverhaltnis von 5/2 (+/-) mit einer pDNA Kon-
zentration von 0,5ug pro Deckglas. Die pDNA wurde zuvor, wie bereits beschrieben mit Flu-
oreszein, kovalent oder mit dem Interkalator YOYO®-1 Jodid markiert. Fir die Praparation
der Lipoplexe wurden 2,4 ul der Liposomendispersion (1 mg/ml) und 0,5pug pDNA, je in 20 pl
Medium (ohne Serum), gemischt und fiir 15min inkubiert. AnschlieRend wurde der Transfek-
tionsansatz auf 80 pul mit Medium (ohne Serum) aufgeftllt und vorsichtig auf die Zellen pipet-
tiert, welche zuvor 1-mal mit PBS gespult wurden. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank
bei 37°C.

Um den zeitlichen Verlauf der Aufnahme von Lipoplexen néher zu untersuchen wurden die
Transfektionsexperimente nach 2, 6, und 24h abgestoppt. 4h nach Versuchsbeginn wurde
generell der Transfektionsansatz von den Zellen vorsichtig abgesaugt und durch frisches Me-
dium mit einer Serumkonzentration von 10% ersetzt und weiter inkubiert. Zu den genannten
Zeitpunkten wurde die Losung Uber den Zellen vorsichtig abgesaugt und die Zellen 2-mal mit
je 3ml PBS gespult. War flr weitere Untersuchungen eine Membranfarbung dieser Zellen

notwendig, so wurde diese vor der Fixierung der Zellen wie oben beschrieben durchgefiihrt.

3.4.2.2 Fixierung und Einbettung

Die verwendete 1xFixierlosung (2% Formaldehyd, 0,2% Glutaraldehyd) wurde frisch vor
Gebrauch aus der 10 x Fixierlésung durch Verdinnung mit PBS hergestellt. Im Anschluss an
den Waschritt nach der Transfektion (siehe 3.4.2.1) wurden 2ml dieser Lésung vorsichtig zu
den Zellen pipettiert und fur 15min bei RT inkubiert; anschlieBend erfolgte die Zugabe von
2ml kaltem PBS Puffer zum Abstoppen der Reaktion. Zur Entfernung von Ruckstanden wur-
den die Zellen noch 2-mal mit PBS gewaschen und schlieBlich auf dem Objekttrager mit ei-
nem Tropfen Aquatex® prapariert. Die Probe wurde fiir 15min an der Luft getrocknet und bis

zur Betrachtung, jedoch maximal 4 Tage, unter Lichtausschluss bei +4°C gelagert.

3.4.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden in Kooperation mit Dr. J. VVogel, Institut
fur Pharmazie, MLU, Halle-Wittenberg aufgenommen. Die Untersuchungen erfolgten dabeli
an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) 710 der Firma Carl-Zeiss, Jena mit
maoglichen Anregungswellenldngen von 458, 488, 514, 543 und 633 nm. Es handelt sich dabei
um ein inverses Mikroskop (AxioObserver.Z1) mit schnellem z-Scanningtisch zur Aufnahme
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von unterschiedlichen Objektebenen. Die Steuerung und Auswertungen erfolgten mittels der
Zeiss Software ZEN2008. Fir die Bildaufnahmen wurden 40x und 63 x Plan-Apochromat
Objektive verwendet. Nachstehend (Tab. 10) sind die verwendeten Fluoreszenzlabel und die

damit markierte Struktur tabellarisch zusammengefasst.

Tab. 10: Zusammenfassung der verwendeten Fluoreszenzlabel und der damit markierten Strukturen

Fuorezrabel |t | eS| vt | parderte | RET
YOYO®-1 Jodid 491 509 488 pDNA Donor
Label IT® Fluorescein | 492 518 488 pDNA Donor
ATTO Rho6G 535 560 543 Liposom Akzeptor
WGA, Alexa Fluor® 632 647 633 Plasma-

633 membran

Das Prinzip der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie beruht auf einem rasterhaften, punk-
tuellen Abgreifen des zu untersuchenden Objekts unter Verwendung eines Laserstrahls. Die-

ser wird durch eine Lochblende (Pinhole)

Detektor (PMT)

auf das Préparat fokussiert und dann Gber

Emissionsfilter
Konfokale Blende

einen Strahlenteiler (Spiegel) auf die Mik-
Strahl-

Farbteiler aufweitung

roskopoptik umgelenkt (Abb. 14). Das von
dem Objekt ausgehende Licht wird dann
wieder zuriick durch die Optik auf den
Spiegel, und damit auf den Strahlenteiler ‘_‘x
gelenkt. Von dort fallt das Licht wieder

Mikroskop Objektiv

durch eine Lochblende. Beide Lochblenden Hintergrund 7~ >/b/<7 Fokusebene

liegen in optisch konjugierten Punkten, Del{momumen
sodass die Lichtwege gleich lang sind. Da-

mit tritt durch die Detektionslochblende Abb. 14: Strahlengang eines konfokalen LSM'
groRtenteils nur Licht, welches aus der
Brennebene des Praparates stammt. Dieses Prinzip steht im Gegensatz zur konventionellen
Mikrokopie, bei dem auch Signale aus anderen Ebenen mit erfasst werden und somit das Bild
diffus erscheinen lassen. Durch Reduktion des Streulichtanteils ermdglicht die konfokale

Mikroskopie eine erhdhte Tiefenscharfe (siehe Abb. 15).7
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Abb. 15: Abbildungen eines dreifach gefarbten Zellverbands links: nichtkonfokale Darstellung rechts: kon-
fokale Darstellung™

Fur Co-Lokalisationsuntersuchungen mehrfachmarkierter Proben wurde ein ,Linear
Fluorescence Unmixing“ durchgefihrt. Diese Funktion ermdglicht eine spektrale Entmisch-
ung der verwendeten Fluorophore wodurch gemischte Signale getrennt werden. ! zur
Vorbereitung des ,Linearen Unmixing“ wurden zun&chst einzelmarkierte Proben der
verwendeten Fluorophore angefertigt und ein Referenzspektrum des Fluoreszenzfarbstoffs in
der Probe aufgenommen. Nach Aufnahme einer mehrfachmarkierten Probe generierte dann
die Funktion des ,,Linearen Fluorescence Unmixing* unter Verwendung der Referenzspektren
ein Bild, in welchem die Uberlappungen der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe durch die
Software zuriickgerechnet wurden.

3.4.3.1 FRET-Verfahren

Der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET), benannt nach seinem Entdecker Theodor Fors-
ter (1946), bezeichnet den Energietransfer zwischen zwei Fluorophoren deren Anregungs-
und Emissionsspektren sich berlappen

(siehe Abb. 16). Dabei wird die Anre- e Ic
gungsenergie durch intermolekulare Di- 51
pol-Dipol-Kopplung vom Donor- Energietransfer AN\
Molekiil auf das Akzeptormolekiil tiber- Fluoreszenz
tragen und regt dieses dabei zur Fluores- Sp—1— A

L . Donor Akzeplor
zenz an. Bei einem optimalen FRET-Paar
sollte das Emissionsspektrum des Donors Abb. 1?:] Jablonski-Diagramm fiir Férster-Energie-

transferl®

stark mit dem Anregungsspektrum des
Akzeptors Uberlappen, gleichzeitig aber der Akzeptor nicht bei der Anregungswellenlédnge des
Donors angeregt werden. Des Weiteren erfolgt der Transfer nur wenn sich die beiden Fluoro-

phore in unmittelbarer Nahe zueinander befinden (< 10nm). Diese Voraussetzung macht man
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sich in der Molekularbiologie zu nutzen, um Molekul-Interaktionen und Abstandsveranderun-
gen von Molekiilen im Nanometerbereich zu untersuchen.*”® Zur Bestimmung des FRET-
Signals im Untersuchungsmaterial konnen verschiedenen Methoden verwendet werden. Fur
fixierte Proben eignen sich Bleich-Methoden bei denen entweder der Akzeptor oder der Do-
nor gebleicht werden und die Fluoreszenzintensitatsanderungen ermittelt werden. Weitere
Methoden, auf die im Folgenden jedoch nicht n&her eingegangen werden soll, sind das ,,Sen-
sitized Emission‘ oder die Fluoreszenz-Lebensdauer-Messung (FLIM). Diese Verfahren eig-
nen sich fir die FRET-Detektion an lebenden Zellen. In Rahmen dieser Arbeit wurden
FRET-Untersuchungen unter Verwendung des Akzeptor-Bleich-Verfahrens durchgefiihrt. Bei
dieser Methode wird die Fluoreszenzintensitdt des Donors vor und nach dem Bleichen des
Akzeptors bestimmt. Bei Vorliegen einer FRET-Situation erhohte sich die Donor-Intensitat,
da das Akzeptor-Fluorophor keine Energie mehr vom Donor-Fluorophor aufnehmen kann und

somit die Energie vollstandig dem Donor zur Verfuhrung steht.

FRET-Messung mittels Akzeptor-Bleich-Verfahren

Nach der Aufnahme eines Fluoreszenzbilds am LSM wurden in diesem die Regionen mit den
Lipoplexen markiert. Die Software ermdglichte gezielt die ausgewahlten Bereiche wie nach-
stehend beschrieben zu Bleichen. Fir das Akzeptor-Bleichen-Verfahren wurde eine Zeitserie
von insgesamt 8 Bildern am LSM aufgenommen, 4 davon erfolgten vor dem Bleichschritt und
4 danach. Der Bleichschritt zwischen dem 4.und 5. Bild erfolgte mit 50 Scans einer
100%igen Intensitat des 543 nm-Anregungslasers. Im Anschluss wurden die Fluoreszenzin-
tensitaten der beiden Farbstoffe vor und nach dem Bleichschritt ermittelt und mittels geeigne-

ter Software ausgewertet.

3.5 Statistische Methoden

Zur statistischen Absicherung der Transfektions- und Viabilitatsdaten erfolgten die Untersu-
chungen am Zellkulturmodell an n > 3 unabhangigen Experimenten. Die Daten wurden dabei
an unterschiedlichen Zellpassagen sowie verschiedenen Tagen erhalten. Die Ergebnisse der
Untersuchungen sind als Mittelwert mit Standardabweichung (x) angegeben. AusreiRer wur-
den mit dem Test nach Grubbs ermittelt, dabei wurde ein Signifikanzniveau von 95% festge-
legt. Fir Angaben der Signifikanz erfolgte die Analysen mittels Varianzermittlung (ANOVA)
und Bonferroni’s multiplem Vergleichstest. Dabei wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von

p < 0,05 zugrunde gelegt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Transfektions- und Zytotoxizitatsstudien

Die Testung neuartiger kationischer Transfektionslipide auf Basis verzweigter Fettsauren und
auf Basis einer Gemini-Grundstruktur flr den nicht-viralen Gentransfer erfolgte am Zellkul-
turmodell. Dafur wurden zunéchst aus den kationischen Transfektionslipiden unter Zuhilfe-
nahme der neutralen Helferlipide DOPE oder Cholesterol Liposomen formuliert. DOPE er-
wies sich bei der Liposomenpréparation unter den beschriebenen Bedingungen als geeignete-
res Helferlipid. Bei Praparationen mit Cholesterol kam es vermehrt zu Ausflockungen und
stark getriibten Dispersionen, was auf sehr gro8 Partikel und eine ungentigende Bildung von
Liposomen schlielRen lief3.

Beginnend mit der Charakterisierung und Differenzierung der Transfektionsleistung unter-
schiedlicher kationischer Lipide wurde zunéchst bei der Liposomenbildung DOPE in einem
Verhaltnis von 1/2 (n/n) praferiert und dieses System hinsichtlich der Transfektionseffizienz
und Zytotoxizitat an Hep-G2 Zellen untersucht. Fir eine umfangreiche Charakterisierung der
neuen Lipide wurde eine Auswahl dieser mit weiteren Lipid/Helferlipid-Verhaltnissen erprobt
und flr eine bessere Bewertung der erhaltenen Transfektionsleistung neben den Hep-G2 Zel-
len auch an A549 und COS-7 Zellen getestet. Alle ermittelten Transfektionsdaten sind tabella-
risch im Anhang aufgefihrt, die folgenden Daten stellen lediglich eine Auswahl dar.

4.1.1 Kationische Transfektionslipide auf Basis verzweigter Fettsauren

4.1.1.1 Transfektionslipide auf Basis verzweigter Fettsauren mit Ethylendiamin-Spacer
(E-Reihen-Lipide)

Die nachfolgenden kationischen Lipide wiesen als Verbindungstiick zwischen hydrophilen
und hydrophoben Molekulteil einen Ethylendiamin-Spacer auf. Um auf Struktur-Wirkungs-
beziehungen eingehen zu kdnnen, wurde die Kettenlange der Verbindungen E14Lys, E16Lys
(als Vertreter mit gesattigten Kohlenwasserstoffketten) und E18uld4ys (als Vertreter mit ein-
fach ungeséttigter Kette) bei sonst gleichbleibenden Strukturen variiert. Als Kopfgruppe dien-
te, bei den in Tab. 11 aufgefiihrten Lipiden, die basische Aminosaure Lysin. Weiterhin wur-
den Lipide mit einer Dipeptidstruktur im Spacer der Molekile untersucht (E14GlyLys und
E16GlyLys).
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Tab. 11: Chemische Strukturen der E-Reihen-Lipide

Lipidstruktur R1 R2 Abktlrzung
" . CiaH29 CiaH29 El4Lys
HZNW\&HWHJYR& CisHas CisHas E16Lys

2 CiaH29 CigH35 A9 E18uldLys

. W’\I;(Hi,\,/\/n #RZ CraHao CraHao E14GlyLys

0 H 0o CieH33 CieH33 E16GlyLys

Das Lipid E14Lys wurde bereits, in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. A. Langner, Insti-
tut fur Pharmazie, MLU, Halle-Wittenberg, auf seine Transfektionsleistung getestet. Die Tes-
tung erfolgte dabei an NIH 3T3 Zellen (Fibroblastenzellen der Maus) mit unterschiedlichen
Lipid/Helferlipid-Verhéltnissen sowie (+/-)-Ladungsverhaltnissen. Die Transfektionssysteme
mit E14Lys zeigten dabei eine hohere Transfektionseffizienz bezogen auf die Referenzsub-
tanz Lipofectamine™. %! Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurden in dieser Arbeit wei-
tere Transfektionslipide auf Basis a-verzweigter Sdureamide getestet. Zur besseren Bewer-
tung der Transfektionseigenschaften dieser Systeme wurden in der vorliegenden Arbeit drei
verschiedene Zelllinien verwendet, wobei zwei davon humane Zelllinien waren.

In Abb. 17 sind die Ergebnisse der Transfektions- und Viabilitdtsuntersuchungen der
E-Reihen-Lipide sowie der Referenzsubstanz Lipofectamine™ an Hep-G2 Zellen dargestellt.
Es wurden reprasentativ drei verschiedene Ladungsverhéltnisse flr die Lipoplexpréparation
ausgewdhlt und der hochsten ermittelten Effizienz von Lipofectamine™ gegeniibergestellt.
Die maximale Transfektionseffizienz wurde dabei von jedem System bei einem anderen
(+/-)-Ladungsverhéltnis erreicht. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit fur jeden Trans-

fektionsvektor das optimale (+/-)-Ladungsverhéltnis empirisch zu ermitteln.
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*signifikanter Unterschied zu Lipofectamine™

Abb. 17: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse der E-Reihen-Lipide an Hep-G2 Zellen; Darstellung von drei
verschiedenen Ladungsverhéltnissen; x £s; n>3; p<0,05; (Referenz: Lipofectamine™, optimiertes Ladungs-
verhaltnis)

Eine signifikant bessere Transfektionseffizienz gegeniiber Lipofectamine™ erzielten E14Lys
und E16Lys. Die hochste B-Galactosidase-Aktivitét in dieser Lipid-Reihe wurde mit E14Lys
bei einem (+/-)-Ladungsverhaltnis von 2/1 bestimmt. Weiterhin ist der Abb. 17 zu entneh-
men, dass die Transfektionseffizienz in Abhangigkeit der Lange und des Sattigungsgrades
von Kohlenwasserstoffketten wie folgt sinkt: diC14>diC16>C18A9-C14. Auch andere Ar-
beitsgruppen beschaftigen sich mit dem Einfluss des hydrophoben Molekdlteils auf die Trans-
fektionseffizienz. So untersuchten KOoyNoOVA et al. den Kettenldngeneinfluss von kationischen
Phosphatidylcholin-Derivaten.*™ Dabei stellten sie, analog zu den Ergebnissen in der vorlie-
genden Arbeit, eine Transfektionssteigerung mit Abnahme der Kettenldnge fest. Weiterhin
konnten sie eine Zunahme der Transfektionseffizienz bei ungeséttigten Verbindungen ermit-
teln. Dies konnte durch die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit jedoch nicht bestatigt wer-
den. Mit der ungeséttigten Verbindung E18ul4Lys wurde keine Steigerung der Transfekti-
onseffektivitat erreicht. Auch die Testung weiterer DOPE Stoffmengenanteile in der Lip-
idformulierung oder die Verwendung von Cholesterol als Helferlipid fihrte nicht zur ge-
winschten Steigerung der Transfektionsrate (Daten siehe Anhang).

Die Analyse der Transfektionsdaten zeigte bei den Dipeptidverbindungen E14GlyLys und
E16GlyLys eine Verringerung der Effizienz im Vergleich zu den strukturanalogen Lipiden

ohne Glycin. Als moglichen Grund kann man die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwi-
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schen den raumlich benachbarten Peptidbindungen und eine moglicherweise damit verbunde-
ne schlechtere Komplexierung der pDNA diskutieren.

Das nachfolgende Diagramm (Abb. 18) zeigt die Zellkulturergebnisse einer Auswahl von
E-Reihen-Lipide an A549, COS-7 und Hep-G2 Zellen. Dabei weist die Darstellung das je-
weils beste (+/-)-Ladungsverhaltnis der Transfektionssysteme fur jede Zelllinie und die dazu-

gehdriger Ergebnisse des Viabilitatstests auf.

Transfektionseffizienz Viabilitat
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Abb. 18: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse der Transfektionslipide E14Lys und E14GlyLysin in
Kombination mit dem neutralen Helferlipid DOPE in einem Verhaltnis von 1/2 (n/n) an A549, COS-7 und Hep-
G2; Zellen im jeweils optimierten (+/-)-Ladungsverhéltnis; X+s; n>3; (Referenz: Lipofectamine™, optimiertes
Ladungsverhaltnis)

Wie aus Abb. 18 entnommen werden kann, waren die Transfektionseffizienzen der neuen
katonischen Lipide an den Zelllinien A549 und COS-7 niedriger als die der Referenzsubstanz
Lipofectamine™. Die hohere B-Galactosidase-Aktivitdt an Hep-G2 Zellen kann maglicher-
weise durch morphologische Unterschiede der einzelnen Zelllinien erklért werden. Hepatozy-
ten sind an zahlreichen Stoffwechselprozessen z.B. dem Fettsduremetabolismus beteiligt. Sie
besitzen Aufnahmemechanismen fir Fettsduren, welche eine bessere Penetration der Lip-
idformulierungen auf Basis verzweigter Fettsauren in Hep-G2 Zellen gegeniiber den beiden
anderen Zelllinien erklaren kann.'"? Die Verwendung von Fettsauren in Nanopartikeln und
die damit verbundene gesteigerte Aufnahme der Partikel in Leberzellen wurde bereits in der

Literatur diskutiert.l*7174

4.1.1.2 Transfektionslipide auf Basis verzweigter Fettsauren mit Putrescin Spacer
(P-Reihen-Lipide)

Bei den folgenden Verbindungen (siehe Tab. 12) diente 1,4-Diaminobutan (Putrescin) als

Abstandshalter zwischen dem hydrophilem und dem hydrophobem Teil der Lipide. Damit
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wurde der Spacer im Vergleich zu dem Ethylendiamin-Spacer um 2 Kohlenstoffatome ver-
langert. Analog zu den bereits vorgestellten Lipiden der E-Reihe wurden hier ebenfalls Lipide
mit unterschiedlich langen Kohlenwasserstoffketten sowie der Dipeptid-Struktur, bestehend

aus Glycin und Lysin, getestet. Als Kopfgruppenelement zur Komplexierung der pDNA dien-
te erneut die basische Aminosaure Lysin.

Tab. 12: Chemische Strukturen der P-Reihen-Lipide

Lipidstruktur R1 R2 Abktlrzung
NH C14H29 C14H29 P14Lys
HZNW\H/N\/\/\N&Rl
9] H R, C16H33 C16H33 P16LyS
NHy y O H 1 C14H29 C14H2g P14G|yLyS
HZNMN%NWN%RZ
0 H o Ci6H33 Ci6H33 PlGG|yLyS

In der nachstehenden Abbildung (Abb. 19) sind die Ergebnisse der Transfektions- und Viabi-
litatsuntersuchungen der P-Reihen-Lipide gegeniiber der Referenzsubstanz Lipofectamine™
dargestellt.
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Lipid/DNA-Ladungsverhaltnis

[ P14Lys/DOPE 1/2 V7] P16Lys/DOPE 1/2
=4 P16GlyLys/DOPE 1/2 Lipofectamine™

*signifikanter Unterschied zu Lipofectamine™

[ P14GlyLys/DOPE 1/2

Abb. 19: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse der P-Reihen-Lipide an Hep-G2 Zellen; Darstellung von drei
verschiedenen Ladungsverhéltnissen; X £s; n>3; p<0,05; (Referenz: Lipofectamine™, optimiertes Ladungs-
verhaltnis)

Bei den P-Reihen-Lipiden erreichten die Lipidformulierung von P14Lys und P14GlyLys mit
DOPE im Verhaltnis 1/2 (n/n) eine signifikant bessere Transfektionsrate an Hep-G2 Zellen.
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Die hochste Transfektionseffizienz wurde von P14Lys bei einem (+/-)-Ladungsverhaltnis von
3/2 und bei P14GlyLys von 5/2 erreicht. Dies verdeutlicht erneut die Notwendigkeit des em-
pirischen Ermittelns des optimalen Ladungsverhaltnisses fur jedes Lipofektionssystems. Wei-
terhin zeigten sich die Dipeptidverbindungen dieser Untersuchungsreihe als nicht effizienter
im Vergleich zu deren Strukturanalogen Verbindungen (siehe Abb. 19). So ist bei den Ergeb-
nissen mit P14GlyLys gegenliber P14Lys eine Abnahme der Transfektionseffizienz zu ver-
zeichnen und bei den beiden Transfektionslipiden P16Lys und P16GlyLys konnte kein signi-
fikanter Unterschied in den Transfektionseffizienzen ermitteln werden. P16GlyLys zeichnet
sich lediglich durch eine gute Vertraglichkeit aus, so lagen die Viabilitatswerte der hier darge-
stellten Ladungsverhéltnissen ber 90%.

Die Modifikation der P-Reihen-Lipide in Bezug auf die E-Reihen-Lipide — durch Einfiihren
eines C4-Spacer als Abstandshalter zwischen positiv geladenen Kopfgruppe und hydrophoben
Kettenteil — fiihrte bei P14Lys und P14GlyLys im Vergleich zu den analogen Verbindungen
der E-Reihe zu einer Steigerung der Transfektionsleistung um 30-50% (siehe Abb. 20).

Transfektionseffizienz

2500+
*

5 2000 - .

s _ [ P14Lys/DOPE 1/2 (+/- 3/2)
% 'S 1500+ E14Lys/DOPE 1/2 (+/- 2/1)

) 7 Bl P14GlyLys/DOPE 1/2 (+/- 5/2)
& = 1000 /
£ / T E5 E14GlyLys/DOPE 1/2 (+/- 3/2)
% 500+ / *signifikanter Unterschied zu E14Lys

% Asignifikanter Unterschied zu E14GlyLys

Abb. 20: Transfektionseffizienz der P-Reihen-Lipiden im Vergleich mit E-Reihen-Lipiden an Hep-G2 Zellen;
X*s; n>3; p<0,05

Arbeiten von OBATA et al. zur Untersuchung des Einflusses der Spacerléange kationischer Lip-
ide auf deren Transfektionseffizienz ergaben &hnliche Ergebnisse. Auch sie konnten, beim
VergrolRern des Abstands zwischen polarer Kopfgruppe und lipophilen Kettenteil eine Steige-
rung der Effizienz feststellen.

Wie schon die Transfektionslipide der E-Reihe zeigen auch die der P-Reihe eine verminderte
Effizienz an den Zelllinien A549 und COS-7 gegeniiber der Referenzsubstanz, wie aus dem

nachstehenden Balkendiagramm entnommen werden kann (Abb. 21).
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Abb. 21: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse von P14Lys und P14GlyLys an A549, COS-7 und Hep-G2
Zellen im jeweils optimierten Ladungsverhéltnis; x£s; n>3; (Referenz: Lipofectamine™, optimiertes Ladungs-
verhaltnis)

Die gute Transfektionsleistung von P14Lys an den Hep-G2 Zellen konnte nicht an den beiden
weiteren getesteten Zelllinien bestatigen werden. Auch die Lipoplexformulierung mit
P14GlyLys konnte nicht die Transfektionsrate der Referenzsubstanz Lipofectamine™ an den
A549 und COS-7 Zellen erreichen. Somit zeigt sich erneut, dass der Grad der Transfektion
durch verschiedenste Einflussfaktoren bestimmt wird und dabei neben den physikochemi-
schen Eigenschaften der Lipide, den verwendete genetischen Material auch der Zelltyp eine

entscheidende Rolle spielt.*¥"™!

4.1.1.3 Transfektionslipide auf Basis verzweigter Fettsauren mit Tris(2-aminoethyl)amin

als Spacer (T-Reihen-Lipide)

Diese  Transfektionslipide weisen einen  verzweigten  Spacer, bestehend aus
Tris(2-aminoethyl)amin, zwischen hydrophilen und hydrophoben Molekdlteil auf. Dieser er-
maoglichte den Einbau von 2 Lysinmolekiilen als polare Kopfgruppe. Somit stehen vier prima-
re Aminogruppen als moégliche positive Ladungen zur Komplexierung der Nukleinséuren zur
Verfugung. Die nachfolgenden Lipide (siehe Tab. 13) unterscheiden sich hinsichtlich ihres
hydrophoben Molekilteils, welcher zwischen 24 und 32 C-Atomen variiert.
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Tab. 13: Chemische Strukturen der T-Reihe Lipide

Lipidstruktur R1 R2 Abktlrzung
CioHos CioHos TlZdILyS
NHz H R
N N
HZN/\/\)T \/\NH/\/ TOH\RZ C14H29 C14H2g Tl4diLyS
ﬁo C14H29 C16H33 Tl4_16d|LyS
H,N NH, .
CiHss CieH33 T16diLys

Im Vergleich zu den linear angeordneten Kopfgruppen der E- und P-Reihen-Lipide konnte
mittels der T-Reihen-Lipide die Transfektion gesteigert werden. Der Einfluss der Kopfgrup-
penfunktion auf die Transfektionseffizienz wird in einem spéteren Kapitel (4.1.3) noch detail-
lierter erléutert. An dieser Stelle sollte nochmals der Kettenldngeneinfluss der kationischen
Lipide auf die Transfektionsrate betrachtet werden. Bei den T-Reihen-Lipiden wurden dabei
zusétzlich Strukturen mit C12-Ketten sowie unsymmetrischen Kettenlangen, wie im Beispiel

von T14 _16diLys, untersucht. Die Ergebnisse sind im Folgenden graphisch dargestellt (siehe
Abb. 22).
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Abb. 22: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse der T-Reihen-Lipide an Hep-G2 Zellen; Darstellung von drei
verschiedenen Ladungsverhéltnissen; x+s; n>3; p<0,05; (Referenz: Lipofectamine™, optimiertes Ladungs-
verhaltnis)

Signifikant bessere Transfektionsergebnisse als die der Referenzsubstanz konnten fur alle
Lipide der T-Reihe ermittelt werden. Einzige Ausnahme stellte T12diLys dar, welches ledig-

lich die Transfektionsrate von Lipofectamine™ erreichte. Die Lipide TZ14diLys und
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T14 16diLys waren in dieser Reihe die besten Vektoren und tbertrafen die Transfektionseffi-
zienz von Lipofectamine™ bei einem (+/-)-Ladungsverhaltnis von 5/2 um das 5-fache. Die
Bewertung der Transfektionseffizienz in Bezug auf den Einfluss des hydrophoben Lipidberei-
ches der vorliegenden Arbeit konnten Untersuchungen von FELGNER et al. bestétigen. Sie
ermittelten ebenfalls die hochste Effizienz bei einer Kettenldnge von 14 C-Atomen in einer
vergleichenden Studie mit strukturanalogen kationische Lipide welche unterschiedlich lange
gesattigte Kohlenwasserstoffketten aufwiesen.>”

Weiterhin zeigen die MTT Ergebnisse von T14diLys, dass mit steigender Konzentration an
kationischen Lipid die Vertraglichkeit des Vektors vermindert war. So erreichte die Viabilitat
der Zellen bei einem (+/-)-Ladungsverhéltnis von 9/2 gerade noch 50%. Dabei konnte beo-
bachtet werden, dass die gut transfizierenden Vektoren haufig hohere zellschadigende Wir-
kungen gegenuber weniger guten Systemen zeigten. Die erhéhte Toxizitat der Vektorsysteme
konnte sowohl durch Zellmembranschaden, ausgeldst durch Interaktionen der verwendeten
Lipide mit den Membranlipiden, als auch von Abbauprodukten der kationischen Lipide her-
vorgerufen werden.*’®! Eine verminderte Lebensfahigkeit der Zellen muss aber nicht
zwangsweise nur auf toxische Effekte der kationischen Lipide zurlickzufiihren sein. So konn-
ten Studien belegen, dass kationische Lipide und pDNA allein nur geringe toxische Effekte
auf Zellen zeigten, hingegen die Kombination beider als Lipoplex die Toxizitat signifikant
steigerte.!”! Die Autoren wiesen an transfizierten Zellen eine erhohte Aktivitdt bestimmter
Gene nach. Vor allem Gene, welche an regulatorischen Prozessen, wie der Apoptose, beteiligt
sind, waren aktiviert. Es ist somit denkbar, dass Stérungen im genetischen Material der Zel-
len, ausgeldst durch die eingebrachte Fremd-DNA, durchaus zum Zelltod dieser fuhren kann.
Weiterhin kann vermutet werden, dass das Absinken der Viabilitat ebenso auf das gebildete
Genprodukt zurtickzufihren ist und sich negativ auf das Wachstum und die Vitalitat der Zel-
len auswirkt.

Fur weitere Untersuchungen wurden die Lipide der T-Reihe, analog zu den bereits beschrie-
benen Lipiden der E- und P-Reihe, an den beiden anderen Zelllinien getestet. Dabei zeigte
sich auch bei den Lipiden der T-Reihe erneut eine Affinitdt zu Hep-G2 Zellen (siehe
Abb. 23).
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Abb. 23: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse von T14diLys, T14 16diLys und T16diLys an A549, COS-7
und Hep-G2 Zellen im jeweils optimierten Ladungsverhdltnis; X +s; n>3; (Referenz: Lipofectamine™,
optimiertes Ladungsverhéltnis)

Im Gegensatz zu den Lipiden der E- und P-Reihe konnte mit T14diLys ein Transfektionslipid
ermittelt werden, welches vergleichbar gute Ergebnisse wie die Referenz (Lipofectamine™)
an A549 Zellen erzielte und tendenziell an COS-7 besser transfizierte.

Die guten Transfektionseigenschaften von T14_16diLys, welche an den Hep-G2 Zellen ermit-
telt wurden, konnten sich jedoch nicht an den beiden weiteren Zelllinien bestatigen, im Ge-
genteil: zusétzlich zu der geringen Effizienz an den COS-7 Zellen wurde eine erhdhte Toxizi-

tat dieses Vektors ermittelt.

4.1.2 Kationische Transfektionslipide mit einer Gemini-Grundstruktur

Eine weitere Gruppe neuartiger kationischer Transfektionslipiden stellen die Lipide der Ge-
mini-Reihe dar. In der Literatur wird die F&higkeit der Gemini-Strukturen als effektive Gen-
fahren beschrieben. Gemini-Lipide sind in der Lage DNA in einem ausreichend hohen MaRe
zu binden.®!

Der Spacer der hier verwendeten Lipide besteht aus einer C4-Grundstruktur. Die polaren
Kopfgruppen werden wiederum durch die Aminosdure Lysin gebildet. Die hydrophobe Alkyl-
kette der beiden sonst strukturanalogen Verbindungen unterscheidet sich hinsichtlich der Ket-

tenlange (siehe Tab. 14).
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Tab. 14: Chemische Strukturen der Gemini-Lipide

Lipidstruktur R1 R2 Abktlrzung
NH,
H 0 CusHo9 CiaHy9 Gl4d|LyS
HoN Ny R
o H
0 H
H,N NN R,
H
° CisHas CisHas G16diLys
NH,

Um die Effektivitat der vorgestellten Gemini-Lipide zu untersuchen, wurden wiederum Trans-
fektions- und Zytotoxizitatsuntersuchungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind dem folgenden

Diagrammen zusammengefasst (Abb. 24).
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Abb. 24: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse der Gemini-Lipide Gl4diLys und G16diLys an Hep-G2
Zellen; Darstellung von drei verschiedenen Ladungsverhdltnissen; x +s; n>3; p<0,05; (Referenz: Lipo-
fectamine™, optimiertes Ladungsverhéltnis)

Beide Lipide zeigten in der liposomalen Formulierung mit DOPE im Verhéltnis 1/2 (n/n) eine
signifikant bessere Transfektionsleistung im Vergleich zur Referenz. Fur das Erreichen der
hochsten Effizienz wurden unterschiedliche Ladungsverhaltnisse der Lipoplexe bestimmt: So
erreichte die Formulierung von G14diLys bereits bei einem (+/-)-Ladungsverhaltnis von
7/2 im Lipoplex die maximale Transfektionsrate. Im Gegensatz dazu musste bei der struktur-
analogen Verbindung G16diLys der Lipoplex ein (+/-)-Ladungsverhéltnis von 9/2 aufweisen,
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um die maximale Transfektionsrate zu erreichen. Weiterhin zeigte sich tendenziell eine erhéh-
te Toxizitdt von G14diLys gegenuber G16diLys bei allen dargestellten Ladungsverhaltnissen.
Die Vertraglichkeit beider Vektoren sinkt mit zunehmender Konzentration an kationischem
Lipid. Auch die Gemini-Lipide wurden an allen drei Zelllinien auf ihre Transfektion und To-
xizitat hin untersucht, die Ergebnisse sind nachfolgend kurz zusammengefasst (siehe
Abb. 25).

Transfektionseffizienz Viabilitat
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Abb. 25: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse von G14diLys und G16diLys an A549, COS-7 und Hep-G2
Zellen; x£s; n>3; (Referenz: Lipofectamine™, optimiertes Ladungsverhéltnis)

Bei den Gemini-Lipiden wurde neben der signifikant besseren Effizienz an Hep-G2 Zellen
auch eine vergleichsweise gute Transfektion an A549 Zellen erreicht. Jedoch zeigten die Ver-
bindungen auch ein erhohtes zytotoxisches Potential, so sank die Viabilitat der Lipidformulie-
rung mit G14diLys an den A549 Zellen auf unter 50%. Die Transfektionseffizienz der Vekto-
ren an COS-7 Zellen konnte nur ein unzureichendes MaR von ca. 20-30% der Referenzsub-

stanz erreichen.

4.1.3 Einfluss der Kopfgruppe kationischer Lipidformulierungen auf die Trans-

fektionseffizienz

Wie bereits aus den oben dargestellten Ergebnissen hervorgeht, spielen nicht nur Kettenlange
und Spacer fiir die Effizienz der Lipide eine wichtige Rolle, sondern vor allem auch die Struk-
tur und Anordnung der ladungstragenden Kopfgruppe. So ist die treibende Kraft der Lipop-
lexbildung die elektrostatische Anziehung zwischen den positiv geladenen Kopfgruppen der
kationischen Lipide und der negativ geladenen DNA. Um diese Anziehungskraft und damit
die Effektivitat der DNA-Komplexierung zu verstarken, liegt es nahe, die Ladung im Lip-

idmolekdl durch Einflihrung weiterer basischer Strukturelemente zu erhéhen. Im Folgenden
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sind die chemischen Strukturen der hier untersuchten Lipide mit unterschiedlichen Kopfgrup-

penstrukturen bei gleicher Alkylkettenldange dargestellt (siehe Tab. 15).

Tab. 15: Chemische Strukturen ausgewéhlter Lipide mit verschiedener Kopfgruppenstruktur

Lipidstruktur R1 R2 Abkulrzung
(0]
HZN\AHJK(Rl Ci4H29 Ci4H29 El4
Rz
N 0
HZNW\[O(N\AHJHR/& C14H29 C14H29 E14Ly3
2
NH,
(0]
HZEW CuH CuH El4trisLys
H 14129 147129
HoN N R
2 WHWT \/\H%R( 1
2 2
NH;
WWWJY CaHag CiaHao P14Lys
(0] NHZ H
HZNM N~ KRl .
,lle HW\[OT H FLZ C14H29 C14H29 P14d||_y5
H R
HZN\/\ /\/N
WOARZ C1aH29 C14Hog T14
NH,
N\/\ A~
H,N R,
O .
C14H29 C14H29 T14dILyS

Aufbauend zu bereits in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. A. Langner, Institut fir Phar-

mazie, MLU, Halle-Wittenberg vorhandenen Transfektionsdaten, wurden die Lipide E14 und

T14 in der vorliegenden Arbeit auch an der Hep-G2 Zelllinie untersucht.l***!"® Dije beiden

Lipide enthalten kein Lysin im Kopfgruppenbereich, zeigten jedoch, durch die endstédndige

Aminogruppe, bereits Transfektionseffizienzen. Die Ergebnisse der Transfektions- und Viabi-

litdtsuntersuchungen dieser Lipide und deren strukturanalogen Verbindungen mit Lysin als
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ladungstragende Kopfgruppe, sowie weiterer Lipide mit grélReren Kopfgruppenstrukturen aus
der E- und P-Reihe (E14trisLys, P14diLys) sind nachfolgend dargestellt (Abb. 26).
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Abb. 26: Darstellung der Transfektions- und Viabilitatsuntersuchungen kationischer Transfektionslipide mit
verschiedenen Kopfgruppenstrukturen, dargestellt sind die Ergebnisse der jeweiligen Liposomenformulierung
mit DOPE im Verhaltnis 1/2 (n/n), im optimierten (+/-)-Ladungsverhaltnis, an Hep-G2-Zellen; x+s; n>3

Die Transfektionseffizienz der Lipide E14 und T14 konnte durch Erhéhen der Anzahl an pro-
tonierbaren basischen Aminogruppen mittels Lysin als Kopfgruppe verbessert werden. Dabei
erfolgte eine signifikante Steigerung der Effizienz bei dem Lipid E14 im Vergleich zu E14Lys
um das Dreifache und bei den verzweigt angeordneten Kopfgruppen (T-Reihen-Lipide) sogar
um das 5-fache (siehe Abb. 26). Die Transfektionslipide E14trisLys und P14diLys zeigten
jedoch keine Steigerung der Transfektionsrate durch die zusatzlichen Lysinmolekile in der
Kopfgruppe gegeniber ihren Strukturanaloga E14Lys und P14Lys. Im Gegenteil, die Effizi-
enz dieser Vektoren sank im Vergleich zu den Ausgangsverbindungen. Damit zeigte sich,
dass nicht immer eine hohere Anzahl an protonierbaren Gruppen im Lipidmolekiil ein Garant
fur eine Steigerung der Effizienz des Transfektionssystems ist.**>%

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass sich die Lipide mit verzweigt angeordneten Lysin-
molekdlen als effektiver erwiesen als die Verbindungen mit linearer angeordneter Kopfgrup-
pe. So zeigte P14diLys eine geringere Effizienz als T14diLys. Die verzweigte Anordnung der
Kopfgruppe, bedingt durch den Tris(2-aminoethyl)amin-Spacer, ermdglicht wahrscheinlich
eine bessere Zugénglichkeit der positiven Ladung. Die 4 priméren Aminogruppen, welche fiir

die Komplexierung der pDNA zur Verfugung stehen, kdnnen somit durch den groReren Ab-
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stand zueinander die Kondensierung der DNA erleichtern, sowie die protektive Wirkung ge-
gen Nukleasen erhéhen.!*"]

Wenn man neben der Effizienz auch die Viabilitat der Systeme vergleicht, fallt auf, dass bei
der Erhohung der Anzahl an primdren Aminogruppen im Molekil der E-Reihen-Lipide eine
kontinuierliche Zunahme der toxischen Wirkung der Substanzen auf die Zellen zu
verzeichnen war, obwohl die eingesetzte Stoffmenge an kationischen Lipid in der Reihenfolge
El14 > El4Lys > El4trisLys im dargestellten Ladungsverhaltnis sinkt (Nia.Lipia pro Well je
Ladungsverhaltnis kénnen dem Anhang entnommen werden). Im Gegensatz dazu konnte bei
den P-Reihen-Lipiden kein Einfluss der Anzahl an primaren Aminogruppen im Lipidmolekiil
auf die Viabilitat ermittelt werden. Bei den T-Reihen-Lipiden zeichnete sich tendenziell sogar
ein besseres Uberleben der Zellen durch einfithren der Lysin-Kopfgruppe ab.

4.1.4 Einfluss des Helferlipids auf die Transfektionseffizienz

Die meisten Lipidformulierungen fiir den nicht-viralen Gentransfer weisen neben dem Kkatio-
nischen Transfektionslipid auch eine neutrale Helferlipidkomponente auf, die in unterschied-
lichen Verhaltnissen der Formulierung beigemischt wird. Haufig verwendete Helferlipide sind
dabei das neutrale Phospholipid Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE) und Cholesterol.
Wie bereits eingehend erwéhnt ist DOPE in der Lage invers-hexagonale Phasen (H;) auszu-
bilden und fordert besonders im sauren pH-Bereich die Fusion von Lipoplexen mit Membran-
lipiden, was eine Destabilisierung der Endosomenmembran und damit die Freisetzung des
Lipoplexes, und somit auch der DNA, aus dem Endosom férdert.*®181 DOPE zeigte sich als
effizientes Helferlipid bei In-vitro-Untersuchungen. Im Gegensatz dazu stehen jedoch
In-vivo-Untersuchungen in denen DOPE als ineffektiv beschrieben wurde.[*8218!

Cholesterol als amphiphiles Molekul kann sich durch seine OH-Gruppe in Lipidmembranen
einlagern und durchspannt etwa die Halfte der Dicke eines Bilayers.™* Cholesterol erhoht
die Lipidordnung in Membranen, bewahrt aber gleichzeitig deren Fluiditat und Diffusionsrate.
Diese Eigenschaften bergen fir die In-vivo-Anwendung Vorteile. So wurde belegt, dass die
Verwendung von Cholesterol als Helferlipid die Zirkulationszeit der Lipoplexe im Blutkreis-
lauf erhoht und somit in In-vivo-Experimenten bessere Transfektionsraten im Vergleich zu
DOPE erzielt werden konnte.[*3418°]

Zur Untersuchung der Transfektionseffizienz in Abhangigkeit des verwendeten Helferlipids
wurden Untersuchungen mit Cholesterol und DOPE in verschiedenen Lipid/Helferlipid-
Verhéltnissen durchgefthrt. In der folgenden Abbildung (Abb. 27) sind die Transfektionser-

gebnisse von T14diLys mit DOPE und Cholesterol sowie ohne Helferlipid dargestellt.
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Abb. 27: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse von T14diLys mit DOPE und Cholesterol in verschiedenen
Lipid/Helferlipid-Verhaltnissen, sowie ohne Helferlipid mit optimierten (+/-)-Ladungsverhaltnis an Hep-G2
Zellen; x+s; n>3

Ohne Helferlipid zeigte sich T14diLys als ineffektiver Gentransfervektor. Diese Beobachtung
stimmt mit den aus der Literatur bekannten Erkenntnissen Uberein. Die Effizienz von
T14diLys als Transfektionssystem wurde in Abhédngigkeit des verwendeten Helferlipids und
dessen eingesetzte Menge gesteigert. Wie aus Abb. 27 hervorgeht, zeigten die Vektoren mit
Cholesterol, gegenuber denen mit DOPE bei gleichen Stoffmengenverhaltnissen, eine gerin-
gere Transfektionseffizienz. Besonders deutlich wurde die Uberlegenheit von DOPE bei ei-
nem Verhaltnis von 1/2 (Nat Lipia/Npore). Die Effizienz erhdhte sich um das 3-fache gegentiber
dem vergleichbaren System mit Cholesterol.

Neben der geringeren Effizienz als DOPE, hatten die Formulierungen mit Cholesterol zusatz-
lich eine starkere schadigende Wirkung auf die Zellen. Dabei sank die Viabilitat bei einem
Stoffmengenverhaltnis von 1/2 (Niat.Lipia/Ncholesteror) auf unter 50%. Hingegen wiesen die For-
mulierungen mit DOPE eine Viabilitat auf, welche vergleichbar mit der Lipidformulierung
ohne Helferlipid war. Allerdings ist anzumerken, dass die Ergebnisse mit unterschiedlichen
Stoffmengen an kationischen Lipid erhalten wurden. Daher wurden die Viabilitdten der Mi-
schungen mit DOPE und Cholesterol von 1/2 (n/n) im Folgenden gegen die eingesetzte

Stoffmenge an kationischem Lipid je Well dargestellt.
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Abb. 28: Darstellung der Viabilitatsdaten der Lipoplexformulierungen von T14diLys mit DOPE und Cholesterol
im Verhdltnis 1/2 (n/n) an Hep-G2 Zellen in Abhéngigkeit der eingesetzten Stoffmenge an kationischem Lipid je
Well

Wie aus Abb. 28 zu entnehmen ist, nahm die Viabilitat der Zellen mit zunehmender Stoff-
menge an eingesetztem Lipid ab. Dabei beeinflusste die Formulierung ohne Helferlipid die
Zellviabilitat am geringsten, gefolgt von der Formulierung mit DOPE. Die hochste toxische
Wirkung tbten die Lipoplexe mit Cholesterol aus. Dabei sank die Viabilitat der Zellen im
Vergleich zu nichtbehandelten auf ca. 40% ab.

Der Einfluss des Helferlipides auf die Transfektion wurde weiterhin an COS-7 Zellen unter-
sucht. Dabei konnte die gute Transfektionsleistung der Lipidformulierungen mit DOPE besta-
tigt werden, wie folgendes Balkendiagramm (Abb. 29) zeigt.
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Abb. 29: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse von T14diLys mit DOPE und Cholesterol in verschiedenen
Lipid/Helferlipid-Verhaltnissen sowie ohne Helferlipid mit optimierten (+/-)-Ladungsverhaltnis an COS-7
Zellen; X+s; n>3

Auffallig ist, dass T14diLys ohne Helferlipid bereits in einem, wenn auch nur geringem Ma-

Re, COS-7 Zellen transfizieren konnte. Die Effizienz wurde durch die Verwendung von Cho-
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lesterol und DOPE als Helferlipide gesteigert, wobei erneut bessere Transfektions- und Viabi-

litatsergebnisse mit DOPE als Helferlipid erzielt werden konnte.

4.1.5 Serumeinfluss auf die Transfektionseffizienz

Der Einfluss von Serum auf die Transfektionsleistung der neuen Transfektionslipide sollte
ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. Daher wurden ausgewahlte Transfekti-
onssysteme ohne ein serumfreies Inkubationsintervall auf ihre Effizienz hin getestet. Die Pra-
paration der Lipoplexe erfolgte zunéchst ohne Serum, um die Komplexierung der pDNA zu
gewahrleisten. Nach 15-mindtiger Inkubation von pDNA und Lipidformulierung wurde im
anschlieBenden Verdunnungsschritt (wie in Kapitel 3.2.3.2 beschrieben) Serum zugeben. Die
Endkonzentration an Serum betrug 10%. Im Folgenden sind einzelne Ergebnisse dieser Un-
tersuchungsreihe dargestellt (Abb. 30). Die vollstandigen Daten befinden sich im Anhang.
Die Ergebnisse der Transfektionseffizienz stellen jeweils die empirisch ermittelten besten

(+/-)-Ladungsverhaltnisse der einzelnen Transfektionssysteme und die dazugehdrigen Viabili-

taten dar.
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Abb. 30: Transfektions- und Viabilitatsergebnisse ausgewahlter Transfektionslipide mit dem Helferlipid DOPE
im Verhéltnis 1/2 (n/n), an Hep-G2 Zellen, mit und ohne serumfreien Inkubationsintervall; x£s; n>3

Die Referenzsubstanz Lipofectamine™ zeigte bei den Versuchen ohne serumfreies Inkuba-
tionsintervall eine Erniedrigung der B-Galactosidase-Aktivitat. Die Aktivitat sank auf 50% im
Vergleich zu den Ergebnissen mit serumfreien Inkubationsintervall. Im Gegensatz dazu er-
wiesen sich die Lipidformulierungen der kationischen Lipide auf Basis verzweigter Fettsduren
und der Gemini-Lipide als serumstabil. Die Transfektionseffizienz wurde nicht durch die
Anwesenheit von Serum erniedrigt. E14Lys und G14diLys zeigten sogar tendenziell eine

Steigerung der Transfektionsrate. Die Toxizitat wurde dabei nicht signifikant beeinflusst.
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4.1.6 Untersuchungen zum stabilen Einbau von pDNA

Transfektionsuntersuchungen welche in einem Zeitraum von 12 bis 72 Stunden erfolgen zéh-
len zu den transienten Assays. Da in der Regel die DNA-Aufnahme in diesem Zeitraum abge-
schlossen ist gleichzeitig aber der DNA-Abbau durch Nukleasen beginnt, wird die einge-
brachte DNA nach kurzer Zeit wieder aus der Zelle entfernt. Die transiente Transfektion ist
somit zeitlich begrenzt und flihrt groftenteils nicht zu einer chromosomalen Integration der
Fremd-DNA.8 Fir viele molekularbiologische Fragestellungen ist es jedoch nétig eine
neue, stabile Zelllinie mit einer chromosomalen Integration der gewunschten Fremd-DNA zu
etablieren. Die Transfektionsprotokolle fur einen stabilen Einbau basieren dabei h&ufig auf
den Standardprotokollen zur transienten Transfektion, wobei als Expressionsvektor meist
pDNA mit einem Selektionsmarker, welcher eine Antibiotikaresistenz vermittelt, verwendet
wird. Nur Zellen welche das Resistenzgen erfolgreich in das Genom eingebaut haben wachsen
in einem Medium mit dem spezifischen Antibiotikum, nicht transfizierte Zellen sterben hin-
geben ab.

Um neben dem Screening neuartiger kationischer Lipide auf ihre Transfektionsleistung auch
eine Untersuchung zum stabilen Einbau mit Selektionsmedium durchzufiihren, wurden mittels
des Transfektionssystems T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) und der pDNA pEGFP-C2, Hep-G2 Zel-
len transfiziert und anschlieBend mit Selektionsmedium kultiviert (siehe Kapitel 3.2.4). Die

Untersuchungen der transfizierten und nichttransfizierten Hep-G2 Zellen, welche bereits

7 Tage mit Selektionsmedium kultiviert wurden, ergaben folgende mikroskopische Bilder

Abb. 31: Selektionsversuche; 7 Tage nach Kultivierung mit Selektionsmedium, links: Kontrolle der nicht
transfizierten Zellen VergréRerung 1:400, rechts: transfizierte Hep-G2 Zellen; VergréRerung 1:200

In Abb. 31 ist zu erkennen, dass sich die Zellen nach ca. 7 Tagen durch Schédigung des Anti-

biotikums teilweise vom Untergrund abzuldsen begannen. Eine stérker zellschadigende Wir-
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kung von G418 war bei der Kontrollreihe ersichtlich. Wie links in der Abb. 31 zu erkennen
ist, 16sten sich mehr Zellen als bei der transfizierten Probe vom Untergrund ab.

Durch Weiterkultivierung mit Selektionsmedium wurden die unterschiedlichen Auswirkungen
des Antibiotikums auf die beiden Zellkulturen immer deutlicher (siehe Abb. 32).

5o

Abb. 32: Selektionsversuche; 10 Tage nach Kultivierung mit Selektionsmedium, links: Kontrolle der nicht
transfizierten Zellen, rechts: transfizierte Hep-G2 Zellen; VergréRerung 1:200

Wahrend sich bei den transfizierten Zellen langsam ein geschlossener Zellerasen ausbildete
(Abb. 32, rechts), waren bei der nichttransfizierten Kontrollreihe durch die schadigende Wir-
kung von G418 immer mehr Liicken und kuglig geformte Zellen zu erkennen (links). Die Zel-
len ohne Resistenzgen wuchsen nach 10 Tagen nicht mehr adhdrent am KulturgefaR. Nach
14 Tagen losten sich auch die restlichen Zellen der Kontrollreihe von der Zellkulturflasche ab.
Die Kultur wurde somit verworfen. Die Kultivierung der transfizierten Zellen erfolgte tber
5 Monate. VVon einer klonalen Selektion wurde abgesehen, da eine genetisch einheitliche Zell-
linie fir diese Fragestellung nicht notwendig erschien.

Die Untersuchungen zeigen, dass ein Transfektionsprotokoll fir die stabile Transfektion mit-

tels kationischer Lipide auf Basis a-verzweigter Fettsaureamide aufgestellt werden konnte.

4.2  Charakterisierung von Lipid- und Lipoplexformulierungen

Neben der Ermittlung von Transfektionseffizienzen und Zytotoxizitaten der Lipidformulier-
ungen auf die Zellkulturen wurden diese hinsichtlich ihrer Partikeleigenschaften charakteri-
siert. FUr die Bestimmung der PartikelgroRen sowie der PartikelgroRenverteilung wurden
PCS-Messungen durchgefiihrt. Des Weiteren wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen
zur PartikelgroRenbestimmung herangezogen, wodurch zusatzlich Informationen (ber die
Partikelformen erhalten werden konnten. Um Aussagen uber die Partikeloberflachenladung zu

erhalten, wurde das Zeta-Potential mittels Laser-Doppler-Anemometrie bestimmt.
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4.2.1 Bestimmung von Partikelgrofien und Zeta-Potential ausgewahlter Lipid-

und Lipoplexformulierungen

Die Charakterisierungen zur Ermittlung von Strukturverdnderungen nach Zugabe von pDNA
zur Lipidformulierung wurde mit T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) durchgefihrt. Diese Formulie-
rung wurde ausgewahlt, da sie (wie in Kap. 4.1.1.3 belegt) gute Transfektionsleistungen er-
zielte. Bei der Analyse dieses Transfektionssystems zeigte sich zudem eine ladungsabhéngige
Transfektionseffizienz, wobei positiv geladene Lipoplexe eine bessere Transfektionseffizienz
gegentber Partikeln mit negativer Nettoladung aufwiesen (graphische Darstellung siehe An-
hang). Diese Beobachtung geht mit Literaturangaben einher, wobei fur die bessere Transfek-
tionsleistung der positiv geladenen Lipoplexe eine starkere Interaktion mit den Zellmembra-
nen der Zielzellen im Vergleich zu Lipoplexen mit negativer Ladung diskutiert wurde.[”**8"]
Weiterhin ging aus den Transfektionsuntersuchungen der vorliegenden Arbeit hervor, dass die
Transfektionseffizienz kontinuierlich bis zu einem bestimmten Ladungsverhéltnis anstieg. Ein
weiteres Erhohen des Lipidanteils im Lipoplex bewirkte jedoch dann keine Steigerung der
Effizienz mehr. Auch diese Beobachtung stimmen mit Angaben aus der Literatur tiberein.™
Die Herstellung der einzelnen Lipoplexe bei unterschiedlichen (+/-)-Ladungsverhaltnissen
erfolgte, wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben. Anschlielend wurden diese am Zetasizer Nano-ZS
vermessen und die erhaltenen PartikelgroRen sowie Zeta-Potentiale in Abhéngigkeit vom
(+/-)-Ladungsverhéltnis graphisch dargestellt (siehe Abb. 33).
| I i

o A

800 ]

700 ]

204

— 600 - >
E. 500 % %
o =
g 400 g
™ 300+ % g 0
200 },/
100
0 T T T T T T T T , -20 T T T T T
11 2/1 3/1 4/1 5/1 1/1 2/1 31 4/1 5/1
Ladungsverhaltnis (+/-) Ladungsverhaltnis (+/-)

Abb. 33: Graphische Darstellung zur Partikelcharakterisierung der Lipoplexe von T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) mit
pCMV-SPORT-Pgal; links: PartikelgroRe in Abhéngigkeit vom (+/-)-Ladungsverhéltnis, Gaul’-Fit; rechts:
(-Potential in Abhdngigkeit vom (+/-)-Ladungsverhaltnis, nicht lineare Kurvenanpassung, Bolzmann (Parameter
der Kurvenanpassungen siehe Anhang)

Es zeigte sich, dass mit steigendem Ladungsverhaltnis der Durchmesser der Lipoplexe bis
zum Erreichen eines Maximum von ca. 900nm bei einem (+/-)-Ladungsverhaltnis von 5/2

anstieg. Durch weitere Erhéhung der positiven Ladung im Lipolex (durch Erhdhung des
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Lipidanteils in der Formulierung) sank die GrolRe der Partikel schlie3liche auf 200nm ab.
Diese PartikelgroRe entspach annéhernd dem Partikeldurchmesser der Lipoplexe bei einem
(+/-)-Ladungsverhéltnis von 1/2. (siehe Abb. 33, links). Die Untersuchungen des Zeta-Poten-
tials im Vergleich zum (+/-)-Ladungsverhéltnis ergaben drei Regionen in welche die Partikel-
ladung eingeteilt werden konnte (siehe Abb. 33, rechts). Zunédchst waren die Partikel
aufgrund der noch nicht vollstandig komplexierten DNA negativ geladen (Region I). Durch
Erhohen des Anteils an kationischen Lipid im Lipoplex stieg die Partikelladung an, sodass die
Kurve bei einem Verhdltnis von ca. 2/1 die y-Achse schnitt (Region I1). Anschliel3end stieg
das Zeta-Potential im positiven Bereich weiter und néherte sich bei 30 mV dem Potential der
Liposomendispersion (ohne pDNA) an (Region I11). Im Gegensatz zu anderen Arbeiten war
das Kurvenmaximum der PartikelgroRe und der Ladungsneutralpunkt jedoch nicht deck-
ungsgleich: die Werte differierten um ca. 0,5 (+/-)-Einheiten.™®! Des Weiteren erreichte der
Vektor den theoretischen Ladungsneutalpunkt nicht bei einem (+/-)-Ladungsverhaltnis von
1/1 sondern erst zwischen 3/2 und 2/1. Zu erkléren ist diese Beobachtung mdoglicherweise
durch folgenden Sachverhalt: Flr die Berechnung des (+/-)-Ladungsverhéltnisses wurde flr
das Lipid T14diLys (mit 4 priméren Aminogruppen) 4 positive Ladungen pro Molekil ange-
nommen. Wabhrscheinlich sind jedoch nicht alle Aminogruppen an der Komplexierung der
pPDNA beteiligt, sodass das berechnete (+/-)-Ladungsverhaltnis von 1/1 vom experimentell
bestimmten Ladungsneutralpunkt abweicht und somit mehr kationisches Lipid, zur vollstan-

digen Komplexierung der pDNA benétigt wurde.

4.2.2 Vergleichende Untersuchungen zur Partikelgrofie: PartikelgroRenanalyse

mittels PCS und Transmissionselektronenmikroskopie

Fur weitere Untersuchungen zur Aufklarung der Partikeleigenschaften von Lipid- und
Lipoplexformulierungen auf Basis verzweigter Fettsduren wurde exemplarisch die Lipid-
formulierung T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) und verschiedene Lipoplexe dieser Formulierung
neben der Analyse mittels PCS auch mit der Transmissionselektronenspektroskopie (TEM)
analysiert.

Die in der vorliegenden Arbeit angewendete PCS ist eine vielverwendete Methode zur Cha-
rakterisierung von Nanopartikeln hinsichtlich GroRe und GroBenverteilung.**¥ Dabei beruht
die Ermittlung der Partikelgrolie auf einer zeitabhangigen Messung von Intensitatsfluktuatio-
nen der Streulichtsignale. Die statistische Auswertung dieser Daten erfolgt tiber eine Autokor-
relationsfunktion, welche den dynamischen Prozess der Diffusionsbewegung der Partikel,

aufgrund der BROWN’schen Molekularbewegung, beschreibt. Aus dem konditionellen Diffu-
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sionskoeffizienten kann dann mit Hilfe der STOKES-EINSTEIN-Beziehung der hydrodynami-
sche Teilchenradius errechnet werden (siehe Kapitel 3.3.1). Fur monodisperse Partikel gilt ein
exponentieller Abfall der Autokorrelationsfunktion durch Vorliegen einer reinen Translati-
onsbewegung der Teilchen. Polydisperse Systeme hingegen enthalten unterschiedlich groRe
Teilchen, welche entsprechend ihrer GrolRe verschiedene Diffusionskoeffizienten besitzen.
Dadurch kann die Korrelationsfunktion nicht mehr durch eine einfache Exponentialfunktion
ausgedriickt werden, sondern stellt eine Uberlagerung vieler Exponentialfunktionen dar.[**!
Fur die Annaherung an diese komplexe Funktion existieren verschiedene methodische Ansét-
ze welche von Stock und RAY ausfihrlich auf Vor- und Nachteile diskutiert wurden.** Die
von Malvern fir die Berechnung der mittleren TeilchengroRRe (z-Average-Wert) verwendete
Kumulantenanalyse ist eine vergleichsweise einfache Methode zur Ann&herung der Autokor-
relationsfunktion und ist strenggenommen nur auf monodisperse Systeme anwendbar.[5°16%!
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kumulantenanalyse als Standardmethode zur Auswer-
tung der Autokorrelationsfunktionen verwendet und der mittlere Partikeldurchmesser als
z-Average-Wert sowie der PDI als MaR fur die PartikelgroRenverteilung angeben. Der PDI-
Wert einiger Lipid- und Lipoplexformulierungen wies jedoch auf eine polydisperse Partikel-
groenverteilung hin (PDI > 0,25). Daher wurden im Folgenden fir die Lipidformulierung
T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) und deren Lipoplexe mit den (+/-)-Ladungsverhéltnissen 1/2, 2/1
und 9/2, zusétzlich zu den ermittelten z-Average-Werten, die ungewichteten, massengewich-
teten und anzahlgewichteten PartikelgroRenverteilungskurven dargestellt. Als Berechnungs-
grundlage fur die PartikelgroBenverteilungskurven diente ein exponentieller Fit (Fit-Modell
siehe Anhang). Weiterhin wurden die Partikelgrofien aus der PCS-Analyse mit den erhaltenen

(TEM)-Aufnahmen der einzelnen Proben verglichen.

Lipidformulierung: T14diLys/DOPE 1/2 (n/n)
Fur die Lipidformulierung T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) wurden positiv geladene Partikel

(¢-Potential: 38 £ 6mV) mit einem z-Average-Wert von 81 £ 21 nm und einem PDI von 0,26
bestimmt. Die PartikelgroRenanalyse ergab flr die ungewichtetet GroRenverteilungskurve drei
Partikelpopulationen mit den Maxima bei 30, 130 und 3200 nm (Abb. 34, links).
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Abb. 34: PartikelgroRenverteilung der Lipidformulierung T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) als ungewichtet, massen-
gewichtete und anzahlgewichtete Darstellung (von links nach rechts)

Die hochste Peakintensitédt der ungewichteten GroRenverteilungskurve wurde bei dem mittle-
ren Peak (130 nm) ermittelt. Im Vergleich dazu verschob sich die Lage der hochste Peakinten-
sitdt bei der massengewichteten Darstellung zum ersten Peak, welcher in dieser Verteilungs-
kurve bei 25nm lag (siehe Abb. 34, mittlere Darstellung). Die zweite Partikelpopulation wur-
de in dieser Darstellung bei 85nm mit einer Peakintensitat von ca. 0,2 bestimmt. Der dritte
Peak blieb unverénderte bei einem Partikeldurchmesser von 3200 nm. Fir die anzahlgewich-
tete Darstellung der PartikelgréRenverteilung wurde lediglich ein schmaler Peak, dessen Ma-
ximum bei 25nm lag ermittelt (sieche Abb. 34., rechte Darstellung). Die Verschiebung der
Peakintensitaten liegt in der Umrechnung der Verteilungskurven begriindet (Berechnungs-
grundlage siehe Anhang). So ist fur monodisperse Proben die Umrechnung der ungewichteten
PartikelgroRenverteilung zur massen- sowie anzahlgewichteten Verteilung relativ unproble-
matisch. Anders gestaltet sich dies bei polydispersen Proben, in welchen sowohl kleine als
auch grofRe Partikel enthalten sind. So bewirken groRere Partikel eine hdher prozentuale
Streulichtintensitat bei der ungewichteten Partikelgrofienverteilung als kleine Partikel. Nach
der Umrechnung zur massen- und anzahlgewichteten Verteilung fallen groRere Partikel nicht
mehr so stark ins Gewicht. Im Allgemeinen ist die Angabe von massen- oder anzahlgewichte-
ten Partikelgroenverteilungen fur polydisperse Proben reprasentativer als die der ungewich-
teten Angabe.

Zur Uberpriifung der erhaltenen z-Average-Werte sowie der GroRenverteilungskurven, wur-
den TEM-Aufnahmen der beschriebenen Liposomen angefertigt. Dies ermdglichte neben der
Abschatzung der PartikelgroRe auch eine Vorstellung tber die Form der Partikel zu erlangen
(siehe Abb. 35).
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Abb. 35: TEM-Aufnahmen der Liposomen T14diLys/DOPE 1/2 (n/n); Proben mit Uranylacetat (1%) kontras-
tiert; Balken entspricht 100 nm

Wie in Abb. 35 zu erkennen ist, zeigten die Aufnahmen der Liposomendispersion des kationi-
schen Lipids T14diLys in einem 1/2 (n/n) Mischungsverhaltnis mit DOPE kleine Aggregate
mit einer Grolze von etwa 30nm (Abb. 35, Bild A). Weiterhin sind in Bild A sehr kleine dif-
fus verteilte Aggregate erkennbar, welche entweder auf die Praparation mit Uranylacetat zu-
rickzufihren sind, oder reines DOPE bzw. kationisches Lipid darstellen. Das VVorhandensein
von mizellaren Lipidaggregaten kann weitestgehend ausgeschlossen werden, da mittels der
DLS keine PartikelgroRen unter 10 nm ermittelt werden konnten. GréRere Strukturen mit einer
PartikelgroRRe von ca. 60 nm konnten lediglich im Randbereich des Grids ausfindig gemacht
werden (Abb. 35, Bild B). Dies ist vermutlich auf die Praparation der Probe zuriickzufiihren.
So kdénnen, durch die Probenpraparation die Liposomen an den Randbereich gezogen worden
sein.

Im Vergleich der beiden PartikelgroRenanalysen zeigte sich, dass die PartikelgréRenbestim-
mung mittels DLS unter Angabe des z-Average-Wertes groRere Werte als die der mikroskopi-
schen Methode lieferte. Auch die ungewichtete GroRenverteilung zeigt bei groReren Partikeln
die maximale Peakintensitat. Am besten stimmen die massen- und anzahlgewichteten Vertei-

lungskurven mit den mikroskopischen Aufnahmen Uberein.

Lipoplexformulierungen: T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) / pCMV-SPORT-pqal bei den
(+/-)-Ladungsverhéltnissen von 1/2, 2/1 und 9/2

Fur das Vektorsystem T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) mit pDNA wurden bei einem (+/-)-Ladungs-
verhaltnis von 1/2 negativ geladene Partikel (-Potential: -9 + 2 mV) mit einem z-Average-

Wert von 261 + 74 nm und einem PDI von 0,25 bestimmt. Durch Erhdhen der positiven La-
dung konnten bei einem (+/-)-Ladungsverhéltnis von 2/1 positiv geladene Partikel
(C-Potential: 15 £ 7mV) mit einem z-Average-Wert von 470 + 63 und einem PDI von 0,50
bestimmt. Beim weiteren Erhohen der positiven Ladung nahm die Lipoplexgréfie ab. So wur-

de bei einem (+/-)-Ladungsverhéltnis von 9/2 ein z-Average-Wert von 187 + 7nm mit einem
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PDI von 0,36 sowie ein Zeta-Potential von 28 + 6 mV ermittelt. Im Folgenden sind die unge-
wichteten, massengewichteten und anzahlgewichteten GroRenverteilungskurven (von links
nach rechts) dieser Proben dargestellt (Abb. 36).
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Abb. 36: Darstellung der PartikelgroRenverteilung der Lipid/DNA-Komplexe: T14diLys/DOPE 1/2 (n/n)/
pCMV-SPORT-Bgal bei den (+/-)-Ladungsverhéltnissen 1/2, 2/1 und 9/2 (von oben nach unten), GroRen-
verteilung als ungewichtet, massengewichtet und anzahlgewichtet (von links nach rechts)

Die ungewichteten Verteilungskurven aller drei Proben zeigen eine breite Verteilung, was auf
polydisperse Proben schlief3en lasst und die ermittelten PDI-Werte bestatigt. Die Verteilungs-
kurven der Proben mit einem (+/-)-Ladungsverhaltnis von 1/2 und 9/2 &hneln sich, wobei in
der massengewichteten Darstellung die drei hochsten Peakintensitaten bei 90 bzw. 75nm, 330
und 555nm ermittelt wurden. Die ungewichtete Verteilungskurve bei einem (+/-)-Ladungs-
verhaltnis von 2/1 (Abb. 36, Mitte, linker Graph) lasst zwei Partikelpopulationen bei 130 und
880nm vermuten. Auch die massengewichtete Darstellung dieser zeigte eine sehr breite Ver-
teilung mit groRBen Partikeln. Die anzahlgewichtete Darstellung hingegen zeigte einen
Haupt-Peak bei 85nm und mehrere kleine PartikelgréRenpopulationen ab 330 nm.

Die TEM-Aufnahmen des Lipoplexes bei einem (+/-)-Ladungsverhéltnis von 1/2 bestatigten
das Vorhandensein von Partikeln unterschiedlicher GroRen (siehe Abb. 37, Bilder Al, B1).
So wurden neben kleineren Aggregaten mit einer GroRe um 100 nm auch Partikel mit Grél3en
iiber 300nm ermittelt. In Abb. 37 (Bild Al und B1) weisen die Pfeile auf Uberstrukturen der
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Lipoplexe hin. Die Kontrastierung der Komplexe lasst dabei eine lamellare Struktur der Lip-
oplexe vermuten. Weiterhin konnte eine beginnende clusterartige Anordnung Lipid/DNA-
Aggregate beobachtet werden. Somit konnte mittels der TEM-Aufnahme eine Vorstellung

uber LipoplexgroRe und -form erhalten werden.

(+/-)-Ladungsverhiltnis 1/2
Bild Al:

. Balken entspricht 500nm
Bild B1:

Balken entspricht 100 nm

- (+/-)-Ladungsverhiltnis 2/1
- Bild A2 und B2:
Balken entsprechen 100 nm

(+/-)-Ladungsverhéltnis 9/2
Bild A3:

Balken entspricht 200 nm
Bild B3:

Balken entspricht 50 nm

Abb. 37: TEM-Aufnahmen der Lipoplexe T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) / pCMV-SPORT-Bgal, (+/-)-Ladungs-
verhéltnissen (von oben nach unten): 1/2, 2/1 und 9/2; Proben mit Uranylacetat (1%) kontrastiert

Die TEM-Aufnahmen der Lipoplexe bei einem (+/-)-Ladungsverhéltnis von 2/1 (Abb. 37
Bilder A2 und B2) zeigen sehr unterschiedliche Strukturen. So weist Pfeil 1 in Bild A2 auf ein
durch Trocknung geplatztes Liposom hin, welches vermutlich nicht an der Komplexierung
der DNA beteiligt war. Weiterhin sind Aggregate, in denen erneut die multilamellare Struktur
der Lipoplexe vermutet werden kann (Pfeil 2), erkennbar. In Bild B2 sind deutlich Regionen

mit stark komplexierter DNA zu erkennen. In diesen Aggregaten kann ein nahezu vollstandi-
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ger Ladungsausgleich vermutet werden, sodass sich die Partikel aufgrund fehlender elektro-
statischer AbstolRung zu grof3en clusterférmigen Aggregaten zusammen lagern. Wie schon mit
der PCS-Analyse konnten auch mit Hilfe der TEM-Aufnahmen mehrere Partikelpopulationen
in der Probe ermittelt werden. Dabei scheinen die groRRen clusterférmigen Strukturen anteilig
in der Probe vorzuherrschen. Diese Beobachtungen stimmen somit mit den Angaben der un-
gewichteten und der massengewichteten PartikelgréRenverteilung am besten uberein.

Die Analyse der Lipoplexe mit einem hohen Uberschuss an kationischem Lipid im Verhaltnis
zur eingesetzten DNA-Menge ((+/-)-Ladungsverhaltnis von 9/2) wiesen Kkleinere Partikel als
die Probe bei einem (+/-)-Ladungsverhaltnis von 2/1 auf. Es wurde mittels der mikroskopi-
schen Aufnahme aus Abb. 37 (Bild A3 und B3) ein GrolRenbereich der Lipoplexe von ca.
100nm ermittelt. Bild B3 zeigt erneut eine scheinbar multilamellare Struktur des Lipid/DNA-
Komplexes. Clusterartige Strukturen mit einer PartikelgroRe > 500nm, wie die ungewichtete
und massengewichtete Verteilungskurve zunachst vermuten liel, wurden jedoch nicht ermit-
telt.

Mittels der PCS konnte in dieser Arbeit auf Strukturverdnderungen der Lipidformulierung bei
der Lipoplexbildung hingewiesen werden. Jedoch ist diese Analysenmethode, besonders bei
polydispersen Systemen sowie nicht sphérischen Partikeln, allein nicht aussagekraftig und
bedarf daher weiterer Methoden zur Strukturaufklarung von Partikeln. So konnte mit den in
dieser Arbeit gezeigten TEM-Aufnahmen eine Vorstellung tber Form und Grolie der Lipi-
daggregate sowie der Lipoplexe des Transfektionssystem T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) gewon-
nen werden. Weitere Methoden zur Partikelcharakterisierung, wie Rontgenbeugungsanalysen,

kdnnen zusétzlich zur Strukturaufklarung, insbesondere der Lipoplexe beitragen.

4.3  Fluoreszenzmikroskopische Zellkulturuntersuchungen

Neben den Transfektionsuntersuchungen zur Effizienz der neuen Vektoren und der Parti-
kelcharakterisierung der Lipid/DNA-Komplexe wurden auch Studien zur Aufnahme der Lipo-
plexe und deren Lokalisation in der Zelle vorgenommen, wobei unterschiedlichen Inkubati-
onszeiten mit dem Lipoplex am konfokalen LSM untersucht wurden. Dabei wurden Interakti-
onen der Lipoplexe mit den Zellmembranen beobachtet sowie zeitabh&ngige Untersuchungen
zum Verbleib der Lipid/DNA-Partikel in den Zellen und deren Umgebung durchgefuhrt. Wei-
terhin sollte die intrazellulére Freisetzung der pDNA von dem Tréagersystem untersucht wer-
den. Dafur wurde die Laser-Scanning-Mikroskopie in Kombination mit FRET-Messungen
unter Zuhilfenahme des Akzeptor-Bleich-Verfahren verwendet (siehe Kapitel 3.4.3.1).
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4.3.1 Systemauswahl fur die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zur Lipoplexaufnahme wurden an der Zell-
linie COS-7 durchgefiihrt. Die Wahl des Vektorsystems basierte auf Zellkulturuntersuchun-
gen zur Transfektionseffizienz und fiel auf die gut transfizierende Lipidformulierung
T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) (siehe Kapitel 4.1.1.3). Um eine positive Lipoplexgesamtladung zu
gewahrleisten wurde in der vorliegenden Arbeit ein (+/-)-Ladungsverhaltnis von 5/2 fir die
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen verwendet (siehe Partikelcharakterisierung im
Anhang). Die fluoreszenzmarkierte Liposomenformulierung T14diLys/DOPE/SD-E14Rho6G
im Verhdltnis 1/2/0,01 (n/n/n) wurde durch Zugabe des fluoreszenzmarkierten Lipids SD-
E14Rho6G bei der Liposomenpraparation, wie in Kapitel 3.1 beschrieben, hergestellt. Um
maoglichen Problemen der Mischbarkeit des fluoreszenzmarkierten Lipids in das liposomale
System zu vermeiden wurde ein Lipid fir die Markierung ausgewéhlt, welches, wie das
Transfektionslipid T14diLys, zu den verzweigten Fettsduren gehort und die gleiche Ketten-
lange aufweist.

Tab. 16: Chemische Strukturen der Lipide E14, T14diLys und SD-E14Rho6G

Lipidstruktur R1 R2 Abklrzung
H H El4
H - -
m\ﬁww% (CHRNH- | (CH2NH- iy
I | Lys Lys
R,
H CO-Rho6G | SD-E14Rho6G

Weiterhin sollten Mehrfachmarkierungen des Molekiils vermieden werden. Da die Kupplung
des Fluoreszenzfarbstoffs ATTO Rho6G laut Hersteller (ATTO-TEC GmbH) Uber die Aus-
bildung  einer ~ Amidbindung  zwischen  freien ~ Aminogruppen und  dem
N-Hydroxysuccinimidyl-Ester des Fluoreszenzfarbstoffs erfolgt, wurde flr die Synthese ein
Lipid mit nur einer freien primaren Aminogruppe favorisiert.'!! Die Wahl fiel auf das Lipid
E14 (Struktur siehe Tab. 16), welches mit dem Fluoreszenzlabel ATTO Rho6G umgesetzt
wurde (Kap. 3.4.1.1).

Das liposomale System wurde mittels A4F, welche selbst komplexe Lipidformulierungen
tiber einen breiten Partikelbereich aufzutrennen vermag, analysiert.'*? Das erhaltene Eluat
wurde zeitabhdngig fraktioniert und anschlieffend fluoreszenzphotometrisch vermessen. Die
Ergebnisse der beiden Analysen sind in Abb. 38 graphisch dargestellt, die Originalkurven der

AAF Dbefinden sich im Anhang. Die ermittelten Fluoreszenzintensitdten der gesammelten
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Fraktionen stiegen kontinuierlich im zeitlichen Verlauf mit den Streulichtsignalen der Partikel
an. Die maximal ermittelte Fluoreszenzintensitat wurde jedoch leicht zeitlich versetzt zur
maximalen Streulichtintensitat ermittelt.

Dennoch konnte von einem Einbau des 0.04- 30000

markierten Lipids ausgegangen werden, 25000

0.03
20000

da auBerhalb des Lichtstreusignals der

0,02 F15000

Partikel keine Fluoreszenz gemessen

10000

wurde. Die einzelnen Fraktionen

0.014

FFluoreszenzintensitit

5000

wurden weiterhin zur Bestimmung der

Lichtstreudetektor 90° (V)/Linie

0,00+ ]

PartikelgroRe, Partikelanzahl und Par- 0 120030 4050

Zeit in min

tikelgroRenverteilung am  Zetasizer

. Abb. 38: Darstellung der Lichtstreu- und Fluoreszenz-
Nano-ZS untersucht. Am  Streulicht- intensitaten der Lipidformulierung: T14diLys/DOPE/SD

; : : E14Rho6G 1/2/0,0 (n/n/n) in Abhédngigkeit der
maximum (Fraktion zum Zeitpunkt Elutionszeit an der AdF

t =16 min) wurde eine Partikeldurch-
messer von 77nm und ein PDI von 0,05 ermittelt. Die vollstdndigen Daten befinden sich im
Anhang. Im Vergleich von markierter und nicht-markierter Lipidformulierung lieen sich

keine signifikanten Unterschiede in den Partikelgré3en ermitteln (Daten siehe Anhang).

4.3.2 Lipoplex-Aufnahmestudien unter Verwendung von kovalent markierter
pDNA

Ein Teil der Lipoplex-Aufnahmestudien wurde unter Verwendung von kovalent markierter
pDNA durchgefiihrt. Als Markierungsreagenz diente das Label IT® Nucleic Acid Labeling
Reagens 5-Carboxy Fluoreszein der Firma Mirus. Eine kovalente Markierung des Plasmids
wurde angestrebt, um unspezifische Wechselwirkungen des Markierungsreagenz mit
zelleigenen DNA- oder RNA-Strukturen zu minimieren. Bei den mikroskopischen Unter-
suchungen wurde zusétzlich eine Membranfarbung mittels WGA, Alexa Fluor® 633 Konjugat
durchgefuhrt. Dies ermdglichte eine Lokalisation der markierten Lipid- und DNA-Strukturen
in Bezug zur Zelle vorzunehmen. Die Intensitaten der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe wurden
in den mikroskopischen Bildern farblich wie folgt dargestellt:

o Fluoreszein (pDNA) = griin

e Rho6G (Lipid) = rot

e Alexa Fluor® 633 (Zellmembran) = weif3
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Nach sechsstiindiger Inkubation der Zellen mit den Lipoplexen und einer anschlielenden

Zellfixierung konnten im mikroskopischen Bild Lipid- und pDNA-Strukturen sowohl

internalisiert als auch extrazellular beobachtet
Abb. 39, Pfeile). Diese

Aufnahme représentiert ein generiertes Bild

werden  (siehe

nach dem ,Linearen Unmixing*“ und zeigt
neben einfach markierten Strukturen auch
Co-Lokalisationen von pDNA und Lipid (gelbe
Strukturen). Die griinen Aggregate im unteren
Bereich der Abbildung weisen wahrscheinlich
auf eine unzureichende Komplexierung der
pDNA durch die Lipidformulierung hin,
wodurch eine zelluldare Aufnahme nicht
moglich  erscheint.  Weiterhin  zeigen die
meisten Zellen dieser Abbildung eine diffuse
Verteilung des Lipidfarbstoffs Rho6G. Die
zytosolische Verteilung der Lipidformulierung

kann nach der endozytotischen Aufnahme der

Abb. 39:

Fluoreszenzmikroskopische  Auf-
nahme an COS-7 Zellen mit kovalent markier-
ter pDNA 6 h nach Transfektion, fixierte Zel-
len, Lipid-Label Rho6G (rot), pDNA-Label
Fluoreszein (grun), Membran-Label Alexa
Fluor® 633 (weiR), die Pfeile weisen sowohl auf
internalisierte als auch auf extrazelluldre
Lipoplexstrukturen hin

Lipoplexe und Freisetzung aus dem Endosom sowie nach dem L&sen von der pDNA erfolgt

sein. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Fluoreszenzfarbstoff durch

Metabolisierung vom Lipid gespalten wurde und in der Zelle frei vorlag. Im Folgenden wurde

eine Zelle aus Abb. 39 (weil’e Box) vergroRert und in verschieden Schnittebenen dargestellt

(siehe Abb. 40)
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Abb. 40: VergroRerter Ausschnitt aus Abb. 39: fluoreszenzmikroskopische Aufnahme an COS-7 Zellen mit
kovalent markierter pDNA, 6 h nach Transfektion, fixierte Zellen, Lipid-Label Rho6G (rot), pDNA-Label
Fluoreszein (griin), Membran-Label Alexa Fluor® 633 (weiR); Bilder A1-A6: Schnitte durch die z-Ebene,
Bild B: simultane Darstellung von allen drei Raumrichtungen

Der erste Ausschnitt in Abb. 40 (links: A1-6) zeigt sechs Schnitteben einer COS-7 Zelle
durch die z-Ebene im Abstand von je 0,4 um. In den Bildern Al und A2 deuten die Pfeile auf
intrazellulare Lipid und Lipoplex-Strukturen im Randbereich der Zelle hin. In den Fluores-
zenzbildern A3 bis A6 deutet der Pfeil auf ein groRes Lipoplex-Aggregat, welches mit der
Zellmembran auf der extrazelluldren Seite interagiert. Deutlicher ist die Beteiligung der
Membran an dieser Interaktion in Abb. 40, Bild B zu erkennen. In diesem Bild wurden alle
drei Raumebenen dargestellt. Der Lipoplex scheint gerade in die Zelle aufgenommen zu wer-
den. Um detailliertere Aufnahmen zu erhalten, wurde diese Region erneut gescannt. Dieser
Vorgang fuhrte jedoch zu einer stark geminderten Intensitat des pDNA-Labels aufgrund des
starken Photobleichens von Fluoreszein. Durch diese Problematik wurde auf eine kovalente
Markierung der pDNA mit Fluoreszein verzichtet und die Untersuchung mit dem Interkalator
YOYO®-1 Jodid fortgesetzt.

4.3.3 Aufnahmestudien mit YOYO®-1 Jodid markierter pDNA

Der kationische, dimere Cyanin-Farbstoff YOYO®-1-Jodid wird nicht kovalent an DNA ge-
koppelt, sondern ,,schiebt sich zwischen die DNA-Strange. Durch die Interkalation wird die
planare Konformation des Farbstoffs stabilisiert was in einem Anstieg der Fluoreszenzintensi-
tat resultiert.™! Die positive Ladung des Molekiils fiihrt zusatzlich zu elektrostatischen
Wechselwirkungen mit den Phosphatgruppen der DNA und bewirkt somit die Ausbildung
eines besonders stabilen Farbstoff-Nucleinsdure Komplexes. Ein Abdissoziieren des Inter-
kalators vom Plasmid/YOYO®-1 Komplex und die Interaktion mit anderen in der Zelle ent-

haltenen Nukleinsauren wird somit minimiert.****** Um die Wechselwirkung der Lipoplexe
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mit der Zellmembran néher zu untersuchen wurde eine Inkubationszeit von 2 h ausgewahilt.
Weiterhin erfolgten mikroskopische Aufnahmen nach 6 und 24 h, welche den zeitlichen Ver-
bleib der pDNA und der Lipidformulierung aufdecken sollten. Analog zu den bereits be-
schriebenen Aufnahmen wurden die Intensitaten der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe wie folgt
dargestellt:

e YOYO®-1-Jodid (pDNA) = griin

e Rho6G (Lipid) = rot

e Alexa Fluor® 633 (Zellmembran) =

weild

In Abb. 41, welche die Transfektion
nach zweistiindiger Inkubation zeigt,
weisen die Pfeile auf extrazellulare Lip-
oplexe hin. Diese scheinen mit der
Zellmembran zu interagieren. Weiterhin
konnte, wie bereits bei den Versuchen
mit Fluoreszein markierter pDNA be-

schrieben, eine beginnende Anreiche-

i ; ; Abb. 41: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme an

rung der Lipidmarkierungen (rot) in COS-7 Zellen mit YOYO®-1-Jodid markierter pDNA 2 h
einigen Zellen beobachtet werden. Da- h nach Transfektion, fixierte Zellen, Lipid-Label Rho6G
(rot), pDNA-Label YOYO®-1-Jodid (griin), Membran-

bei sind sowohl vesikuldre Verteilungen Label Alexa Fluor® 633 (weiB) Bilder A-D: Schnitte

) ) durch die z-Ebene (Abstand 1 pm)
als auch diffuse Fluoreszenzbereiche

erkennbar. Erneut sind verschiedene Schnittebenen (Abb. 41 Bild A-D) der Aufnahme im
Abstand von je 1 um dargestellt. Bild A zeigt die Schnittebene, welche sich unmittelbar an der
Wachstumsflache der Zellen befand. In dieser Ebene sind deutlich das adhdrente Wachstum
dieser Zellkultur und die Zell-Zell-Interaktion durch Membranausstiilpungen erkennbar. Die
Darstellung der einzelnen Schnittebenen ermdglicht die Lokalisation der Lipid/DNA-
Aggregate. Es ist in den Bildern B bis D gut zu erkennen, dass sich die Lipoplexe grotenteils
in der Nadhe der Zelle befinden, jedoch noch nicht internalisiert wurden. Um die Interaktion
der Lipoplexe mit der Zytoplasmamembran hervorzuheben wurde ein Ausschnitt dieser Ab-

bildung (Schnittebene C, weilie Box) in Abb. 42 vergroRert dargestellt.
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Abb. 42: VergrolRerter Ausschnitt aus Abb. 41: fluoreszenzmikroskopische Aufnahme an COS-7 Zellen mit
YOYO®-1-Jodid markierter pDNA 2 h nach Transfektion, fixierte Zellen, Lipid-Label Rho6G (rot), pDNA-
Label YOYO®-1-Jodid (griin), Membran-Label Alexa Fluor® 633 (weiB); Bild A: Einzeldarstellung der
Fluoreszenzintensitat von YOYO®-1-Jodid, Bild B: Einzeldarstellung der Fluoreszenzintensitat von Rho6G,
Bild C: Einzeldarstellung der Fluoreszenzintensitdt von Alexa Fluor® 633, Bild D: Mischbild aller drei
Fluoreszenzintensitaten; Bild E: Mischbild mit simultaner Darstellung aller drei Raumrichtungen

Die Fluoreszenzbilder A-D in Abb. 42 zeigen neben der Uberlagerung aller Fluoreszenzfarb-
stoffe (Bild D) auch die einzelnen Strukturen. So ist in Bild A lediglich die Intensitat des
pDNA-Farbstoffs, in Bild B die des Lipid-Farbstoffs und in Bild C die des Membranlabels
dargestellt. Die Pfeile in Bild C weisen auf die Membranabschnitte, in welchen der Lipoplex
vorliegt, hin (vergleiche dazu Bild A, B). Im Gegensatz zur restlichen, scharf abgegrenzten
Membranstruktur zeigte die Membranfarbung in diesem Bereich eine flachig aufgeworfene,
diffuse Struktur auf. Dies weist auf eine mogliche Membraninteraktion mit den Lipid/DNA-
Komplexen hin. Durch die rdumliche Darstellung dieses Ausschnitts in Bild E ist die
Membran-Lipoplex-Wechselwirkung deutlich zu erkennen. Die Aufnahme zeigt den Lipoplex
im Moment der zelluldaren Aufnahme, wobei die Membran den Lipoplex fast vollstandig zu
umschlieBen scheint. Diese Membran-Lipoplex-Interaktionen konnten auch an anderen

Stellen des Untersuchungsmaterials gefunden werden (siehe Abb. 43).
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Abb. 43: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme an COS-7 Zellen mit YOYO®-1-Jodid markierter pDNA, 2 h
nach Transfektion, fixierte Zellen, Lipid-Label Rho6G (rot), pDNA-Label YOYO®-1-Jodid (griin), Membran-
Label Alexa Fluor® 633 (weiR); Bilder A1-A3: Schnittebenen in z-Richtung im Abstand von 0,8 pm;
Bilder B1-B4: vergroRerte Darstellung aus Bild Al (weiler Kasten); Bild B1: Einzeldarstellung der Fluores-
zenzintensitat von YOYO®-1-Jodid, Bild B2: Einzeldarstellung der Fluoreszenzintensitdt von Rho6G, Bild B3:
Einzeldarstellung der Fluoreszenzintensitat von Alexa Fluor® 633, Bild B4: Mischbild aller drei Fluores-
zenzintensitaten

Die obere Bildreihe (A1-A3) in Abb. 43 zeigt, beginnend von der Wachstumsflache, drei
Schnittebenen eines COS-7 Zellausschnitts im Abstand von je 0,8um. Die Pfeile dieser
Bildreihe weisen auf Membranaussttlpungen, welche mit den Lipoplexen interagieren, hin.
Die untere Bildreihe reprasentiert einen vergroRerten Ausschnitt aus Bild A und ermdglicht
somit einen detailierteren Einblick in diese Interaktion. Die Membranausstiilpungen, soge-
nannte Filopodien oder Lamellipodien, sind an der Bewegung und an der Substrataufnahmen
von sich langsam bewegenden Zellen, wie Fibroblasten (COS-7 Zellen), beteiligt. Nach
Beriihrung mit Substrat kénnen sich Adhasionsplaques ausbilden.[®® Maglicherweise stellt
das grofRe Aggregat am rechten Bildrand in den Bildern B1-4 eine solche Interaktion der
Zellmembran mit dem Lipoplex dar und représentiert damit eine friihe Wechselwirkung der

Membran mit Lipid/DNA-Aggregaten vor der eigentlichen zellularen Aufnahme.
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Die fortgeschrittene Internalisierung der Lipid/DNA-Komplexe ist in der folgenden Abbil-
dung (Abb. 44) dargestellt.

20 pm

Abb. 44: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme an COS-7 Zellen mit YOYO®-1-Jodid markierter pDNA, 6
(Bilderserie A) und 24 h (Bilderserie B) nach Transfektion, fixierte Zellen, Lipid-Label Rho6G (rot), pDNA-
Label YOYO®-1-Jodid (griin), Membran-Label Alexa Fluor® 633 (weiR); Bilder A1 und B1: Einzeldarstellung
der Fluoreszenzintensitat von YOYO®-1-Jodid, Bilder A2 und B2: Einzeldarstellung der Fluoreszenzintensitat
von Rho6G, Bilder A3 und B3: Einzeldarstellung der Fluoreszenzintensitat von Alexa Fluor® 633, Bilder A4
und B4: Mischbild aller drei Fluoreszenzintensitaten, Bilder A5 und B5: Mischbild mit simultaner Darstellung
aller drei Raumrichtungen

Die Aufnahmen, die in Abb. 44 gezeigt sind, wurden nach 6 (Bildreihe A) bzw. 24 Stunden
(Bildreihe B) Inkubation der COS-7 Zellen mit den Lipoplexen erhalten. Bild Al zeigt inter-
nalisierte pDNA-Strukturen, wobei aullerhalb der Zelle keine Lipoplexe mehr beobachtet
werden konnten, sodass zu diesem Zeitpunkt die Lipoplexaufnahme abgeschlossen erscheint.
Der Pfeil in Bild A2 weist erneut auf eine diffuse Verteilung der Lipidfarbung

(Rho6G-Intensitat) hin, welche sich nach sechsstiindiger Transfektion tiber nahezu das gesam-
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te Zelllumen verteilt hat. Die drei-dimensionale Darstellung in Bild E zeigt die Lage eines
Lipoplexes, welcher sich im Zellinneren befindet. Nach 24-stlindiger Inkubation sind in der
mikroskopischen Ansicht nur noch vereinzelte markierte Strukturen erkennbar. Grunde kon-
nen u.a. Verdinnungseffekte durch das Zellwachstum aber auch Alterungs- und Zersetzungs-
vorgéange der Fluoreszenzfarbstoffe sein. Dennoch zeigt der Pfeil in Abb. 44 Bild B1 auf ein
internalisiertes Aggregat. Wie bereits bei den Aufnahmen nach 6 Stunden wurden auch in
diesem Fluoreszenzbild keine Lipid/DNA-Strukturen auf3erhalb der COS-7 Zellen ermittelt.

4.3.4 Lipoplexuntersuchungen am Zellkulturmodell mittels FRET-Messung

unter Zuhilfenahme des Akzeptor-Bleich-Verfahrens

Um weitere Informationen Uber die Freisetzung der pDNA aus dem Transportsystem nach
zellulérer Aufnahme zu erhalten, wurde versucht mittels des Akzeptor-Bleich-Verfahrens eine
FRET-Situation am LSM zu ermitteln. FRET wird in der Literatur als potentielle Methode zur
Charakterisierung von Lipid/DNA-Komplexen beschrieben, wobei Abstandsmessungen zwi-
schen dem Fluoreszenzlabel der DNA und den fluorophorhaltigen Lipiden erfolgten.™! Wei-
terhin wurde FRET bereits zur Aufklarung von intrazellularen Freisetzungsvorgangen der
Nukleinsauren aus nicht-viralen Vektoren verwendet.!*™®

Als Donor diente in der vorliegenden Arbeit Fluoreszein (pDNA-Label) und als Akzeptor
ATTO Rho6G (Fluoreszenzlabel des Lipids). Es wurden 8 Scans einer definierten Bildregion
mit Lipoplex durchgefiihrt und die Intensitaten der Fluoreszenzfarbstoffe ermittelt. Zwischen
dem 4. und 5. Scan erfolgte ein Bleichschritt durch Einstrahlen von Laserlicht bei einer Wel-
lenldnge von 543nm. Beim Vorliegen einer FRET-Situation sollte nach dem Bleichen des
Akzeptors keine weitere Energie des Donor-Molekiils auf das Akzeptor-Molekil tbertragen
werden und somit die Fluoreszenzintensitat des Donors steigen (Theorie FRET: siehe Kapitel
3.4.3.1). Die folgende Abbildung zeigt eine COS-7 Zelle nach 2-stiindiger Inkubation mit

markierten Lipid/pDNA-Komplexen (Abb. 45).
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10 um 10 um

Abb. 45: FRET-Messung an COS-7 Zellen mit kovalent markierter pDNA, 2 h nach Transfektion, fixierte
Zellen, Lipid-Label ATTO Rho6G = Akzeptor (rot), pPDNA-Label Fluoreszein = Donor (griin), Membran-Label
Alexa Fluor® 633 (weiB); Verfahren: Akzeptor-Bleich-Verfahren; Bild A: zeigt den ersten Scan von 8 (vor dem
Bleichschritt); Bild B: zeigt den funften Scan (Fluoreszenzintensitaten nach dem Bleichschritt); die Fluores-
zenzaufnahmen, sowie die dazugehérigen Fluoreszenzintensitaten zu allen 8 Scans befinden sich im Anhang

Bild A in Abb. 45 stellt die Situation nach dem 1. Scan (vor dem Bleichschritt) dar. Dabei
sind die beide Fluoreszenzfarbstoffe (Lipid- (rot) und DNA-Label (grin)) durch Auftreten
einer Mischfarbe (gelb) deutlich zuerkennen (siehe weiRer Kreis). Bild B zeigt den 5. Scan,
wobei diese Aufnahme direkt nach dem Bleichschritt erfolgte. In der mikroskopischen
Aufnahme ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzintensitat des Lipid-Label ATTO Rho6G (rot)
stark gesunken ist und nur noch die Fluoreszenz des pDNA-Label Fluoreszein (griin) gezeigt
werden kann. In Abb. 46 wurden die Fluoreszenzintensitaten von Fluoreszein und ATTO

Rho6G bei den jeweiligen Scans graphisch dargestellt.
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Abb. 46: Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitdten von ATTO Rho6G und Fluoreszein aus der
markierten Bildregion in Abb. 45 in Abhangigkeit der durchgefiihrten Scans

Wie der Abb. 46 zu entnehmen ist, nimmt die Intensitat des Fluorophors ATTO Rho6G nach
dem Bleichen von rund 1500 auf 600 RFUab. Somit konnte von einem erfolgreichen
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Akzeptorbleichen ausgegangen werden. Die Fluoreszenzintensitaten des Donors (Fluoreszein)
zeigten direkt nach dem Bleichschritt einen Anstieg. So wurde bei Scan Nummer 4 eine
Intensitdt von 400RFU und bei Scan Nummer 5 eine von 480 ermittelt. Das starke
Photobleichen von Fluoreszein (welches bereits in Kapitel 4.3.2 beschrieben wurde) und die
damit verbundene Abnahme der Fluoreszenzintensitat zwischen dem 1. und 4. Scan
verhinderte jedoch die Ermittlung eines signifikanten Anstiegs der Donorfluoreszenz tber die
gesamte Scananzahl. Das Vorliegen einer FRET-Situation konnte somit nicht eindeutig belegt
werden. Es ist weiterhin fraglich, ob das Scheitern dieses Versuchs ausschlieflich auf die
Fluoreszenzeigenschaft des Donors zurtickzufiihren ist. Weitere Hurden, wie ein zu grofer
Abstand zwischen den Fluorophoren aufgrund einer zu geringen Markierungsdichte, oder ein
von vornherein zu grofRer Abstand zwischen den markierten Strukturen bedingt durch die

Lage der Markierungen im Lipoplex sollten nicht auBer Acht gelassen werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Madglichkeit einer kausalen Therapie von genetisch bedingten Erkrankungen mittels so-
matischer Gentherapie setzte zu Beginn groRe Hoffnungen in diese Behandlungsstrategie.
Nach einer anfanglichen Euphorie lie3en jedoch herbe Riickschlage Ende des 20. und Anfang
dieses Jahrhunderts eine schnelle Markteinfiihrung von Gentherapeutika unrealistisch er-
scheinen. Dennoch ist der in Aussicht stehende Nutzen bei einer erfolgreichen Gentherapie,
insbesondere fiir seltene und schwerwiegende Erkrankungen, der Antrieb zur Weiterentwick-
lung dieses Behandlungsansatzes. So gelang es — vor allem in den letzten 10 Jahren — durch
intensive Forschung zu Wirkprinzipien sowie Studien zur Aufklarung von Nebenwirkungen
den therapeutischen Gentransfer zu verbessern.

Das reine genetische Material kann, aufgrund seiner Ladung, allein meist nicht in ausreichend
hohem Mal3e in das gewiinschte Gewebe integriert werden. Fir einen effektiven Transfer der
therapeutischen Nukleinsduren bedarf es daher eines geeigneten Vektors. Die virusassoziier-
ten Genfahren stellen, begrundet durch ihre hohe Transfektionseffizienz, derzeit den grofiten
Anteil in klinischen Studien dar. Die viralen VVektoren bergen jedoch erhebliche Risiken, wie
starke Immunreaktionen, Insertionsmutagenese, sowie die Produktion vermehrungsféhiger
infektioser Viren. Daher richtet sich die Forschung auf die Entwicklung nicht-virale Genfah-
ren, wobei vor allem der Polymer- und der Lipid-vermittelte Gentransfer zunehmend an Be-
deutung gewinnen. Seit der ersten Anwendung von kationischen Lipiden fir den nicht-viralen
Gentransfer durch FELGNER et al. stehen diese Strukturen im Fokus des wissenschaftlichen
Interesses. Neben einer sicheren und reproduzierbaren Qualitét bei der Herstellung bietet die-
se Substanzklasse zahlreiche Mdglichkeiten zur strukturellen Variabilitat. Diese Eigenschaft,
kombiniert mit Erkenntnissen aus molekular- und zellbiologischer Grundlagenforschung zur
Gentransfektion sowie physikochemischen Charakterisierungen der Genféhren, eroffnet die
Maoglichkeit einen effektiven und sicheren Vektor zu entwickeln.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden neuartige Transfektionslipide, basierend
entweder auf a-verzweigten Fettsdureamiden bzw. auf 2,2'-alkylierten 1,8-Octandisduren
(Gemini-Lipiden), auf ihre Effizienz am Zellkulturmodell untersucht. Das Screening umfasste
26 Lipide, welche in verschiedenen Mischungsverhéltnissen mit den Helferlipiden DOPE
oder Cholesterol verwendet wurden. Die Untersuchungen erfolgten zunéchst an humanen Le-
berkarzinomzellen (Hep-G2 Zellen), wobei vielversprechende Lipidformulierungen ergén-
zend an einer humanen Lungenkarzinomzelllinie (A549 Zellen) sowie einer Nierenepithelzell-
linie aus der Griinen Meerkatze (COS-7 Zellen) getestet wurden. Dies ermdglichte eine besse-

re Beurteilung der erhaltenen Transfektionsdaten.
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Mit den neuartigen kationischen Lipiden auf Basis a-verzweigter Fettsdureamide sowie den
Gemini-Lipiden konnte im Allgemeinen an den Hep-G2 Zellen die Transfektionsrate der Re-
ferenzsubstanz Lipofectamine™ erreicht oder sogar Ubertroffen werden. Dabei erwies sich
das Helferlipid DOPE als geeigneter im Vergleich zu Cholesterol. Dies zeichnete sich schon
bei der Formulierung der Liposomen ab. Neben einer verminderten Tendenz zur Liposomen-
bildung (auftreten von Ausflockungen und getriibten Formulierungen) bei der Verwendung
von Cholesterol war die Transfektionseffizienz im Vergleich zu den Systemen mit DOPE als
Helferlipid erniedrigt. Diese Erkenntnis geht mit friheren Arbeiten der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Dr. A. Langner, Institut fir Pharmazie, MLU, Halle-Wittenberg flr Lipide auf
Basis verzweigter Fettsauren einher.**! Zusatzlich wurde fiir die Formulierungen mit Cho-
lesterol eine stérker schédigende Wirkung auf die Zellen ermittelt.

Als besonders effektive Genfahren erwiesen sich die Lipide E14Lys, P14Lys und T14diLys,
wobei letztgenanntes als bestes Lipid aus den vorliegenden Untersuchungen hervorging.
T14diLys erreichte neben einer signifikant besseren Transfektionseffizienz als Lipofect-
amine™ an Hep-G2 auch die Transfektionsraten der Referenzsubstanz an COS-7 und A549.
Durch die strukturelle Vielfaltigkeit der fiir diese Arbeit zur Verfugung gestellten Lipide las-
sen sich folgende Beobachtungen zu Struktur-Transfektionseffizienz-Beziehungen zusam-
menfassen:

e Ein groRerer Abstand zwischen hydrophoben und hydrophilen Molekiilteil fihrte bei
den P-Reihen-Lipiden (C4-Spacer) im Vergleich zu den E-Reihen-Lipiden
(C2-Spacer) zu einer Steigerung der Transfektionsrate.

e Die Dipeptidstruktur im Spacer der kationischen Lipide bewirkte keine Erhthung der
Transfektionseffizienz.

e Die Lipide mit Tris(2-aminoethyl)amin-Spacer (T-Reihen-Lipide) erwiesen sich als
effektivere Genfahren im Vergleich zu den P- und E-Reihen-Lipiden.

e Die Transfektionseffizienzen der Lipide mit Lysin als ladungstragende Kopfgruppe
waren generell hoher als die der Strukturanalogen ohne Lysin (Bsp.: T14 vs.
T14diLys).

e Nicht jede Erhéhung der Anzahl an basischen Gruppen im Lipidmolekul fihrte
zwangsweise zu einer Steigerung der Transfektionseffizienz. So konnte keine bessere
Transfektionsrate bei E14trisLys im Vergleich zu E14Lys oder bei P14diLys im Ver-
gleich zu P14Lys ermittelt werden.

e Lipide mit verzweigt angeordneten Lysinmolekilen erwiesen sich als effektivere Gen-

fahren gegenuber ihren Strukturanalogen mit linear angeordneter Kopfgruppe.
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e Die hochste Transfektionsleistung einer homologen Reihe wurde mit dem Lipid, wel-
ches einen diC14 Kettenteil aufwies ermittelt. Die ungeséttigte Verbindung dieser Un-
tersuchungsreihe erwies sich dabei als weniger effektiv. Da jedoch nur eine ungesét-
tigte Verbindung getestet wurde, sollte der Einfluss von ungesattigten Kohlenwasser-
stoffketten im hydrophoben Molekiilteil kationischer Lipide auf die Transfektionseffi-
zienz an weiteren Lipiden untersucht werden.

e Bei den Lipiden mit einer Gemini-Grundstruktur lagen die Transfektionseffizienzen
der beiden strukturanalogen Verbindungen im optimierten Verhéltnis auf annahernd
demselben Niveau, wobei die hochste ermittelte Effizienz bei G14diLys bereits bei ei-
nem niedrigeren (+/-)-Ladungsverhéltnis ermittelt werden konnte als bei G16diLys.

Die toxikologischen Untersuchungen zu den Gentransfervektoren zeigten bei den E-Reihen-
Lipiden eine Abhangigkeit der Toxizitat auf die Anzahl der protonierbaren Stickstoffgruppen.
So sankt die Viabilitat der Zellen mit zunehmender Anzahl an basischen Gruppen im Mole-
kil. Fur die P- und T-Reihen-Lipide wurde dieser Zusammenhang jedoch nicht beobachtet.
Bei den Lipiden mit verzweigt angeordneter Kopfgruppe wirkte sich das Einfiihren von Lysin
und damit einer groReren Anzahl an basischen Gruppen im Molekil sogar positiv auf die Via-
bilitat aus. Weiterhin zeigten gut transfizierende Vektoren hdufig eine hohere zellschadigende
Wirkung verglichen mit weniger effektiven Systemen. Die erhdhte Toxizitat der Vektorsys-
teme konnte sowohl durch Zellmembranschéden, ausgeldst durch Interaktionen der Vektorli-
pide mit den Membranlipiden, als auch von Abbauprodukte der kationischen Lipide hervorge-
rufen worden sein. Es ist weiterhin denkbar, dass Stérungen im genetischen Material der Zel-
len, ausgeldst durch die eingebrachte Fremd-DNA, zur Apoptose der Zellen fiihren kénnen.
Ein weiterer Grund fur das Absinken der Viabilitdit kdnnte das gebildete Genprodukt
(B-Galactosidase) sein, welches sich vermutlich negativ auf das Wachstum und die Vitalitat

der Zellen auswirkt.

Weiterhin konnte eine Stabilitdt der Transfektionssysteme auf Basis verzweigter Fettsduren
sowie der Lipide mit einer Gemini-Grundstruktur an den Hep-G2 Zellen gegeniliber Serum

ermittelt werden.

Neben den Screening auf Transfektionseffizienz und Zytotoxizitat der neuen Vektoren nach
48 bzw. 24h mit dem Plasmid pCMV-SPORT-fgal, wurde mit dem Transfektionssystem
T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) und dem Plasmid pEGFP-C2 die langfristige Genexpression an
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Hep-G2 Zelle untersucht. Mit diesem Versuchsaufbau konnten transfizierte Hep-G2 Zellen,

mittels Selektionsmedium, Uber 5 Monate kultiviert werden.

Eine umfangreiche Partikelcharakterisierung hinsichtlich GréRe sowie GroRRenverteilung,
Form und Oberflachenladung wurde mit den Liposomen- und Lipoplexformulierungen des
Transfektionssystem T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) durchgefiihrt. Wie bereits aus der Literatur
bekannt ist, konnte auch fiir diesen Vektor mittels PCS-Analyse unterschiedliche Partikelgro-
Ren in Abhangigkeit des Lipid/DNA-Ladungsverhaltnisses festgestellt werden. Diese struktu-
rellen Veranderungen der Aggregate durch Zugabe von pDNA sowie die Abhédngigkeit der
PartikelgréRe und Verteilung zum Ladungsverhéltnis konnten mittels der Transmissionselekt-
ronenmikroskopie bestatigt werden. Da die PCS-Analyse nur von sphérischen Partikeln aus-
geht, ermdglichte die mikroskopische Methode zusétzlich zur PartikelgréRenbestimmung ei-
nen visuellen Einblick in die Form der Lipid- bzw. Lipid/DNA-Formulierungen zu erhalten.
Die in der vorliegenden Arbeit vermutete lamellare Struktur der Lipoplexe lieRe sich durch
weitere Methoden zur Partikelcharakterisierung, wie Rontgenbeugungsanalysen, unterstiitzen

und bietet somit Ansatz fur zuklnftige Arbeiten.

Kenntnisse zu Internalisierungsvorgangen nicht-viraler Vektoren auf Basis kationischer Lipi-
de kénnen zum Verstandnis der Lipofektion und zur Optimierung dieser Genfahren beitragen.
Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit fluoreszenzmikroskopische Zellkulturuntersuchungen
zur Aufnahme und Internalisierung der Lipid/DNA-Komplexe durchgefiihrt. Das flr diese
Untersuchungen markierte Lipid (SD-E14Rho6G) wurde erfolgreich in das Transfektionssys-
tem T14diLys/DOPE 1/2 (n/n) integriert und ermoglichte die Lokalisation der Lipidformulie-
rung zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Transfektion. Neben der Lipidmarkierung erfolgte
zusatzlich eine kovalente Markierung der pDNA mittels Fluoreszein. Da es wéhrend der mik-
roskopischen Betrachtung der so markierten Proben zum starken Photobleichen von Fluoresz-
ein kam, erfolgten weitere Untersuchungen mit dem Interkalator YOYO®-1-Jodid. Die Ver-
wendung des Membran-Labels (WGA, Alexa Fluor® 633 Konjugat) zur Lokalisation der Zel-
len ermdglichte ferner die Ermittlung von Wechselwirkungen der Lipoplexe mit den Zell-
membranen. Dabei konnten frilhe Wechselwirkungen der Membran mit Lipid/DNA-
Aggregaten vor der eigentlichen zelluldren Aufnahme beobachtet werden. Mit den
FRET-Untersuchungen der Lipoplexe am Zellkulturmodell konnten jedoch keine weiteren

Informationen Uber die Freisetzung der pDNA aus dem Carrier-System nach zellul&rer Auf-
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nahme erhalten werden, da keine eindeutige FRET-Situation unter den in dieser Arbeit getes-

teten Bedingungen ermittelt wurde.

Zusammenfassend ermoglichen die Ergebnisse der vorliegende Dissertationsschrift die Be-
wertung neuartiger, nicht-viraler Transfektionssysteme auf Basis a-verzweigten Fettsau-
reamide sowie 2,2'-alkylierten 1,8-Octandisduren hinsichtlich ihrer Transfektionseffizienz und
Zytotoxizitat. Weiterhin leistet diese Arbeit einen Beitrag zur Strukturaufklarung kationischer
Transfektionssysteme auf Basis a-verzweigten Fettsdureamide. Ferner bieten die Erkenntnisse
der vorliegenden Schrift Ansatzpunkte fur zuklnftige Arbeiten zur Ermittlung von Wechsel-
wirkungen zwischen Lipid/DNA-Komplexen und Zellmembranen sowie zur Untersuchung

von Internalisierungsvorgéngen wahrend des Transfektionsvorgangs.
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Anhang

Ergebnisse der Transfektionsversuche und Zytotoxizitatsuntersuchungen mit serumfreien Intervall an den Zelllinien A549, COS-7 und Hep-G2

Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse
A549 COs-7 Hep-G2
Lipid/Helfertipid I(_+a< (-:I)L-mgs— N | ARV | Viabilitat | Ativita Viabilitit | Aktivitat | Viabilitit
(n/n) verhélt— e” [i—GaI/mProtein s ]}—GaI/mProtein ts [S—GaI/mProtein ts
nis s [%0] *s [%%0] *s [%0]
[nU/ng] [nU/ng] [nU/ng]
1/2 0,24 218 + 36 97 +11
1 E/EZ/DOPE ég 8‘71'2 nicht ermittelt nicht ermittelt 222 z g; §§ i 18
2/1 0,97 281 + 22 78+ 12
1/2 0,12 32+25 79+ 11
2 E/lZZLys/DOPE ;g 8;2 nicht ermittelt nicht ermittelt ?ggifgg ?3 i 18
2/1 0,49 169 + 21 78+ 12
1/2 0,24 179 + 66 85+ 7
3 5124/DOPE ég 8‘71'2 nicht ermittelt nicht ermittelt iéi z gg gg z g
2/1 0,97 433 + 40 79+ 2
1/2 0,12 148 + 101 98 +8 177 £ 76 92 +10 75 + 38 92 +18
4 E14GlyLys/DOPE 1/1 0,24 308 + 185 85+ 10 454 + 172 82+8 135+ 25 86 + 18
1/2 3/2 0,36 432 +101 88 + 10 492 + 321 80 + 12 591 + 196 83+ 18
2/1 0,49 540 + 148 80 + 14 523 + 214 71+5 510 + 247 68+9
3/2 0,36 288 + 94 60 + 17 214 + 202 73+ 14
51 E14Lys/DOPE 31 0,73 nicht ermittelt 377 +79 50 + 15 197 + 188 65 + 17
' 2/1 9/2 1,09 230+ 113 43+ 14 188 + 148 72+ 16
6/1 1,46 264 + 66 44 +19 189 + 63 62 + 18




Anhang

Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse
Ab49 COS-7 Hep-G2
Lipid/Helferlipid g(_j)l;ngs- NatLipia/ | AKtivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat
(n/n) verhélt- We” ﬁ-GaI/mProtein s [}-GaI/mProtein ts [}-GaI/mProtein s
nis s [%%6] s [96] +s [%6]
[nU/pg] [nU/pg] [nU/ng]
1/1 0,24 454 + 50 65+ 19 372 £ 247 81+6
59 E14Lys/DOPE 2/1 0,49 nicht ermittelt 466 + 64 62 +17 408 + 208 72+15
' 1/1 3/1 0,73 518 + 80 44 + 17 446 + 251 63+ 16
4/1 0,97 418 £ 32 48 + 14 347 £55 50+21
1/2 0,12 54 + 42 83+16 105 +51 90+5 150 + 106 95+21
1/1 0,24 826 + 379 86 +6 313 +£128 90+7 679 £ 141 71+10
53 E14Lys/DOPE 3/2 0,36 280 + 87 83+2 420+ 120 73 +13 855 + 267 69 + 16
' 1/2 2/1 0,49 288 £ 109 84+9 644 + 230 80+2 1312 + 445 66 +11
5/2 0,61 . . 628 £ 191 68 £ 13 1071 + 416 56 +13
712 0,85 nicht ermittelt 809 + 282 57+ 12 1209 +486 | 53+15
3/2 0,36 15+3 82 +28 124 + 87 92+7
54 E14Lys/Chol 3/1 0,73 nicht ermittelt 104 + 54 48 £ 12 154 + 97 76 + 24
' 2/1 9/2 1,09 106 + 20 48 +18 123+ 21 64 +10
6/1 1,46 64 + 23 44 + 16 52 £ 27 65+8
1/1 0,24 90+ 20 67+6 134 +73 85+5
55 E14Lys/Chol 2/1 0,49 nicht ermittelt 261 £49 43 +£12 516 + 346 48+ 1
' 1/2 3/1 0,73 113 +55 c30+1 348 + 65 46 + 10
4/1 0,97 141 + 49 261 196 + 24 44 + 12
3/2 0,18 75 + 60 93+9 139+ 73 92 + 20 536 + 266 84 +13
6.1 El4trisLys/DOPE 52 0,30 186 + 61 77 +14 816 + 366 86 + 15 830 + 357 66 + 22
' 1/2 712 0,43 272 + 117 1+7 399 +171 78+3 1068 + 300 55+ 16
9/2 0,55 205 + 63 68+7 451 +£179 60 + 20 976 £ 220 46 + 16
2/1 0,24 14 +3 71+8 11+£5 60+4
6.2 El4trisLys/Chol 4/1 0,49 18+4 58+5 nicht ermittelt 7+6 47+7
' 1/1 6/1 0,73 29+ 3 55+ 4 98 + 12 50+ 3
8/1 0,97 86 + 13 49+3 53+35 40+ 10
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Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse
Ab49 COS-7 Hep-G2
Lipid/Helferlipid S&i(_j)l;ngs- NiatLipia/ | AKtivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat
(n/n) verhélt- We” ﬁ-GaI/mProtein s [}-GaI/mProtein ts [}-GaI/mProtein s
nis s [%%6] s [96] +s [%6]
[nU/pg] [nU/pg] [nU/ng]
1/2 0,12 keine TE 915 51 £ 53 86+ 3 35+19 88+9
7 E16GlyLys/DOPE 1/1 0,24 143 + 22 83+5 173 + 25 80 + 10 135+ 30 79+9
1/2 3/2 0,36 230+ 26 82+6 250 + 85 71+2 552 +70 80+9
2/1 0,49 399 +18 76 £ 10 286 + 49 72+8 354+ 176 72+10
1/2 0,12 59 + 19 85+ 13
g | o-1O/DOPE . 8;53 nicht ermittelt nicht ermittelt e Sl
2/1 0,49 168 + 26 82+ 12
1/2 0,12 958 + 264 81+12
o | EoLys/DOPE LU g:gg nicht ermittelt nicht ermittelt e e
2/1 0,49 500 + 120 74+2
1/2 0,24 16+5 85+8
10 EIIZGIDOPE ég 8‘712 nicht ermittelt nicht ermittelt jg i ; g? i él
2/1 0,97 57 £ 14 79+11
1/2 0,12 keine TE 92+9 51+ 22 90+4 151 + 90 86+ 11
11 E16Lys/DOPE 1/1 0,24 86 + 19 88+3 378 +142 84+8 318 + 80 79+ 6
1/2 3/2 0,36 234 £ 77 84+6 360 + 103 77 +13 1075 + 391 69 + 17
2/1 0,49 128 + 22 74+7 223 +52 75+12 852 +192 51+4
3/2 0,36 489 + 36 88 +3
12.1 5/118u14Lys/DOPE Sg (1)(7)3 nicht ermittelt nicht ermittelt gig i iél ?g i 2
6/1 1,46 320+ 36 72+6
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Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse
Ab49 COS-7 Hep-G2
. .. Niat.Livia/ | AKtivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat
Lipid/Helferlipid Ladungs- P
(n/Ff)'l) p verhélg We” ﬁ-GaI/mProtein s [}-GaI/mProtein ts [}-GaI/mProtein s
nis s [%%6] s [96] +s [%6]
[nU/pg] [nU/pg] [nU/ng]
1/1 0,24 265 + 38 90+7
E18ul4Lys/DOPE 2/1 0,49 . . . . 136 +6 86+ 3
12.2 171 31 0.73 nicht ermittelt nicht ermittelt 374 £ 28 20 +5
4/1 0,97 392 £ 23 66 + 3
1/2 0,12 144 + 130 84 +8 161+ 77 77+3
123 E18ul4Lys/DOPE 1/1 0,24 nicht ermittelt 379+ 90 84 +13 403 + 194 774
' 1/2 3/2 0,36 903 +176 74 £ 17 676 +178 67+8
2/1 0,49 444 + 134 72 +16 272 £55 62+8
3/2 0,36 235+ 17 83+7
E18ul4Lys/Chol 3/1 0,73 . . . . 958 + 117 75+13
12.4 211 9/2 109 nicht ermittelt nicht ermittelt 760 242 6148
6/1 1,46 207 + 25 57+8
2/1 0,24 77 +28 93 +17 56 + 15 90+ 15
131 G14diLys/DOPE 4/1 0,49 nicht ermittelt 110 + 59 76+ 13 213 +£94 78 +12
' 2/1 6/1 0,73 286 + 20 70+2 694 + 191 73+9
8/1 0,97 480 + 95 82 + 27 385+114 69 +7
3/2 0,18 229 + 67 70+ 10 195 + 68 84 +15
13.2 G14diLys/DOPE 3/1 0,36 nicht ermittelt 335+114 65+4 1056 + 262 65+4
' 1/1 712 0,43 333 +69 59+ 3 917 + 186 53+7
6/1 0,73 428 + 117 60+5 748 £ 78 51+5
1/2 0,06 30+8 96 +5 nicht ermittelt 44 + 22 86+7
. 3/2 0,18 287 93+6 473 +£114 79+11 720 £ 147 72 +£16
13.3 fé“d”'yy DOPE 555 030 | 500 % 212 51+1 339+ 104 70+ 19 1250295 |58+ 18
712 0,43 1127 + 376 47+5 482 + 131 66 + 13 934 + 268 55+ 15
9/2 0,55 nicht ermittelt 296 + 59 68 + 8 618 + 190 54+ 0
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Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse
Ab49 COS-7 Hep-G2
Lipid/Helferlipid I(_+eit_j)l_1ngs- NatLipia/ | AKtivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat
(n/n) verhélt- We” ﬁ-GaI/mProtein s [}-GaI/mProtein ts [}-GaI/mProtein s
nis s [%%6] s [96] +s [%6]
[nU/pg] [nU/pg] [nU/ng]
2/1 0,24 17+12 91+6 35+ 38 91+ 8
134 Gl4diLys/Chol 4/1 0,49 nicht ermittelt 31+15 77+9 34 + 28 86 +15
' 2/1 6/1 0,73 50 £ 25 78 +11 24 +£16 88 +17
8/1 0,97 65 + 27 76 £13 38+35 81+18
3/2 0,18 66 £ 35 88 + 20 91+20 79+2 20£6 78+6
135 Gl4diLys/Chol 3/1 0,36 43 + 15 8017 318 £ 61 71+£2 45+ 12 54 +8
' 1/2 7/2 0,43 356 + 65 64 + 16 320 £ 65 62+1 186 + 46 49+5
6/1 0,73 234 £ 54 61 +14 238 £40 50+1 201 £ 28 42+3
2/1 0,24 63+7 87+10 58 + 17 103 +13
G16diLys/DOPE 4/1 0,49 . . 111+8 75+1 230 £ 17 83+18
141 1o g 6/1 0,73 nicht ermittelt 218 + 74 78 + 10 308 « 58 94 + 27
8/1 0,97 257 £ 91 72+5 455 + 117 76 £17
3/2 0,18 34+10 103+ 3 62 +18 89 + 22
14.2 G16diLys/DOPE 3/1 0,36 nicht ermittelt 239 £ 57 91+9 817 £53 78 + 14
' 1/1 712 0,43 302 £ 56 85+2 1065 + 146 71+12
6/1 0,73 361 +£104 78+1 676 £ 59 64 +£11
3/2 0,18 25+11 80+9 278 £ 89 89+11 465 + 180 89 + 22
143 Gl6diLys/DOPE 5/2 0,30 1254 + 471 66 + 30 434 +£ 151 82+12 734 + 251 78+ 14
' 1/2 712 0,43 1161 + 285 61 + 28 73121 76 £12 1496 + 137 71+£12
9/2 0,55 nicht ermittelt 450 + 135 76 +11 895 + 213 64 + 11
1/1 0,16 109 + 33 90+3 1009 + 99 71+11 314 £ 111 89 + 22
15 P14diLys/DOPE 3/2 0,24 271 +89 79+4 866 + 111 69 +5 477 + 147 77+ 16
1/2 2/1 0,32 342 + 95 80+ 10 742 + 34 65+ 10 667 £ 176 74 + 24
5/2 0,41 185 + 35 72+9 569 + 143 617 516 £ 169 64 +16




Anhang

Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse
A549 COS-7 Hep-G2
Lipid/Helferlipid Se{(_j)l;ngs- NiatLipia/ | AKtivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat
(n/n) verhélt- We” ﬁ-GaI/mProtein s [}-GaI/mProtein ts [}-GaI/mProtein s
nis s [9%0] s [9%0] s [%%0]
[nU/pg] [nU/pg] [nU/ng]
1/1 0,24 199 + 46 92+4 1095 + 314 75+8 412 + 115 94 + 22
16 P14GlyLys/DOPE 3/2 0,36 331+43 86 + 10 831 + 301 76 £ 11 668 + 149 79+ 19
1/2 2/1 0,49 458 + 58 80+8 1192 + 312 65 + 10 1310 + 404 75+ 21
5/2 0,61 508 + 125 72+ 14 535+ 132 59+ 11 1381 + 464 62 + 16
1/1 0,24 200 + 37 93+18 691 + 160 84+4 674 + 147 92 +28
17 P14Lys/DOPE 3/2 0,36 360 + 135 81+16 581 + 87 82+8 2051 + 234 75+ 17
1/2 2/1 0,49 363 + 163 76 £ 12 404 + 126 81+8 994 + 411 72+18
5/2 0,61 479 + 197 63 + 12 506 + 169 72+6 775 + 236 63 £+ 15
1/1 0,24 119+18 922+1 357 +97 85+8 173+ 50 107 +8
18 P16GlyLys/DOPE 3/2 0,36 177 + 56 88+9 563 + 162 93+ 10 603 + 205 93+ 15
1/2 2/1 0,49 187 + 50 90 £ 2 1168 + 69 79+ 15 688 + 184 109 £ 6
5/2 0,61 238 + 48 85+7 978 + 202 92+12 905 + 94 90+4
1/1 0,24 7916 94 +2 84 +20 81+2 279 + 102 84 + 22
19 P16Lys/DOPE 3/2 0,36 204 + 49 779 135+ 31 731 393 + 101 70+£11
1/2 2/1 0,49 92+7 83+6 167 £ 30 73+5 299 £ 74 73+19
5/2 0,61 108 + 8 788 242 + 25 75+ 6 744 + 50 49+ 11
3/2 0,18 106 + 30 89 + 16 49 + 19 99+3
20 T12diLys/DOPE 5/2 0,30 176 £ 56 81+21 nicht ermittelt 708 + 122 84+6
1/2 712 0,43 144 + 57 86 + 23 279 £ 36 92+5
9/2 0,55 168 + 71 82+ 19 188 + 85 84+5
1/1 0,24 247 £ 37 65+ 10 4314 475 407 + 98 58 £ 21
21 T14/DOPE 3/2 0,36 381 + 144 59 +8 169 + 74 42 +7 409 + 62 42 + 14
1/2 2/1 0,49 659 + 157 53+ 10 315+ 76 40+ 7 476 + 141 53+ 13
5/2 0,61 138 + 21 53+ 10 386 + 78 284 333 + 136 45+ 9

Vi



Anhang

Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse
A549 COS-7 Hep-G2
Lipid/Helferlipid E_Z gl;ngs_ NiatLipia/ | AKtivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat
(n/n) verhélt- We” ﬁ-GaI/mProtein s [}-GaI/mProtein ts [}-GaI/mProtein s
nis s [%%6] s [96] +s [%6]
[nU/pg] [nU/pg] [nU/ng]
1/1 0,24 47 22 70+ 16 52+ 4 88+ 7 12+4 58 + 8
oo | T14_16/DOPE 3/2 0,36 174 + 57 59 +5 414 + 95 68 + 9 287 + 41 60 + 14
1/2 2/1 0,48 179 + 65 65 + 15 539 + 79 46 +7 370 + 89 57+7
5/2 0,61 184 + 33 61+ 18 442 + 46 46 +9 314 + 86 54+9
1/1 0,24 127 + 38 64 + 10 42 + 20 68 + 8 307 + 78 68 + 18
3 | T16/DOPE 312 0,36 327 + 52 56 + 8 170 + 32 53+ 10 469 + 91 56 + 13
1/2 2/1 0,49 124 +15 57 +6 334+ 72 43+ 13 254 + 40 58 + 15
5/2 0,61 92+ 17 51+6 324 + 60 37+11 152 + 37 48 +7
5/2 0,3 193 +53 7242 keine TE 89 + 12
T14diLys/ohne 5/1 0,61 : . 241 + 50 59 + 4 keine TE 79+8
24.1 HeIferIi);/)id 1512 0,01 nicht ermittelt 664 * 160 58+ 9 keine TE 62+9
10/1 1,2 627 + 83 59+ 8 keine TE 51+6
312 0,18 18+3 | 91+4 nicht ermittelt 11+8 105 +7
2/1 0,24 nicht ermittelt 1084+185 [88+8 39+ 24 90+ 3
5/2 0,3 1760 + 352 74 +18 nicht ermittelt 57 +29 82+4
245 | T1AdiLys/DOPE 712 0,43 1426 + 126 79+ 12 nicht ermittelt 202 + 34 81+5
“lan 5/1 0,61 nicht ermittelt 3145+533 | 40+6 183 +21 69+ 6
15/2 0,91 2226+£345 |59+5 nicht ermittelt 21351 68 4
8/1 0,97 nicht ermittelt 3692 + 568 32+5 461 + 114 65+ 6
11/1 1,34 3825 + 625 33+5 145 + 51 58 + 4
3/2 0,18 keine TE 90+7 1069 + 147 82+ 12 138 + 29 74+ 14
: 5/2 0,24 870 + 195 51+9 2285 + 413 59 + 16 482 + 184 59 + 13
24.3 I}fd'LVS/ DOPE 712 0,43 1011 + 242 38+5 3724 + 910 42+ 14 776 + 102 61+9
9/2 0,55 nicht ermittelt 3772 + 646 36+ 12 657 + 215 58 + 8
15/2 0,91 1081+154 |46+7 1793 + 176 54 + 6 577 + 186 55 + 10

Vil



Anhang

Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse
A549 COs-7 Hep-G2
Lipid/Helferlipid Sei(_j)l;ngs- NiatLipia/ | AKtivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat
(n/n) verhélt- We” ﬁ-GaI/mProtein s [}-GaI/mProtein ts [}-GaI/mProtein s
nis s [%%6] s [96] +s [%6]
[nU/pg] [nU/pg] [nU/ng]
iﬁ 822 nicht ermittelt nicht ermittelt ‘11;1111319 gg i j
3/2 0,18 241+ 20 83+9 717 + 115 86+ 11 404 + 96 81+14
04.4 T14diLys/DOPE 2/1 0,24 475 + 162 75+ 17 1381 + 238 697 919 + 175 76+ 6
' 1/2 5/2 0,3 800 + 105 61+ 16 1603 + 397 69 + 19 2234 + 293 67 =10
3/1 0,36 nicht ermittelt 2666 + 321 63 + 22 1525 + 304 61+5
7/2 0,43 1430 + 233 1449 + 154 2484 + 660 56+ 14 1309 + 202 68+5
9/2 0,55 792 + 166 844 + 75 1006 + 177 47 + 14 1285 + 235 68+ 11
3/2 0,18 keine TE 99 +13 nicht ermittelt 3+4 91+6
2/1 0,24 nicht ermittelt 1218 + 306 |85+7 19+ 17 86+ 7
5/2 0,3 nicht ermittelt 43 +19 80+6
245 T14diLys/Chol 5/1 0,61 565 + 97 70+5 1644 + 218 | 64+7 49+ 10 81+4
o211 11/2 0,67 107 + 33 7914 nicht ermittelt 54 + 23 80+9
8/1 0,97 nicht ermittelt 2481 + 242 |59+7 229+ 7 78+5
17/2 1,03 117 £ 15 |76 £10 nicht ermittelt 59 + 30 78+ 4
11/1 1,34 nicht ermittelt 1904 + 473 57+5 97 +41 76+ 1
3/2 0,18 117 £ 23 9% x4 273 £55 7113 keine TE 897
5/2 0,30 757 £ 135 77+3 1320 + 167 49 + 16 keine TE 84+1
246 T14diLys/Chol 7/2 0,43 nicht ermittelt nicht ermittelt 110 £33 82+6
' 1/1 9/2 0,55 964 + 283 | 705 1768 + 152 29+ 10 460 + 69 79+4
6/1 0,73 nicht ermittelt 1794 + 246 25+ 10 645 + 106 56 + 4
15/2 0,91 1085+303 [ 7010 nicht ermittelt 161 £ 30 51+4

viii



Anhang

Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse
A549 COS-7 Hep-G2
Lipid/Helferlipid Se{(_j)l;ngs- NiatLipia/ | AKtivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat
(n/n) verhélt- We” ﬁ-GaI/mProtein s [}-GaI/mProtein ts [}-GaI/mProtein s
nis s [%%6] s [96] +s [%6]
[nU/pg] [nU/pg] [nU/ng]
3/2 0,18 220 + 80 82124 keine TE 64 +5
2/1 0,24 519 + 83 71+ 17 86 + 38 53+3
5/2 0,3 1036 + 106 61+ 14 185+ 39 44+ 4
4.7 T14diLys/Chol 712 0,43 nicht ermittelt 1448 + 128 50+ 14 315+ 39 45+ 2
' 1/2 4/1 0,49 1497 + 254 44 +3 626 + 117 44 + 4
9/2 0,55 1552 + 203 49 + 18 692 + 189 43+3
6/1 0,73 1863 £ 573 36+6 247 £ 29 40+7
8/1 0,97 1620 + 496 37+1 181 + 48 37+4
3/2 0,18 211+ 39 88+7 1040 £ 122 52+4 2204 + 433 87 +13
o5 T14 16diLys/DOPE | 5/2 0,30 384 £ 89 68 + 14 620 + 102 35+ 10 2366 + 178 69 + 13
1/2 7/2 0,43 603 + 172 64 + 12 811+ 72 38 +13 1342 + 343 70 £ 16
9/2 0,55 458 + 75 61+ 10 622 £ 55 29+ 14 1208 + 207 70+ 21
3/2 0,18 304 + 145 77+12 585+ 181 76+ 21 260 + 84 96 + 21
26 T16diLys/DOPE 5/2 0,30 939 + 242 66 + 13 1755 + 525 52 +13 410 £ 117 80 £ 23
1/2 7/2 0,43 952 + 149 66 £ 9 1117 + 199 54+ 10 1006 + 189 86 + 12
9/2 0,55 521 + 58 68 + 14 1654 + 416 49 + 14 751 + 158 78 £13




Serumversuche: Ergebnisse der Transfektionsversuche und Zytotoxizitatsuntersuchungen ohne serumfreien Intervall an der Zelllinie A549

Anhang

Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse der Zelllinie A549
serumfrei serumbhaltig
Lipid/Helferlipid (+/-)- Aktivitat Viabilitit Aktivitat Viabilitat
(n/n) Ladq_ngs_— B-GaI/mProtein +5 B-GaI/mProtein ts
verhéltnis | +s [%] £S [%0]
[nU/pg] [nU/pg]
4 E14GlyLys/DOPE | 3/2 432 +£101 88+ 12 295+ 119 95+ 2
1/2 2/1 540 + 148 80 + 14 382 + 152 93+4
3/2 75 %60 93+9 86 + 36 765
6.1 El14trisLys/DOPE 5/2 186 + 61 77+14 257 £ 61 68 £ 7
' 1/2 712 272 +117 717 213 + 68 68 +7
9/2 205 + 63 68+ 7 304 + 75 57+8
1/1 199 + 46 92+4 55 + 27 95+5
16 P14GlyLys/DOPE | 3/2 331+£43 86 + 10 168 + 80 92+4
1/2 2/1 458 + 58 80+8 193 + 47 89+8
5/2 508 + 125 72114 603 + 208 87+3
1/1 200 + 37 93+18 62 + 38 99+4
17 P14Lys/DOPE 3/2 360 £ 135 8116 157 + 23 95+6
1/2 2/1 363 + 163 76 £12 238 + 91 93+8
5/2 479 + 197 63+ 12 388 +41 85+ 10
1/1 119 + 18 92+1 45+ 18 99+5
18 P16GlyLys/DOPE | 3/2 177 + 56 88+9 115 + 37 96 + 2
1/2 2/1 187 + 50 90+ 2 141 + 32 98 + 15
5/2 238 + 48 857 169 + 6 87+ 10
3/2 241 + 20 83+9 487 £ 142 93+ 10
244 T14diLys/DOPE 5/2 800 £ 105 61+ 16 1201 £ 254 56 + 18
112 712 1430 + 233 58 + 12 1449 + 154 57+21
9/2 792 + 166 56+ 11 844 + 75 56 + 18




Anhang

Serumversuche: Ergebnisse der Transfektionsversuche und Zytotoxizitatsuntersuchungen ohne serumfreien Intervall an der Zelllinie COS-7

Nr. | Liposom Lipoplex Transfektions- und Viabilitatsergebnisse der Zelllinie COS-7
serumfrei serumbhaltig
Lipid/Helferlipid |(_+/ 3' Aktivitat Viabilitat Aktivitat Viabilitat
(n/n) a l{ngs_- p-Gal/ Mprotein +5 p-Gal/ Mprotein +5
verhaltnis x5S [%] +s [%]
[nU/pg] [nU/pg]
1/2 177 £ 76 92 +10 45+ 13 83+5
4 E14GlyLys/DOPE | 1/1 454 + 172 82+8 184 + 87 83+4
1/2 3/2 492 + 321 80 +12 444 + 156 84 +11
2/1 523 £ 214 715 783 £59 81+6
1/1 105+ 51 90 +5 246 + 128 91+8
53 E14Lys/DOPE 3/2 313+128 0 +7 483 + 146 773
' 1/2 2/1 420+ 120 73 +13 347 + 142 77 +17
52 644 + 230 80+2 485 + 153 74+ 10
3/2 139+ 73 92 +20 110 £ 48 89+9
6.1 El4trisLys/DOPE | 5/2 816 + 366 86 + 15 305 + 138 74 + 20
' 1/2 712 399 +171 78+3 976 + 365 60 £ 20
9/2 451 +179 60 + 20 360 + 160 54 + 18
1/2 51 +22 90 +4 123+ 20 89 +12
11 E16Lys/DOPE 1/1 378 £ 142 84+8 561 + 231 79+11
1/2 3/2 360 + 103 77 +13 667 + 222 90 +8
2/1 223 +52 75+ 12 624 + 32 84+8
52 473 £ 114 79+11 224 + 144 70+ 3
13.3 G14diLys/DOPE 5/2 339 + 104 70+ 19 519 +81 63+4
112 712 482 + 131 66 + 13 342 + 61 79+12
9/2 296 + 59 68 +8 158 + 85 61+2

Xi



Anhang

1/1 1095 + 314 75+ 8 7325 80 = 14
16 | PLAGIYLYS/IDOPE [ 3/2 831 % 301 76+ 11 268 * 23 60+6
1/2 2/1 1192 + 312 65 + 10 346+ 9 58+ 11
5/2 535 + 132 59+ 11 927 % 39 52%7
1/1 691 * 160 84 + 4 783 * 261 80+8
17 | P14Lys/DOPE 32 581 % 87 828 825 = 170 8215
1/2 2/1 404 + 126 81+8 405 + 159 76+ 9
5/2 506 + 169 72%6 518 * 146 697
1/1 357 £ 97 858 368 * 86 95+ 3
1g | PL6GIYLYS/IDOPE [ 372 563 + 162 93+ 10 1010 + 242 93+3
1/2 2/1 1168 * 69 79+ 15 920 + 191 865
5/2 978 + 202 92+12 939 * 527 88 + 10
3/2 717 115 86+ 11 705 + 124 81%9
244 | TA4diLySIDOPE [ 572 1603 + 397 69+ 19 1293 + 208 65 + 16
112 712 2484 + 660 63 % 21 1433 + 206 63+ 21
0/2 1006 + 177 47+ 14 1902 * 607 57+ 11

Xii



Anhang

Serumversuche: Ergebnisse der Transfektionsversuche und Zytotoxizitatsuntersuchungen ohne serumfreien Intervall an der Zelllinie Hep-G2

Nr. Probe Transfektions- und Viabilitatsergebnisse der Zelllinie Hep-G2
_ (+1-)- seru_m_ftei serth_gltig
Cposom i | Ladungs- | AKIVIT Viabilitat Aktivitat Viabilitat
'pld/HeIfer“pld A ; ﬁ-GaI/mProtein B-GaI/mProtein
verhaltnis *s *s
(n/n) s [%] *s [%]
[nU/pg] [nU/pg]
1/2 75 + 38 92+ 18 74 + 33 92+4
4 E14GlyLys/DOPE | 1/1 135+ 25 86 + 18 911 + 167 85+ 7
1/2 3/2 591 + 196 83+ 18 952 + 358 814
2/1 510 + 247 68+ 9 1132 + 247 7117
1/1 679 + 141 71+10 1465 + 547 80 £18
53 E14Lys/DOPE 3/2 855 + 267 69 + 16 1887 + 587 63 + 13
' 1/2 2/1 1312 + 445 66+ 11 1773 + 748 58 + 11
52 1071 £ 416 56 £ 13 1723 £ 393 54 + 17
3/2 536 + 266 84 +13 764 + 97 72+6
6.1 El4trisLys/DOPE | 5/2 830 + 357 66 + 22 878 + 233 42 + 14
' 1/2 712 1068 £ 300 55+ 16 1221 + 257 42 + 6
9/2 976 + 220 46 + 16 1130 + 535 33+4
1/2 151 + 90 86+11 990 + 80 7112
11 E16Lys/DOPE 1/1 318 + 80 79+6 961 + 346 48 +7
1/2 3/2 1075 + 391 69 + 17 1055 + 95 55+ 8
2/1 852 £ 192 514 827 £ 437 45+ 4
3/2 720 + 147 72+16 72+ 30 54 + 10
13.3 G14diLys/DOPE 5/2 1250 + 295 58 + 18 2014 + 199 55+5
112 712 934 + 268 55+ 15 1734 £ 177 50+ 3
9/2 618 + 190 54+0 663 + 55 44 +2

Xiii



Anhang

1/1 314 £ 111 89 + 22 440 + 321 96+ 9
15 P14diLys/DOPE 3/2 477 + 147 77 +16 1082 + 274 93+10
1/2 2/1 667 + 176 74 +24 1194 + 409 94 +11
5/2 516 + 169 64 + 16 1164 + 437 88 + 3
1/1 412 +115 94 +22 1332+ 209 91+11
16 P14GlyLys/DOPE | 3/2 668 + 149 79+19 1582 + 191 78 +18
1/2 2/1 1310 + 404 75+21 1556 + 446 86 + 17
5/2 1381 + 464 62 + 16 1627 + 316 68 +16
1/1 674 + 147 92 + 28 1014 + 120 88 +17
17 P14Lys/DOPE 3/2 2051 + 234 75+17 1462 + 421 72+ 11
1/2 2/1 994 + 411 72+18 1947 + 610 72+17
5/2 775 + 236 63 + 15 1401 + 292 56+ 9
1/1 173 + 50 107 +8 368 + 14 114 + 23
18 P16GlyLys/DOPE | 3/2 603 + 205 93 +15 1035 + 202 90+ 24
1/2 2/1 688 + 184 109+ 6 830+ 170 106 + 21
5/2 905 + 94 90 + 4 1091 + 187 90 + 13
3/2 11+8 105+ 7 36 +12 96 + 7
242 T14diLys/DOPE 5/2 57+29 82+4 150 + 31 92+7
T2n 712 202 + 34 81+5 526 £121 83+7
5/1 183 + 21 69 + 6 220 + 53 81+6
3/2 138 + 29 74+14 16 £15 92+7
5/2 482 + 184 59 +13 914 + 98 70+ 3
712 776 +102 61+9 796 + 65 67+1
243 T14diLys/DOPE 15/2 577 + 186 55+ 10 844 + 18 55+ 7
At 3/2 404 + 96 81+14 989 + 313 84+ 17
5/2 2234 + 293 67 +10 2377 £ 355 68 +3
7/2 1309 + 202 68 +5 1509 + 287 59+8
9/2 1285 + 235 68+ 11 1371 + 303 46+ 5

Xiv



Anhang

3/2 keine TE 64 +5 96 + 13 68 + 15

047 T14diLys/Chol 5/2 185 + 39 44 + 4 225+ 16 57 13
112 712 315+ 39 45+ 2 566 + 63 58 +19
9/2 692 + 189 43 + 3 1012 + 133 46 + 13

3/2 260 + 84 96 +21 212 + 53 91+4

26 T16diLys/DOPE 5/2 410 £ 117 80 + 23 346 +£110 81+9
1/2 7/2 1006 + 189 86 +12 872 + 216 81+10
9/2 751 + 158 78 +13 682 + 117 74 + 15

XV



Ergebnisse der Partikelcharakterisierung von Lipid- und Lipoplexformulierungen

Anhang

PartikelgrofRe

Partikelladung

Liposome R :
Nr. e i (+/-)-Ladungsverhaltnis z-Average PDI Zeta-Potential
Lipid/Helferlipid (n/n) d [nm] [MV]
Liposomendispersion 161+6 0,29 £ 0,03 44+ 6
1/2 145+ 7 0,18 £0,01 -39+6
1 E12/DOPE 1/1 154 + 10 0,16 £ 0,01 -30+5
1/2 3/2 240+ 4 0,30 + 0,02 -23+3
2/1 296 + 12 0,46 + 0,02 -23+4
3/11 1945 + 446 0,70+0,14 17 +5
2 E/EZLyS/DOPE Liposomendispersion 127 +3 0,18 +0,01 28+4
3 5124/DOPE Liposomendispersion 222 + 14 0,37 £ 0,04 41+ 4
4 51246'3"'3’3/ DOPE Liposomendispersion 113+ 34 0,29 + 0,04 45+3
51 5/114LVS/DOPE Liposomendispersion 84 + 10 0,32 +0,05 nicht bestimmt
5.2 5/114LVS/DOPE Liposomendispersion 66 + 12 0,34+0,13 nicht bestimmt
5.3 5124'-3’5/ DOPE Liposomendispersion 94 + 23 0,32+ 0,03 40+ 4
5.4 5/114Ly8/0h0| Liposomendispersion 100 + 30 0,25+ 0,08 nicht bestimmt
5.5 5124Lys/ChoI Liposomendispersion 111+ 12 0,31 +0,03 nicht bestimmt

XVi



Anhang

PartikelgrofRRe

Partikelladung

Liposome R :
Nr. e i (+/-)-Ladungsverhaltnis z-Average PDI Zeta-Potential
Lipid/Helferlipid (n/n) d [nm] [mV]
Liposomendispersion 78 £ 16 0,27 + 0,06 23+9
1/2 134 + 14 0,27 £0,16 -12+5
. 3/2 179+ 7 0,29 + 0,03 -6+3
6.1 El4trisLys/DOPE 1/2 5/2 534+ 11 0,25 % 0,01 20 + 10
7/2 121+5 0,14 + 0,01 2916
9/2 128 + 3 0,19 £ 0,02 329
6.2 E/ll4tr|sLys/Chol Liposomendispersion 154 + 4 0,37 £0,03 nicht bestimmt
7 E/lZGGIyLys/DOPE Liposomendispersion 112 +6 0,25+0,01 nicht bestimmt
8 5124—16/DOPE Liposomendispersion 178 + 4 0,32+£0,01 45+ 2
11 5126'-3’5/ DOPE Liposomendispersion 115 + 17 0,37 + 0,05 41+6
12.1 5/118u14Lys/DOPE Liposomendispersion 64 + 3 0,23+£0,01 nicht bestimmt
12.2 5118u14Lys/DOPE Liposomendispersion 502 0,28 + 0,02 nicht bestimmt
Liposomendispersion 75+ 27 0,28 £ 0,04 17+3
E18U14Lvs/DOPE 12 123 +2 0,21 +0,03 -22+2
12.3 by 1/1 186 + 3 0,26 + 0,02 202
3/2 1434 + 239 0,73+0,13 17+4
2/1 158 + 4 0,19+ 0,01 22+ 4
12.4 5/118u14Lys/Ch0I Liposomendispersion 68 +3 0,21+0,01 nicht bestimmt
13.1 ;5&4d|Lys/DOPE Liposomendispersion 116 £ 3 0,35+ 0,04 3713

Xvii



Anhang

PartikelgrofRRe

Partikelladung

Liposome R :
Nr. e i (+/-)-Ladungsverhaltnis z-Average PDI Zeta-Potential
Lipid/Helferlipid (n/n) d [nm] [mV]
13.2 53/14d|Lys/DOPE Liposomendispersion 91+5 0,27 £ 0,02 43+5
13.3 fé‘ldlLyS/DOPE Liposomendispersion 92+8 0,33+£0,11 49+7
13.5 (13/%40""3’3/ Chol Liposomendispersion 313+ 6 0,58 + 0,10 49 + 4
14.1 S/iGd'LyS/DOPE Liposomendispersion 226 £ 14 0,40 £ 0,04 nicht bestimmt
14.2 f/iGd'LyS/DOPE Liposomendispersion 809 0,29 £ 0,05 nicht bestimmt
14.3 féGdlLyS/DOPE Liposomendispersion 94 +31 0,27 + 0,02 367
Liposomendispersion 838 0,31 +0,03 29+5
P14diL vs/DOPE 1/1 112+ 3 0,43 £ 0,06 -14+5
15 7 312 301+ 6 0,38 + 0,01 8+2
2/1 158 + 3 0,13 £0,09 39+2
5/2 165+ 3 0,26 £ 0,01 28+2
P14GIVLYS/DOPE Liposomendispersion 777 0,28 + 0,05 47 £ 15
16 ks 1/1 162 +2 0,19 + 0,02 13+2
3/2 148 £5 0,15+ 0,02 13+5
Liposomendispersion 805 0,33 £ 0,07 37+6
12 267 2 0,40 £ 0,01 -15+4
17 P14Lys/DOPE 1/1 928 +5 0,51 +0,04 -10+3
1/2 3/2 230+ 4 0,43 £ 0,06 222
2/1 206 £ 2 0,14 £ 0,02 32+2
5/2 115+ 3 0,15+0,01 33+2

XViil



Anhang

PartikelgrofRRe

Partikelladung

Liposome R :
Nr. e i (+/-)-Ladungsverhaltnis z-Average PDI Zeta-Potential
Lipid/Helferlipid (n/n) d [nm] [mV]
18 5/126GIyLys/DOPE Liposomendispersion 73+9 0,30 £ 0,06 15+4
Liposomendispersion 88+3 0,25+ 0,05 39+6
1/2 160 + 20 0,17 £ 0,04 -21+£3
19 P16Lys/DOPE 1/1 206 £ 8 0,28 + 0,05 -20+3
1/2 3/2 1322 + 640 0,54 + 0,20 11+£2
2/1 209+3 0,24 £ 0,06 2312
5/2 141 +3 0,11 £ 0,05 29+2
20 '1I'/122d|Lys/DOPE Liposomendispersion 83+26 0,36 £0,11 nicht bestimmt
Liposomendispersion 69 + 11 0,34 £ 0,07 19+11
21 T14/DOPE 12 459 £ 54 0,54 +0,10 -18+ 4
1/2 1/1 513+ 10 0,64 + 0,04 -14 £ 3
3/2 151+5 0,25 + 0,05 19+£2
22 1/124—16/DOPE Liposomendispersion 775 0,47 £0,02 32+2
23 I/EB/DOPE Liposomendispersion 1625 0,43+0,3 21+ 6
24.1 T14diLys/ohne Helferlipid Liposomendispersion 121 + 32 0,36 £ 0,09 41+2

XiX



Anhang

PartikelgrofRRe

Partikelladung

Liposome o :
Nr. LiBid/HeIferIipid (n/n) (+/-)-Ladungsverhaltnis é-ﬁ]vrﬁ;age PDI [Zrﬁt\z;\iPotentlal
Liposomendispersion 86 +13 0,22 £0,01 45+ 6
1/2 133+ 1 0,19+ 0,01 -11+3
1/1 181 + 17 0,21 + 0,04 1117
249 T14diLys/DOPE 3/2 241 + 35 0,25 +0,01 -8+1
' 2/1 2/1 866 + 105 0,30 £ 0,04 4+2
5/1 166 + 35 0,24 £ 0,09 355
8/1 116 +4 0,07 £ 0,09 42 +2
11/1 104 +3 0,14 £ 0,03 48 +7
Liposomendispersion 75+ 12 0,33+£0,09 44+ 4
12 129+ 3 0,24 £ 0,01 -6+2
1/1 132+1 0,17 £ 0,01 8+1
243 T14diLys/DOPE 3/2 450 £ 29 0,45+ 0,03 4+2
' 1/1 2/1 823 £ 105 0,32 £ 0,05 5£1
5/2 972+ 29 0,37 £ 0,01 24+ 1
712 234 +6 0,24 £ 0,02 30+1
9/2 142 +1 0,15+0,01 33+2
Liposomendispersion 81+21 0,26 £ 0,04 38+6
12 261 + 74 0,25 £ 0,05 9+2
1/1 313+ 69 0,30 + 0,08 -1+2
24.4 T14diLys/DOPE 3/2 519 + 27 0,26 + 0,04 -3+1
' 1/2 2/1 470 £ 63 0,50 + 0,04 15+7
5/2 873 +54 0,26 £ 0,04 20+3
712 572 + 28 0,25 £ 0,04 31+3
9/2 187 +7 0,36 + 0,02 286

XX



Anhang

PartikelgrofRRe

Partikelladung

Liposome o :
Nr. LiBid/HeIferIipid (n/n) (+/-)-Ladungsverhaltnis é-ﬁ]vrﬁ;age PDI [Zrﬁt\z;\iPotentlal
Liposomendispersion 254 + 56 0,39 £0,08 43+3
1/2 128+ 2 0,17 £0,01 -11+1
1/1 192 +3 0,23 +0,01 -13+3
245 T14diLys/Chol 3/2 558 + 15 0,53 £0,09 -6+2
' 2/1 2/1 623 £ 25 0,58 £ 0,06 10£3
5/1 138+ 3 0,16 £ 0,01 35+2
8/1 101£5 0,13+0,01 404
11/1 102 +2 0,15+0,01 46 + 8
Liposomendispersion 120 + 27 0,32+0,11 412
12 137+ 8 0,27 + 0,08 8+1
1/1 164 + 4 0,22 £ 0,02 -Tx2
4.7 T14diLys/Chol 3/2 173+3 0,19+£0,01 9+2
' 12 2/1 655 + 53 0,47 £0,01 -1+1
4/1 186 + 2 0,17 £ 0,02 39+2
6/1 157+ 3 0,28 + 0,01 38+3
8/1 136 + 1 0,29 + 0,03 45+1
25 1/124—16d'Ly5/ DOPE Liposomendispersion 82+ 14 0,34 + 0,08 56 + 5
26 T16diLys/DOPE Liposomendispersion 89+9 0,20 £ 0,04 42+£5

1/2
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Anhang

Graphische Darstellung der Transfektionseffizienz und Viabilitdt an Hep-G2 Zellen von
T14diLys/DOPE 1/2 bei verschiedenen Ladungsverhaltnissen.

Akth'tatB _Ga|/m Protein
[MU/ug]

3000+

2000+

Transfektionseffizienz

s

100+
80+

60-

(%]

40+

Viabilitat

20

Viabilitat

1

1000
0 f—%'l'ﬁﬁ

12 11 32 2/1 52 7/2 92

Lipid/DNA-Ladungsverhéltnis
+/-

Parameter der Kurvenanpassung

Beschreibung:

Nichtlineare Kurvenanpassung

12 11 3/2 211 52 712 92
Lipid/DNA-Ladungsverhaltnis

Modell: Gauss
Gleichung: y=y0 + (A/(w-,/ (P1/2))) - e(Z (xxc)w)"2)
y0 XC w A
Standard- Standard- Standard- Standard-
Wert fehler Wert Fehler Wert Fehler Wert Fehler
Z[}]%e 11,58623 | 28546128 | 2,56965 0,10114 2,24457 0,98567 2183,06488 | 1517,5872
Sigma FWHM Hohe Statistik
Wert Chi-Quadr. Reduziert Kor. R-Quadrat
Z['r']?n"]e 1,12228 264278 | 776,021 5,93676 0,92199
Beschreibung:  Nichtlineare Kurvenanpassung
Modell: Boltzmann
Gleichung: y = A2 + (A1-A2)/(1 + e(xx0/d0))
Al A2 x0 dx
Standard- Standard- Standard- Standard-
Wert fehler Wert Fehler Wert Fehler Wert Fehler
" | -9,34502 1,41968 30,75561 2,188 2,09307 0,08988 0,36142 0,05804
Potential
Statistik

Chi-Quadr. Reduziert

Kor. R-Quadrat

0,49126

0,98654

XXii



Anhang

Berechnungsgrundlage der PartikelgroRenverteilungskurven
ALV-Correlator Software Version 3.0:

Regularisierter Exponentialfit

DLS-Exponential (ga(t))

Nicht -lineares Fit-Model:

rmax

g —1= f e G(I) dr

I'min

Kalkulation der massen- und anzahlgewichteten Verteilungskurven

Ci ¢ R?
Cim = = -
b R’P(q,R) (sin(qR;) — qR; cos (qRy))?
Ci Ci
Ci,a

" R°P(q,R;) (sin(qRy) — qR; cos (qR;))?
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Anhang

Graphische Darstellung der Ergebnisse aus der Asymmetrischen-Fluss-Feld-Fluss-Fraktion-
ierung, gezeigt sind die Lichtstreusignale und die Vesikelradien der Lipidformulierung
T14diLys/DOPE/SD-E14Rho6G 1/2/0,01 (n/n/n).

?» 0,040 - -80
o | Measurement | §
= 0,035- a .70 &
S ——b ™ o
& 0,030 B -60 &
(o] ] i —
— C
S 0,025- -50 £
Q =
2 ' ' =
© 0,020 40 =
o ]
N i i @)
-1 0,015 30 &

0,010 - - 20

0,005 - - 10

- //&\——\A_‘ =
0,000 l T l A} l T | T O
10 20 30 40 50
Time (min)

Analyse der PartikelgroRe, PDI-Werte und Anzahl an Partikeln aus den gesammelten Fraktio-
nen bei der Analyse mittels A4F. Die Messungen erfolgten dabei am Zetasizer Nano-ZS.

Probe zum Zeit- PartikelgroRe gezéhlte Partikel
punkt t in min Z-Average PDI [keps]
d [nm]
1-5 nicht ermittelbar
6 129 + 65,0 0,64 +0,31 300
7 84 +37,2 0,75+ 0,22 94 +6
8 24+£0,3 0,15 + 0,00 155+ 0
9 28+0,2 0,13 £ 0,00 216+ 1
10 36+0,1 0,14+ 0,01 433+ 0
11 45+0,1 0,12 £ 0,01 200+ 1
12 52+0,1 0,12 £ 0,01 232+8
13 60+0,1 0,09 + 0,03 241+ 0
14 65+ 0,4 0,03 £ 0,03 253+ 0
15 71+£0,2 0,06 + 0,01 265+1
16 77+0,9 0,05+ 0,01 267 +0
17 84+0,5 0,08 + 0,00 250+ 1
18 94+0,2 0,05+ 0,02 215+1
19 101+ 0,6 0,06 + 0,02 3761
20 114+ 0,6 0,12 £ 0,02 359+1
21 128 + 0,6 0,15+0,01 162 +2
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Anhang

Probe zum Zeit-

PartikelgrofRe

gezahlte Partikel

L z-Average PDI
punkt tin min d [nm] [keps]
22 138+ 3,8 0,16 + 0,01 361+6
23 153+ 3,1 0,11 + 0,02 276 + 4
24 171+0,6 0,02 + 0,02 133+1
25 174+2,0 0,14 + 0,02 167 + 2
26 236+ 2,5 0,19 + 0,08 795
27 207 £ 6,9 0,16 + 0,05 105+ 7
28 243 +5,8 0,1+£0,1 60+ 1
29 236 £ 10,5 0,11 £ 0,07 7+7
30 375+5,1 0,96 + 0,07 81+5
31 283 + 15,7 0,28 + 0,21 85+5
32 236 +19,3 0,18 +0,14 84+8
33 356 + 26,2 0,58 + 0,47 130+ 11
34 nicht ermittelbar
35 254 + 8 0,13+ 0,03 52+ 1
36 229 + 12 0,09 + 0,05 19+1
37 251 £ 4 0,07 £ 0,04 77+1
38-50 nicht ermittelbar

PartikelgréRenvergleich von markierter und nicht markierter Lipidformulierung, Analyse am

Zetasizer Nano-ZS.

Partikelgrofie

Liposomendispersion z-Average PDI
d [nm]
T14diLys/DOPE
1/2 (n/n) 81+21 0,26 £ 0,04
T14diLys/DOPE/SD-E14Rho6G 53 + 10 0,27 +0,07

1/2/0,01(n/n/n)

XXV



Anhang

FRET-Untersuchungen mittels Akzeptor-Bleich-Verfahren, Darstellung aller 8 Scans.

Fluoreszenzintensitaten von Fluoreszein und ATTO-Rho6G nach jedem Scan.

Scan-Nummer

Intensitat Fluoreszein

Intensitdt ATTO-Rho6G

1 606.7 1575.7
2 465.9 1553.9
3 424.8 1548.9
4 393.5 1563.3
5 478.8 608.3
6 473.6 627.3
7 457.7 624.4
8 444 .4 615.3
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