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1. Einfiihrung

1.1 Gentherapie

Das Potential des in vivo Gentransfers ist weiterhin unbestritten [5, 32, 150]. Viele
Anwendungsbereiche wie Tumorerkrankungen, Erbkrankheiten wie z. B. B-Thalassamie
oder Immundefekte u. a. sind als Ziele fiir einen therapeutischen Einsatz der
Gentherapie von Interesse (Abbildung 1.1). Gerade wahrend der Corona Pandemie
wurde, ein neues, bis dahin nur wenig beachtetes Anwendungsgebiet fir die
Gentherapie von immenser Bedeutung fiir die Menschheit, ihre Verwendung als
antiviraler Impfstoff. Die weltweite Zulassung der mRNA Impfstoffe von BioNTech/Pfizer
und Moderna [159] sowie die Entwicklungen von CureVac sind wegweisend fiir die

zuklinftige Forschung auf diesem innovativen Gebiet.

Betrachtet man die Entwicklung der Todesursachenstatistik letzter Jahrzehnte in den
Industrienationen [138], so ist abzusehen, dass Krebserkrankungen auch in der Zukunft
eine Haupttodesursache sein werden, was die Notwendigkeit der Entwicklung neuer
Therapieoptionen im onkologischen Bereich unter Einbeziehung der Gentherapie
offensichtlich macht. Zudem zeigen krebsassoziierte Erkrankungen in den letzten
Jahrzehnten den grofSten Verlust an Lebensjahren beim Menschen im Vergleich zu
anderen Erkrankungen [61]. Ist eine abnorme Gewebevermehrung diagnostiziert und
die Dignitat eines Malignoms bestatigt, dann ergeben sich in der Regel grundsatzlich
nach Staging und Tumorkonferenz als Optionen die Planung von operativen
MaRBnahmen, die Moglichkeit einer Bestrahlung und/oder chemotherapeutischen bzw.
systemtherapeutischen Behandlung. Zuletzt zeigten neue Behandlungsstrategien im
Bereich der Immuntherapie weitere Therapieoptionen [76]. Bei fortgeschrittenem
Leiden und Uberregionaler Ausbreitung sind diese Konzepte jedoch meist nicht
zufriedenstellend in ihrem Ergebnis. Zudem begrenzen Nebenwirkungen wie
Infektanfalligkeit, Knochenmarksuppression und -schadigung die Einsetzbarkeit, vor
allem bei Geweben mit hohen Teilungsraten. Nicht zuletzt besteht aus therapeutischer
Sicht vor allem darin ein Problem, den Patienten zu ermutigen jenes unerwiinschte
Wirken zu ertragen, ohne verldssliche Aussagen (ber die positive

Wirkwahrscheinlichkeit und das Ansprechen auf Pharmaka prognostizieren zu kénnen.
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Diese Vielzahl unbefriedigender Kasuistiken verlangt nach neuen
Behandlungsmaoglichkeiten mit spezifischen und individuellen

Anpassungsmoglichkeiten bei geringer Toxizitat.

H]l W2 W3 w4 W5 W6 H7 H8 WO W10

Abbildung 1.1 Prozentualer Anteil der Indikationen im Bereich Gentherapie im Jahr 2017
[32]. 1. Cancer diseases 64,6%; 2. Monogenetic diseases 10,5%; 3. Infectious diseases
7,4%; 4. Cardiovascular diseases 7,4%; 5. Neurological diseases 1,8%; 6. Ocular diseases
1,4%; 7. Inflammatory diseases 0,6%; 8. Other diseases 2,3%; 9. Gene marking 2%; 10.
Healthy volunteers 2,2%

Unter einer Gentherapie versteht man prinzipiell das Einbringen von Nukleinsduren
(DNA, RNA) mithilfe geeigneter Ubertragungsmethoden in Gewebe und Zellen mit dem
Ziel, die Funktion des vorhandenen fehlerhaften Gens zu ersetzen oder dessen Wirkung
abzuschwiachen, um einen therapeutischen Nutzen zu erlangen [5, 7, 32, 150]. Dabei ist
eine Anwendung direkt im Patienten, aber auch nach der Entnahme autologer Zellen
und deren ex vivo ,Therapie” moglich (siehe Abbildung 1.2) [102]. Eine Reparatur
defekter Sequenzen durch homologe Rekombination ist eines der moglichen Ziele,
welches erreicht werden soll. Im Kontrast zu anderen onkologischen Methoden
prasentiert dieses Konzept die Moglichkeit einer hohen Effizienz und spezifischer
Therapie durch die Gelegenheit krankheitsassoziierte Gendefekte direkt als Ursache des
Leidens erschlieBen zu koénnen. Fehlerhafte Genabschnitte werden entweder
ausgetauscht oder in ihrer Aktivitat limitiert. Therapeutische Nukleinsauren wie DNA
und siRNA sind eine vielversprechende Anwendung im Bereich der Krebsbehandlung.
Grundsatzlich ist es moglich, mit Transportern spezifische Zielsubstanzen ins Zellinnere

zu bringen, um dort entweder durch komplementare Anlagerung den genetischen Code
2
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direkt zu beeinflussen oder durch Einsatz von entsprechenden Pharmaka Zellen direkt

zu zerstoren, was von grofRer Bedeutung sein kann.

Ex vivo

Gentherapeutischer Vektor

Isolierung der Zellen

Abbildung 1.2 Mogliche Optionen zur Durchfiihrung des therapeutischen Gentransfers
[62]. Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Dr. Sascha Hubing

1.2 RNA-Interferenz

RNA-Interferenz (RNAI) ist eine erfolgreich verwendete Methode in der Analyse und
Therapie genetischer Abschnitte. Sie stellt eine potente Therapieoption bei der
komplementaren Stilllegung von Exonen dar. Die Wirkung wird durch kleine
interferierende RNAs vermittelt, welche die sequenzspezifische endolytische Spaltung
und anschlieRende Zersetzung ihrer Ziel-mRNA initiieren. Urspriinglich wurde dieses
natirliche System als evolutionarer Reparatur- und Schutzmechanismus verstanden, zur
Abschottung geschadigter Erbgutabschnitte [44]. Den Einbau einer solchen siRNA in
einen Hemmkomplex wird als RISC (RNA-induced silencing complex) bezeichnet.
Seitdem diese Therapieoption besteht, ist es deutlich leichter geworden, die Expression
von Zielabschnitten der mRNA spezifisch auszuschalten. Seit 2018 ist ein erster
Arzneistoff auf RNA-Basis, das Patisiran, zur Behandlung der hereditaren ATTR-
Amyloidose (hATTR) durch die FDA zugelassen [5]. Ein wesentlicher Punkt, der den Erfolg
derartiger Behandlungen limitiert, ist der erfolgreiche Transport und die Freisetzung der

siRNA in die jeweiligen Zielzellen. Fir die Entdeckung vom Mechanismus der RNA-



Einflihrung

Interferenz erhielten die beiden US-Wissenschaftler Andrew Z. Fire und Craig C. Mello
2006 den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin [44].

Sogenannte Suizid-Gensonden sollen perspektivisch in der Lage sein, selektiv
Krebszellen zu erreichen und diese zur Apoptose zu zwingen. Abnorme Sequenzen
werden erkannt, komplementar gebunden und die Wirksamkeit hierdurch an die
Zielzelle gebunden. Trotz dieses enormen Potentials halten bis heute erst wenige
solcher Anwendungen Einzug in primare onkologische Strategien. Einerseits sind bei
vielen Erkrankungen die genauen Mutationen noch nicht exakt beschrieben - was immer
den grundlegenden Schritt dieses Verfahrens ausmacht. Andererseits besteht ein
weiteres Hauptproblem darin, das volle Potential zu nutzen. Eine der grundsatzlichen
Herausforderungen bei der Verwendung von therapeutischen Nukleinsduren ist deren
Schutz vor zelluldrer Zersetzung, die intrazellulire Aufnahme und Uberwindung von
Zellbarrieren, sowie deren gezielte Freisetzung und Zielsteuerung. Dabei sollte es im
Idealfall nach Moglichkeit zu keiner immunologischen Reaktion des Organismus oder
anderer toxischer Nebenwirkungen kommen. Auch bei den derzeit in Milliarden Dosen
verabreichten RNA-Impfstoffen sind diese Probleme relevant und werden diskutiert.
Direkt auftretende allergische Reaktionen, Entziindungsreaktionen oder auch die
Aktivierung der Thrombozyten Aggregationskaskade sind beobachtete Nebenwirkungen
der Vaccine. Detaillierte Untersuchungen zu dieser Thematik werden vorgenommen,
stehen fir die angewendeten Systeme allerdings noch nicht zur Verfligung. Das
bisherige Fehlen eines sicheren und effektiven Transportsystems fur Nukleinsduren
spielt hierbei eine entscheidende Rolle. Die Entwicklung praktikabler Transfersysteme
im Rahmen dieser Behandlung konzentrierte sich bisher hauptsachlich auf virale

Vektoren, liposomale Systeme und physikalische Methoden.

Die Entwicklung von Gentherapeutika sowie deren Markteintritt ist generell ein
langfristiges und teures Projekt. Derzeit sind 10 Gentherapeutika zugelassen, unter
Einbeziehung der Impfstoffe von Moderna und BioNTech/Pfizer 12, viele weitere sind in
der klinischen Phase. Zum Beispiel wird das Gentherapeutikum ,,StrimvelisTM*“ zur
Behandlung des Immundefektes , ADA-SCID“, ,LuxturnaTM“ zur Behandlung eines
seltenen Gendefekts, der zur friihzeitigen Erblindung fihrt und , GendicineTM“ zur

Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren angewendet [110, 153, 149].
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Abbildung 1.3 Verwendete Genvektoren in klinischen Studien im Jahr 2017 [32].1.
Adenovirus 21,2%; 2. Retrovirus 18,3%; 3. Naked/Plasmid DNA 17,1%; 4. Adeno-
associated virus 7,3%; 5. Vaccina virus 6,8%; 6. Lentivirus 6,3%; 7. Lipofectin 4,6%; 8.
Poxvirus 4,2%; 9. Herpes simplex virus 3,6%; 10. Other vectors 7,7%; 11. Unknown 3%

1.3 Tragersysteme

Die Entwicklung praktikabler Transfersysteme im Rahmen einer Gentherapie
konzentriert sich momentan hauptsachlich auf virale Vektoren, liposomale Systeme
(z. B. Moderna/Corona Impfstoff), physikalische Methoden und zunehmend auch
kolloidale Systeme auf der Basis von Polykationen oder Nanopartikeln.

Obwohl virale Vektoren, insbesondere Retroviren, Adenoviren und Adeno-Assoziierte
Viren, die Basis fur die Mehrzahl der aktuellen klinischen Studien bilden, sind diese
langfristig durch ihre begrenzte Fremdgen-Kapazitat, Sicherheitsbedenken, antigene
Eigenschaften, relativ hohe Produktionskosten und weitere individuelle Probleme
limitiert [1, 71]. Trotz dieser offensichtlichen Nachteile werden solche viralen Systeme
bei derzeit laufenden klinischen Studien bevorzugt (siehe Abbildung 1.3). Gerade nach
den Erfolgen der Impfstoffentwicklung kann aber in der Zukunft davon ausgegangen
werden, dass hier ein Umdenken zu erwarten ist.

Physikalische Methoden des Gentransfers erscheinen fiir besondere Anwendungen
vielversprechend. Dazu gehdéren die DNA-Vakzinierung mittels ballistischen
Gentransfers (Partikel-Bombardement) oder die direkte intramuskuldre Injektion
genauso wie der Gentransfer mittels Elektro-und Sonoporation.

Dem gegeniiber stehen nichtvirale Gen-Transfektionssysteme wie Lipoplexe, Polyplexe,
Nanoplexe und Lipopolyplexe als eine interessante Alternative zur Verfliigung und
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gewinnen mehr und mehr an Bedeutung, was auch an den Entwicklungen von Moderna
und BioNTech/Pfizer sichtbar wird. Der Vorteil nichtviraler Strukturen ist die im
Allgemeinen geringer ausgepragte immunologische Stimulation sowie ein grofReres
Fassungsvermogen therapeutischer Nukleinsdure als Wirkstoff. Ein weiterhin wichtiges
Kriterium zu ihren Gunsten ist die theoretische Modifikation auf struktureller Basis und
der damit verbundenen Mdoglichkeit, unerwiinschte Eigenschaften anzupassen, um
toxikologische Aspekte zu verringern. Ein individuelles und maligeschneidertes
Therapeutikum kann geschaffen werden. Ebenso kdnnen jene Substanzen in groRRerer
Menge und damit kostenglinstig produziert werden. In der Gruppe dieser Vektoren
lassen sich, aufgrund von Struktur und biologischer Aktivitat, Komplexe auf liposomaler
Basis (Lipoplexe) von solchen auf Grundlage von Polykationen (Polyplexe) und
organische oder anorganisch kationische Nanopartikel (Nanoplexe) unterscheiden

(siehe Tabelle 1.1).

Polyplexe zeigen eine heterogene Zytotoxizitat, was jedoch stark von der Art des
verwendeten Polymers abhangig ist. Lipoplexe hingegen erwiesen sich als zytotoxisch
deutlich vertraglicher, leiden jedoch unter geringerer Stabilitdt und verminderten
Transfektionsraten. Sie formen gut verstandene Doppelschichten um die DNA/RNA-
Molekile und schiitzen diese dadurch effektiv vor Zersetzung. Interaktionen mit der
DNA initiieren strukturelle Veranderungen in verschiedene Zustandsformen, abhangig
vom verwendeten Lipid, dem Verhaltnis von Lipidanteil zu DNA und Inkubationszeit [10]
und missen bei Verwendung als Arzneimittel bedacht werden. Einigen Lipiden wurde
im Rahmen von Untersuchungen eine Verbesserung des Endozytose Vorganges
zugeschrieben [20, 103, 133]. Einige der Mechanismen, welche die Freisetzung aus dem
Endosom steuern, werden bereits durch die jeweilige Formulierung adressiert. So
nutzen z. B. Polyplexe mit PElI als Polykation den sogenannten
»,Protonenschwammeffekt” aus, um den endlysosomalen Austritt zu beschleunigen.
Hier wird der pH-Wert in den lysosomalen und endosomalen Vesikeln so verschoben,
dass es zu einer Neuformierung der Lipidmembran (der Endosomen) kommt, was die
Permeabilitat der Komplexe erhéht und somit zu deren Freisetzung fiihrt [151]. Die

Befreiung der Nukleinsduren aus dem Endosom findet im Falle von Lipoplexen z. B.
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durch die Ausbildung einer hexagonalen Phase statt [2]. Der prinzipielle Mechanismus

der Freisetzung aus dem Endosom ist in Abbildung 1.4 dargestellt.

Tabelle 1.1 Allgemeine Gegeniiberstellung physikalischer Transfektionsmethoden,
viraler vs. nichtviraler Vektoren sowie die wichtigen nichtviralen Lipoplexe, Polyplexe,
Nanoplexe und Lipopolyplexe.

Physikalische e z.B. Partikel-Bombardement, Elektro-und

Methoden Sonoporation.

o Vorteile: hohe Transfektionseffizienz;, hohe
Reproduzierbarkeit; meist keine Probleme mit
toxischen Effekten

e Nachteile: faktisch nur ex-vivo einsetzbar; oft hoher
technischer Aufwand; teure Gerdte; nur kleine
Mengen

virale Vektoren e Virushiille oder deren Bestandteile werden zur
Komplexierung der Nukleinséuren verwendet

e Vorteile: hohe Transfektionseffizienz

e Nachteile: immunogen und inflammatorisch;
aufwendig in Produktion und Kontrollen; geringe
Kapazitét an Nukleinséuren; teuer; Uberfiihrung in
Massenproduktion schwierig

nicht-virale e Vorteile: vielfiltige Strukturméglichkeiten und deren

Vektoren Steuerbarkeit; bessere Vertrdglichkeit; geringe Kosten;
schnelle Produktion grofier Mengen an Wirkstoff

e Nachteile: oft geringere Transfektionseffizienz

Lipoplexe e Komplex aus Lipid und Nukleinséure [20, 103, 66]

o Vorteile: gute Zell Internalisation; geringere Toxizitét;
Schutz vor Zersetzung; sehr gute Biokompatibilitit;
schnelle Massenproduktion méglich; geringe
Herstellungskosten

e Nachteile: geringere Transfektionseffektivitdt; oft
herabgesetzte Stabilitdt

Polyplexe e Komplex aus Polymer/Polykation und Nukleinséure
[65, 105, 43, 104]

o Vorteile: teilweise guter Schutz vor intrazellulérer
Zersetzung [95]; zeigen signifikant weniger
Sicherheitsrisiken und kénnen langkettige DNA
aufnehmen; glinstige Herstellung

e Nachteile: unspezifische Polyplexe interagieren
ungewollt aufgrund Elektrostatik mit Geféfsendothel,
Plasmaproteinen, Komplementfaktoren und
Fibrinogen [43]; dies fiihrt zu kurzen
Plasmahalbwertszeiten fiir Komplexe mit hohen
Oberfldchenladungen; oft geringe
Transfektionseffizienz [104].
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Nanoplexe e Komplex aus kationischem Nanopartikel und
Nukleinsdure [77, 117, 73]

o Vorteile: sehr stabile Komplexe; grofie
Variationsbreite; auch fiir ballistische Methoden
anwendbar; glinstige Herstellung

e Nachteile: oft immunogen; bei der Massenherstellung
schwer kontrollierbare GréfSeneinstellung; oft zu
stabil; eingeschrdnkte Freisetzung der Nukleinséduren

Lipopolyplexe e Kombination aus Lipoplex und Polyplex; die
Nukleinsduren werden mit dem kationischen Polymer
(Polyplex) komplexiert und anschliefsend mit dem Lipid
aus Liposomen (Lipoplex) umhiillt [118, 114]

e Vorteile: hohe Stabilitit; geringe Immunogenitdit;
hohe Biokompatibilitdt,; im Vergleich zu Lipoplexen
hohe Transfektionseffizienz,; grofSe Variabilitdit in der
Struktur; Ladung und GréfSe gut einstellbar

e Nachteile: komplexes System; Reproduzierbarkeit
stellt hohe Anforderungen an Technik

Nichtvirale Formulierungen wurden in einer Reihe von Studien bereits untersucht,
wobei sich deren Interpretation in Bezug auf schadigende Merkmale zumeist als
schwierig erwies, da als Endpunkte meist nur Enzymaktivitaten bzw. Proteinfluoreszenz
erfasst wurde und dies keine direkte Ubertragung der in-vitro Modelle auf in-vivo
zuldsst. Alle der drei genannten Komplexe haben Vor- und Nachteile (siehe Tabelle 1.1).
So zeigten bereits van de Wetering et al. [140] und Zuhorn et al. [103, 157] bei
Polyplexen im Allgemeinen eine erhdhte Zytotoxizitat im Zellkulturexperiment.

Ein weiteres allgemeines Problem nichtviraler Systeme besteht in dem notwendigen
Schutz der DNA bzw. des genetischen Therapeutikums vor Zersetzung, effizienter
zellularer Aufnahme und Freisetzung aus den endosomalen Kompartimenten und
anschlieBender Uberfiihrung in den Nukleus. Nachteile ergeben sich ebenfalls aus der
geringeren Erfahrung im Umgang und damit ggf. noch aufwendigere und teurere
Herstellung. Das zum Teil noch fehlende Verstandnis Gber die biologische Bedeutung
der elektrischen Interaktion zwischen Tragersystem und DNA-Bestandteilen kann zu
Problemen fihren. Zur Optimierung solcher Systeme lassen sich grundlegende
Arbeitsansatze feststellen. Es ist von groBer Bedeutung, die genauen Vorgange der
Zellinternalisation zu verstehen und im Anschluss den Ablauf des sogenannten
yintrazelluldren Routing”, der Freisetzung der DNA aus den Komplexen, im Detail
offenzulegen. Um jene Schwerpunkte bearbeiten zu kénnen, sind genaue Kenntnisse zu
Bildung, Stabilitdt, Transport, gesteuertem Zerfall und physiko-chemischen
Eigenschaften von auBerordentlicher Bedeutung. Zur Klarung dieser Fragestellungen ist
es notwendig moglichst detaillierte und umfassende Analysen, zu beispielsweise

8
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Ladungsdichte, Komplexbildungskonstante, biochemische Stabilitat,
Freisetzungsbedingungen,  Pufferkapazitdt, = Sedimentationseigenschaften  und
morphologischen Veranderungen zu erheben.

Eine weitere essenzielle Problematik ist die Notwendigkeit eines in vitro Modellsystems,
welche die Eigenschaften und Gegebenheiten der in vivo Situation ganzheitlich
widerspiegelt und an den neuen genetischen Vektoren getestet werden kdnnen. Ziel
aktueller Forschung muss es daher sein, die Vorteile aller Systeme zu vereinen. Ein
ideales Transportsystem hat eine kurze Lebenszeit im Korper, interagiert selbst nicht mit
dem Genom, kann in Zielzellen hochselektiv eindringen und verursacht keine
unerwiinschten Wirkungen. Bisher war es nicht moglich, all diese Starken in einem
Schema zu vereinen. Die Kombination von kationischen Polymeren und Lipoplexen zu
Lipopolyplexen hat das Potential, die Transfektionseffizienz und Biovertraglichkeit zu
steigern. Grundsatzlich lassen sich synthetische Produkte in wichtigen Eigenschaften wie
Molekulargewicht, Einbau und Verknlpfung mit Zell- und Gewebefaktoren, physiko-

chemische Struktur und Ladungsverhalten variieren.

Abbildung 1.4 Grundlegender Mechanismus des nichtviralen Gentransfers. Positiv
geladene Liposomen werden in einem definierten Verhaltnis (N/P-Verhaltnis) mit einer
Plasmid-DNA (pDNA z. B. pCMV-luc) inkubiert. Das N/P-Verhaltnis gibt hierbei das
molare Verhiltnis von Stickstoff-Atomen im Lipid zu Phosphat-Atomen im Plasmid an.
Durch elektrostatische Wechselwirkungen entstehen die positiv geladenen Lipoplexe.
Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Udo Bakowsky.
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1.4 Organisation des Genoms

Zum genauen Verstandnis der moglichen strukturellen Anpassung der verwendeten
Tragersysteme ist es notwendig, sich die natirlichen DNA-Proteinkomplexe vor Augen
zu fuhren. Das Erbgut von Eukaryoten kann Langen von mehreren Metern erreichen und
wird aus Griinden der Lagerung und dem Transport von Zellprozessen von Chromatin-
Proteinen kompakt geblindelt. Ungefahr die Halfte dieses Chromatins besteht aus
Histonen. Diese kleinen basischen Proteine stellen mit verschiedenen Untereinheiten
auch die Grundbausteine der Nukleosomen dar. Zu unterscheiden ist ein C-terminales
Ende, welches Interaktionen zwischen Histonen untereinander, sowie mit DNA
verwirklicht und einem N-terminalen Ende, an welchem basische Lysine und Arginine
konzentriert sind [122]. Letztere sind Bereiche post-translationaler Modifikation durch
Acetylierung, Phosphorylierung und Methylierung. Jene Anpassungen spielen eine
entscheidende Rolle in Bezug auf Stabilitat, Interaktion und elektrische Ladung. So ergibt
sich aus der Acetylierung eines Histons eine Neutralisierung einer positiven Ladung und
durch Phosphorylierung eine zusatzliche negative Ladung [8]. Dieses Wissen um die Art
der Organisation durch chemische Gruppen kann zum Teil bei der Herstellung
synthetischer Vektoren genutzt werden, um unglnstigen physikalisch-chemischen

Eigenschaften zu entgehen.

1.5 Therapie im Genom und Beziehung zum Gendiagnostikgesetz

Die therapeutische Option der Modulation genetischer Abschnitte als
Behandlungskonzept im pharmakologischen Fachbereich ist bereits seit mehreren
Jahrzehnten Gegenstand modernster Forschung und gelangt aufgrund immer neuer
Erkenntnisse wieder ins Zentrum der Aufmerksamkeit. Mogliche Behandlungsstrategien
lassen sich vereinfacht als zwei Systeme darstellen, wobei es einerseits die Chance gibt
genetische Einheiten innerhalb des Korpers direkt zu verandern. Andererseits ist eine
Beeinflussung von aulerhalb erreichbar. Beispielhaft sei die Inhibition von potenziell
kanzerogenen Exonen, kodierend fiir ein fehlerhaftes Proteinprodukt, als
wiinschenswerte Option angeflihrt. Sich dem Regelkreis entziehende enzymatische
Aktivitaten kénnten durch Therapie an Introns ausgegliedert werden. Grundsatzlich ist
es hierbei in theoretischer Betrachtung vorstellbar entweder schadhafte Bereiche direkt

durch Austausch zu ersetzen oder gezielt durch somatischen Einbau zu regulieren. Diese
10
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Moglichkeit der selektiven Regulation und Modifikation von Genabschnitten erwies sich
in der Vergangenheit, unter Verwendung viraler Transfektionsvehikel, oftmals als
vielversprechende Alternative zu anderen Therapiestrategien. Neuere Erkenntnisse der
letzten Jahre offenbaren die Notwendigkeit neuer Tragervehikel fur therapeutische
RNA-Segmente. Der grolRe Vorteil dieses Anwendungsfeldes liegt in der kausalen
Therapie, in Abgrenzung zu der meist symptomatischen Ausrichtung der Medizin. Ein
potentiell bedeutsames System stellt das CRISPR/Cas-System dar. Jene Methodik
verspricht ein zukunftstrachtiges Modell zum gezielten Schneiden und Neukodieren von
DNA-Bausteinen. Besondere Hoffnung verspricht man sich hierbei in der Behandlung
von Krebs, AIDS und verschiedenen Erbkrankheiten. Zudem kann ein Nutzen in der Tier-
und Pflanzenziichtung erschlossen werden. Zu den Verfahren werden auch die
Zinkfinger-Nukleasen oder TALEN gezahlt. Interessant ist dieses Verfahren deshalb, da
es die Grundelemente genetischer Transfektionsverfahren mit zelleigenen
Reparaturmechanismen kombiniert und so neue Wege erdffnet. Das antivirale,
bakterielle Abwehrsystem CRISPR [129] wird verwendet, um DNA an bestimmten Stellen
zu schneiden. Nutzt man dies, so ergeben sich Optionen zur Entfernung oder Reparatur
unerwinschter Abschnitte des Doppelstranges. Durch Zugabe von DNA-
Oligonukleotiden kann eine Veranderung auch auf mRNA-Ebene erméglicht werden
[119].

Bei all dem zu bedenken ist hierbei jedoch die in Deutschland strenge Regelung durch
das Gendiagnostikgesetz (GenDG) und den damit verbundenen Limitationen im Hinblick
auf ethische Aspekte. Es regelt den Umgang mit genetischen Proben in Erhebung,
Verwendung und Verwahrung. Grundvoraussetzung einer Gentherapie ist die konkrete
Identifikation von der Norm abweichender und krankheitsauslésender Abschnitte des
Genoms. Hierzu sind grundsatzlich zwei Schritte vonnoten. Die Sequenzierung
menschlichen Gewebes und der anschlieRende Vergleich des Genoms betroffener
Personen mit gesunden Kontrollgruppen. Entscheidende Limitation spielt hierbei der
unter ethischen Aspekten eng definierte Spielraum. Hierbei stehen Interessen des
medizinischen Fortschrittes, jenen des Schutzes vor Diskriminierung gegeniber. Die
informelle Selbstbestimmung ist in Deutschland ein hohes Gut und das Recht auf
Nichtwissen elementar. Unniitz gewonnenes Wissen kann psychische Belastung und

finanzielle Ungleichheit im gesellschaftlichen System bedeuten, in einer Zeit, in der das
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eigene Risiko mehr und mehr zum Versicherungsgut reift. Der Schutz erhobener
sensibler genetischer Daten muss gewahrt und gewahrleistet sein. Leider ist dies zum

Teil nur durch Begrenzung diagnostischer und therapeutischer MaBnahmen maoglich.

1.6 Toxikologische Eigenschaften

Grundsatzlich sind bei parenteraler Applikation verschiedene unerwiinschte toxische
Effekte zu bedenken. Vereinfacht kann man diese systematisch in drei Gruppen
betrachten. Zum einen sind direkte zytotoxische Reaktionen durch den Wirkstoff
moglich, zum anderen spielt die Aktivierung der Thrombozyten eine entscheidende
Rolle. Weiterhin koénnen toxische Kaskaden aktivierter Komplementfaktoren zu
schadlichen Verlaufen, bis hin zur Zerstérung der Zelle fuhren. Die schadlichen
Eigenschaften des verwendeten Wirkstoffes und Transportsystems kénnen einen oder

mehrere dieser Bereiche betreffen.

Zentrales Thema vorausgegangener Studien war neben der Transfektionseffizienz die
entscheidende Beurteilung der toxikologischen Potenz. Daraus lassen sich
Empfehlungen zum Bau zukinftiger Wirkstofftransporter festhalten. So sind in der
Literatur verschiedene Eigenschaften von Tragersubstanzen in Bezug auf deren
Aktivierung des Komplementsystems geschildert. Es wurde beispielsweise eine konkrete
Abhdngigkeit zum Amin-Anteil der verwendeten Substanz dargelegt. Ebenso fiihrt eine
erhohte Kettenldnge und eine starke Verzweigung bei den zur Komplexierung
verwendeten Polykationen, wie z. B. bei den oft verwendeten Polylysinen, zur
Komplementaktivierung. Ein weiteres zu beachtendes Kriterium stellt das
Ladungsverhaltnis, das N/P-Verhaltnis dar (positiver zu negativer Teilladungen), wobei
nur jene kationischen Ladungsgruppen entscheidend sind, welche den Faktoren des
Komplementsystems auch strukturell zuganglich sind [106, 83]. Die positive
Uberschussladung des Nukleinsiuretrigersystems interagiert mit Blutbestandteilen, im
Allgemeinen mit negativ geladenen Oberflachen und insbesondere mit Faktoren des
Komplementsystems [65, 106, 83, 78, 97, 85, 120, 92, 17, 94]. Neutrale und negativ
geladene Gruppen verbinden sich mit verschiedenen Serumproteinen und Faktoren des
Komplementsystems [97]. Anionische Lipide zeigen eine Steigerung der Lyse, als

Endglied der Komplementreaktion, durch eine im Zusammenhang nachweislich erhéhte
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Aktivitat von C5b-7 [85]. Interessant ist die Rolle der Kalziumkonzentration in der
Umgebung, da es durch Selbsteinbau zwischen negativen Oberflachenladungen in der
Lage ist, Komplexe zu bilden und die Oberflachenladung dadurch in Richtung der
Neutralitdat auszugleichen, was eine Reduktion des Zeta-Potentials erreichen und
dadurch zu einem massiven GroRenwachstum der Komplexe fiihren kann [12]. Ebenso
zeigte eine besonders hohe Membranfluiditat bei Verwendung von Lipoplexen eine
erhohte Lyse-Neigung an Geweben und Zielzellen [85]. Mit Hilfe der Methylierung von
Liposomenoberflaichen durch Verwendung spezieller endgruppenmodifizierter PEG-
Lipide (Polyethylen modifizierte Lipidkopfgruppen wie das DSPC-PEG 2000) [107], kann
die Zuganglichkeit negativer Ladungen verringert werden, insbesondere auch
gegeniuber Antikdrpern, was eine generell verminderte unerwiinschte Reaktion mit
Teilen dieses Systems bedeutet [85]. Allerdings sind jene Hydroxyl- und Methylgruppen
selbst ein potentieller Aktivator des alternativen Weges, was die Verwendung limitiert
[65]. Weiterhin von Bedeutung sind die MolekilgrofRe (Molekulargewicht und
Molekillange bzw. -verzweigungsgrad) der verwendeten kationischen Polymere und die
GroRe der angewendeten Vehikel, sowie die Konzentration des beim Empfanger
vorhandenen Komplementfaktors C3a, welche entscheidend fiir das Reaktionspotential
des Organismus sind [83]. So kénnen etwa hohe Oberflachenladungen zu einer
Aktivierung des Komplementsystems und Interaktionen mit dem Faktor C3 fihren [106].
Ein Ansprechen verschiedener Komplementfaktoren wurde eruiert, in Abhangigkeit der
Priméarstruktur des Komplexierungshilfsmittels (Polymer, Nanopartikel, Lipid,
Molekulargewicht, Valenzelektrodenanzahl, Kettenldnge, Kationenanzahl etc.), der
generellen GroRe des erhaltenen Transfektionskomplexes und dem Anteil von
Polysacchariden, welche aktivierend wirken [106]. Der Grad an Verunreinigung von
pDNA durch Endotoxine ist gering zu halten und den Regulierungen des EuPharm fir
Parenteralia Abschnitt 09/0520 zu entsprechen. In vorangegangenen Studien konnten
Eigenschaften eruiert werden, welche durch Kaskaden zu einer hamolytischen Reaktion
des Empfangersystems nach Gabe eines Wirkstoffes fiihren. Allgemein gilt, je hoher die
Schadigung der Intima beim Einbringen des Tragerkomplexes ist, desto starker die
Aktivierung der hamostatischen Kaskade [4]. Wichtige zu beachtende Eigenschaften
sind die lonenstdrke des Produktes, das Zeta-Potential, die totale Proteinkonzentration,

das Verhaltnis der primaren Aminogruppen zum Gesamtprotein (bezogen auf die
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effektiven positiven Ladungen), der osmotische Druck, sowie der pH-Wert (saure Werte,
im Vergleich zum physiologischen pH, steigern die Nebenwirkungen) [34, 88, 112].
Interessanterweise konnte kein Zusammenhang mit der Blutgruppe gezeigt werden und
die Zugabe eines Antikoagulans auf Zitratbasis flihrte zu einer Reduktion der
Agglutination [34]. Weiterhin zu beachten ist die Infusionsgeschwindigkeit des
Pharmakons, da eine zeitlich relativ hohe Konzentration von Lipoplexen zu Erythrozyten

zu einer massiven Agglutination fuhrt [34].

Eine Moglichkeit zur Protektion gegenliber Hamolyse besteht in der Hydroxylierung der
Oberflache, was zu einem Schutz durch Polysaccharide fiihrt [88]. Eine andere
Moglichkeit ist die Verwendung von Polyaminen, mit repetitiven Disulfidbricken in der
Hauptkette, was sich im Vergleich zur Zytotoxizitat gegenliber PEls als liberlegen zeigte
[112]. In gleicher Studie konnte eine Beeinflussung der Puffereigenschaften zu pH-Wert,
Molekulargewicht, Kettenldnge und Zeta-Potential durch den Acetylierungs- und
Benzoylierungsgrad gezeigt werden, womit sich entscheidende Eigenschaften
beeinflussen lassen [112]. Ebenfalls positiv in der Verwendung gegeniber
immunologischen Komplementreaktionen, wirken sich eine Vorbehandlung der DNA
(Polylysin-DNA in der Studie) mit Polyethylen Glykol und eine moglichst lineare
Molekilstruktur aus [106]. In Bezug auf die Thrombozyten Aktivierung konnte in der
Vergangenheit gezeigt werden, dass die Erythrozytenaggregation durch geringere
elektrostatische Interaktion mit Hilfe negativer oder neutraler Oberflachen vermindert
werden kann. Das intensiv untersuchte PEI zeigt sich hierbei besonders hilfreich, da es
positive Ladungen gegeniiber zelluldren Bestandteilen abschirmt und protektiv wirkt,
auch durch eine verminderte Aktivitat von C3b [4, 25, 37, 43, 59, 65, 134, 139]. Eine
weitere Eigenschaft der PEI-Komplexe ist deren Bindung an eine Vielzahl von Proteinen,
wie beispielsweise Albumin und Hamoglobin [121]. Weiterhin lasst es sich im
Polymerisationsgrad des Polykation-Segmentes variieren und damit in der Effektivitat
der Ladungsabschirmung anpassen. Die Verwendung kurzer Seitenarme mit Polykation-
Struktur und Amidoamingruppen (selektive Adsorption von Heparin aus dem Plasma)
zeigt eine geringere unerwiinschte Interaktion mit Blutbestandteilen, wohingegen bei
langen Ketten und hohem Molekulargewicht die unerwiinschten Wirkungen gravierend

sind [105, 141, 130, 27].
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Eine weitere Moglichkeit die Nebenwirkungen polymerer Gentransfektionssysteme zu
verbessern, wird durch die Kombination von Liposomen mit Polyplexen erreicht. Hierbei
wird bei den entstehenden Lipopolyplexen die DNA/RNA Komponente mittels des
Polymers komplexiert und anschlieRend mit einer Lipidhille beschichtet. Dadurch wird
die effektive Komplexierung der DNA/RNA Komponente mit den positiven Polymeren
zur Stabilisierung ausgenutzt, wahrend die AulBenbeschichtung mit Lipiden fiir eine
biokompatible Abschirmung sorgt. Oft zeigen solche Systeme auch eine verbesserte
Transfektionseffizienz, wobei diese sowohl von der Wahl des Polymers als auch von der

Wahl der Lipide oder Lipidmischungen abhéangig ist [35, 114, 115, 125, 136].
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Abbildung 1.5 Typische positiv geladene Polymere zur Komplexierung von DNA/RNA zur
Herstellung von Polyplexen und Lipopolyplexen. Mit freundlicher Genehmigung von
Herrn Dr. Shashank Pinnapireddy (verzweigtes und lineares PEI) [115].

1.7 Hilfsstoffe zur Herstellung von Genvehikeln

1.7.1 Lipide und Liposomen

Lipide werden schon seit Jahrzehnten in der pharmazeutischen Technologie als
Hilfsstoffe zur Herstellung parenteraler Formulierungen verwendet. Sie bilden in
wassrigem Medium durch Selbstorganisation spharische Vesikel, sogenannte

Liposomen (siehe auch Abbildung 1.4).
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Seit ihrer Entdeckung durch Alec D. Bangham in den 1960er Jahren, wurden Liposomen
intensiv erforscht und haben ein ganzes Forschungsfeld geschaffen, aus dem
kontinuierlich neue Entwicklungen hervorgehen. Liposomen werden fiir ihre biologische
sowie technische Uberlegenheit geschitzt und kénnen bis heute, als eines der
erfolgreichsten Tragersysteme fiir Wirkstoffe aller Art erachtet werden [16]. Es handelt
sich bei Liposomen um spharische Vesikel mit einem Durchmesser zwischen wenigen
Nanometern und mehreren Mikrometern, die aus einer oder mehreren konzentrischen
Lipid-Doppelschichten bestehen. Sie schlieRen ein wassriges Lumen ein und gehdren aus
pharmazeutischer Sicht zu den kolloiddispersen Systemen. Sie lassen sich nach Anzahl
der Doppelschichten in unilamellare, oligolamellare, multilamellare oder sogar
multivesikuldre Liposomen einteilen. Des Weiteren kénnen sie nach der GréRe in kleine
»small unilamellar vesicles, SUV«, groRe »large unilamellar vesicles, LUV« und sehr
groRe »giant unilamellar vesicles, GUV« Vesikel eingeteilt werden. Im medizinischen

Bereich kommen grofStenteils Vesikel zwischen 50 und 1000 nm zum Einsatz [16, 111].

Fir einfache Liposomen verwendet man oft die natirlichen Lipide DPPC und
Cholesterol. Fur die Gentransfektion, zur Bildung von Lipoplexen, eignen sich vor allem
Lipide, die eine positiv geladene Kopfgruppe besitzen. Somit kénnen sie mit negativ
geladener DNA/RNA komplexieren. Beispiele hierfir sind DOTAP, DOTMA oder DC-
Cholesterol [123, 79]. Weiterhin sind sogenannte Helferlipide wie z. B. DOPE niitzlich,
da sie sowohl die Fusion mit der Zellmembran als auch den Austritt aus dem Endosom
durch Ausbildung einer hexagonalen Phase beglinstigen [82, 157]. Oft werden
Mischungen unterschiedlicher Lipide verwendet, um die Eigenschaften der Genvehikel

zu optimieren [113, 118].

1.7.2 Positiv geladene Polymere und Polyplexe

Ebenfalls weit verbreitet und mittlerweile Goldstandard sind die bereits gut erforschten
Polymere zum therapeutischen Einsatz, die Polyethylenimine (PEls). Unter den
nichtviralen Gentragersystemen wird das kationische Polymer PEl aufgrund seiner
exzellenten Transfektionseffizienz in Zellversuchen eingesetzt und dient als
Referenzsubstanz [100]. Innerhalb des Molekils wiederholen sich Ethylenimin-

Einheiten (-CH2-CH2-NH-), welche jeweils eine Masse von 43 Da besitzen (Abbildung 1.5).
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Es gibt verschiedene strukturelle Varianten des PEls [52, 89, 140, 148, 155], bei denen
die unterschiedliche chemische Verknlipfung am Stickstoffatom entscheidend ist.
Generell werden PEl in lineare PEI (IPEI) und verzweigte PEI (bPEl) unterteilt, wobei sehr
groRBe Unterschiede in der Molmasse (z. B. PEl F25 — ein PElI mit 25 kDa
Molekulargewicht, erstmalig isoliert aus bPEI in der Arbeitsgruppe Prof. A. Aigner [40,
41, 51, 60, 125, 146]) realisiert werden kdnnen.

Als synthetische positiv geladene Polymere sind diese Verbindungen in der Lage, durch
ihre Fahigkeit DNA oder RNA in Komplexen zu kondensieren, den Transport und die
Freisetzung zu unterstiitzen. lhre elektrostatische Wechselwirkung ermoglicht es mit
Plasmiden zu interagieren und kompakte spharische Komplexe auszubilden. Diese
Partikel bezeichnet man als Polyplexe, welche in der Lage sind, groRe Konstrukte von
Nukleinsdauren aufzunehmen [58] und deren Transport zu ermoglichen sowie im
Anschluss durch den Vorgang der Endozytose den Zellen zuzufiihren [154]. Die
erfolgreiche Komplexbindung und damit Grundlage zur Verwendung als Transporter,
wird beeinflusst durch das Verhaltnis des Stickstoffs aus dem Polykation zu dem
Phosphatanteil aus der DNA (sogenanntes N/P-Verhaltnis) [58]. Wichtiges Kriterium ist
ein Polymeriberschuss im Bezug zur negativ geladenen DNA. Durch Aminogruppen
verschiedener Bindung und eine hohe kationische Ladungsdichte bei physiologischem
pH, besitzen sie die Moglichkeit der Aminogruppen-Protonierung bei Zugabe von
Wasser [46, 135, 87]. Hierdurch besteht die Moéglichkeit, nicht kovalente Komplexe mit
DNA zu formen und erleichtern den Transport von siRNA. Vor allem lange und grole
DNA-Strange kondensieren und verpacken sie in geeigneter Art und Weise. PEls
schitzen Nukleinsauren vor der Zersetzung durch Nukleasen und vermitteln die
endosomal-lysosomale Freisetzung der nanoskaligen Komplexe, was auf der Hypothese
des sogenannten ,,Protonen-Schwamm-Effekt” beruht und erleichtern den DNA-Eintritt
in den Nukleus. Weiterhin konnte eine Schutzwirkung vor DNAsen bei speziellen DNA-
Formen nachgewiesen werden, vermittelt durch PEl [99]. Selbst Uben sie jedoch
ebenfalls einen zytotoxischen Einfluss aus. Im Allgemeinen kann man sagen, dass
Toxizitdt mit hoherem Molekulargewicht des PEl zunimmt und lineare Formationen des
PEI effektiver in der Transfektionseffizienz sind [68, 70]. Aulerdem interagieren sie auf

unspezifische Weise aufgrund der Eigenladung mit negativ geladenen Oberflachen, was
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wiederum die biologische Wirksamkeit einschrankt und behindert. Daher ist es auch hier
notwendig, die Struktur der PEls weiter anzupassen und zu optimieren. Es gibt
kommerziell verschiedene Polymerformen, welche unterschiedliche Verhaltensweisen
und Eigenschaften besitzen. Grundsatzlich, systemisch betrachtet, zeigt die lineare Form

des PEl ein hoheres Potential als die verzweigte Form [38].

Ein weiteres Polymer, welches als Gentransfektionssystem genutzt wird, ist das
pDMAEMA, welches im Jahre 1996 erstmals von Hennik et al. [140, 21] dargestellt und
beschrieben wurde (Abbildung 1.5). Mit seinen tertidren Aminen und einem
Molekulargewicht von liber 112 kDa wird eine Transfektionseffizienz von rund 90% im
Vergleich zum PEI beschrieben [154]. Grundsatzlich weist das pPDMAEMA eine hohere
Toxizitat auf, bildet jedoch kleinere Polyplexe mit einer teilweise verbesserten
Transfektionseffizienz. Beide Eigenschaften korrelieren prinzipiell mit dem

Molekulargewicht.
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Abbildung 1.6 Plasmidkarte von pCMV-luc [1, 35]. Mit freundlicher Genehmigung von
Herrn Dr. Konrad Engelhardt.
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1.8 Das Reportergen — pCMV-luc

Zur Quantifizierung der Gentransfektion benotigt es den Einsatz entsprechender
Reportergene. Jene filihren letztlich zur intrazellularen Expression eines gut
nachweisbaren Produktes, z. B. eines Enzyms. Nach anschlieBender Zelllyse kann das
Enzym mit notwendigen Substraten versetzt werden. Die resultierende Enzym-Substrat-
Reaktion kann mittels Fluorimetrie oder Luminometrie erfasst werden. Reportergene
sind in sogenannten Plasmidvektoren enthalten, welche frei kommerziell erhaltlich sind,
wie beispielsweise das Luciferase Plasmid (pCMV-luc) [152]. Als weitere Beispiele
konnen das LacZ-Gen [19], die Chloamphenicolacetyltransferase [91] und das Griin-
fluoreszierende Protein [80] genannt werden. Hier wird zur Herstellung der
Gentransfektionskomplexe und zur Charakterisierung der Transfektionseffizienz
ausschlieBlich auf die Enzymreaktion des Luciferaseproteins mit seinem zugehdrigem
Substrat D-Luciferin zurlickgegriffen [113, 118, 136]. Der grundlegende Mechanismus
besteht in der Oxidation von Luciferin zu Oxyluciferin wie in Abbildung 1.7 dargestellt
[69]. Bestimmt werden hierbei Lichtquanten, welche direkt proportional zur
Luciferaseaktivitat sind und anschliefend auf den Proteingehalt normiert werden. Jener
wird im Anschluss an ein Transfektionsexperiment mittels eines Pierce BCA Protein
Assay bestimmt. Dieses Verfahren stellt eine schnelle und gut auswertbare Methode
zum Vergleich der Effizienz unterschiedlicher Transfektionssysteme untereinander im

Zellkulturmodell dar.

O
N, N
OH | Luciferase /C[ \: ] :/[/

| ATP + 0, AMP +PP;+CO; | Oxyluciferin |
+hn (562 nm)

I Luciferin

Abbildung 1.7 Darstellung des Reaktionsablaufs von Luciferin zu Oxyluciferin zur
Quantifizierung der Transfektionseffizienz [35]. Um die Transfektionseffizienz zu
guantifizieren, wird eine Enzym-Substrat-Reaktion ausgewertet. Hierbei reagiert das
Luciferaseprotein (codiert auf dem Plasmid pCMV-luc) mit dem Substrat D-Luciferin.
Durch die Anwesenheit von ATP und O, wird Luciferin zu Oxyluciferin oxidiert. Durch die
Messung der emittierten Lichtquanten (Lumineszenz), die neben AMP und CO,
entstehen, kann die Aktivitdt der Luciferase bestimmt werden. Mit freundlicher
Genehmigung von Herrn Dr. Konrad Engelhardt.
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2. Aufgabenstellung und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen verschiedene nichtvirale Transfektionssysteme
hinsichtlich ihrer toxikologischen Eigenschaften untersucht werden. Dabei ist eines der
Hauptziele, einen Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung der Genvehikel,
ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften und unerwiinschten Nebenwirkungen
aufzudecken und zu beschreiben. Im Vordergrund stehen Polyplexe aus den positiv
geladenen Polymeren bPEI, IPEI, PEI F25 und pDMAEMA sowie die daraus abgeleiteten
Lipopolyplexe.

Aufbauend auf vorangegangene Studienresultate zur Transfektion solcher Polyplexe
und Lipopolyplexe soll der Einfluss der Lipidhille auf die physikalischen Eigenschaften,

Toxizitat und Transfektionseffizienz untersucht werden.

Zusammen mit anderen Untersuchungen zur Transfektionseffizienz kénnen hierdurch
Grundlagen zur Verwendung alternativer Transportsysteme offengelegt werden, wobei
der potentielle Schaden fiir den Organismus bei Entwicklung und Zulassung eines
Arzneistoffes eine der elementaren Prioritaten darstellt. Aus diesem Grund werden in
der vorliegenden Forschungsarbeit toxikologische Aspekte an einer Auswahl von
Vektoren analysiert. Besondere Aufmerksamkeit gilt hierbei konkret der Aktivierung des
Komplementsystems mit folgender Lyse, sowie allgemein hamolytischer unerwiinschter
Wirkungen und der Thrombozyten Aggregation. Auch ist es wichtig, die intrinsische
Gerinnungszeit mit in die Studien einzubeziehen. Ein weiterer wichtiger Aspekt der
Untersuchungen wurde auf die Primartoxizitat der Formulierungen im Zellkultursystem
(MTT, LDH) gelegt. Die Erkenntnisse der letzten Jahre filihrten zu verschiedenen
Konzepten und Hypothesen, welche Mechanismen die Verwendbarkeit von Vektoren
beeinflussen. Um ein hohes Mall an Wirksamkeit zu erreichen, sollen diese Bereiche

genau verstanden werden, um kiinftige Vektoren entsprechend anpassen zu kénnen.
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Um die Zielsetzung der Dissertation zu erreichen, waren folgende Schritte notwendig:

Herstellung und physikalisch chemische Charakterisierung der Polyplexe und

Lipopolyplexe

a)

b)

d)

Die positiv geladenen Polymere bPEI, IPEI, PEI F25 und pDMAEMA werden mit
dem Plasmid pCMV-luc komplexiert und die Polyplexe gebildet. Bei der Bildung
der Komplexe wird das N/P-Verhaltnis variiert.

Herstellung der Liposomen zur Bildung der Lipopolyplexe unter Verwendung der
Lipide DPPC und Cholesterol.

Herstellung der Lipopolyplexe durch Fusion der Liposomen mit den Polyplexen.
Alle Formulierungen werden hinsichtlich Durchmesser, Polydispersitat (PDI) und
Zeta-Potential charakterisiert und mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM)

visualisiert.

Toxikologische Untersuchungen an den Transfektionssystemen

a)

b)

Bestimmung der klassischen Toxikologie mittels MTT- und LDH-Assay an SKOV-3
Zellen in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der Polyplexe und Lipoplexe.
Untersuchung der intrinsischen Gerinnung mit Hilfe der Bestimmung der
aktivierten partiellen Prothrombinzeit (aPTT).

Bestimmung der Hamolyse

Testung der Transfektionseffizienz

An ausgewahlten Formulierungen wird die Transfektionseffizienz mit pCMV-luc an

SKOV-3 Zellen getestet.

21



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.0 Laborgerate, Verbrauchsmaterialien und Software

Tabelle 3.1 verwendete Geréte:

Bezeichnung

Bezugsquelle

ALPHA FT-IR Spektrometer
Analysenwaage, Sartorius Secure®
Brutschrank Heracell

Coatron M1, Einkanal - Photometer mit
einer Laser LED Optik von 470 nm
Durchlichtmikroskop Axioskop
Elektrophorese- Netzgerat MP-300V

Eppendorf Pipette 100-1000 ul
Eppendorf Pipette 10-200 ul
Eppendorf Pipette 1-10 ul
FLUOstar Optima
Gefriertrockner Alpha 1-4 LSC

Glasrundkolben 5 ml
Glasrundkolben 500 ml
Inkubationsschttler, IKA KS 4000
JPK Nanowizard 3
Kontaktthermometer
Rasterkraftmikroskop Nanoscope IV,
Bioscope

Magnetriihrer, IKA®RH basic

Malvern Zetasizer Nano ZS

Massenspektrometer Q-Trap 2000
Heraeus Megafuge 1.0R Zentrifuge
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Bruker, Massachusetts, USA
Sartorius, Gottingen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

TECO Medical Instruments, Neufahrn,
Deutschland

Carl Zeiss Microsocpy, Jena, Deutschland
Major Science, Saratoga, Kalifornien,
USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland
Martin Christ, Osterrode am Harz,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
IKA-Werke, Staufen, Deutschland

JPK, Berlin, Deutschland

IKA-Werke, Staufen, Deutschland
Veeco Instruments, Darmstadt,
Deutschland

IKA-Werke, Staufen, Deutschland
Malvern Instruments, Worcester,
England

Applied Biosystems, Kalifornien, USA

Thermo Fisher Scientific, Deutschland
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Multikanal Pipette Pipet-Lite Multi
Pipette L8-300XLS+
Rotationsverdampfer Heidolph Laboroto
4001

Ultraschallbad Sonorex

Mettler Toledo, GielRen, Deutschland

Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,

Berlin, Deutschland

Tabelle 3.2 Verwendetes Zubehor.

Bezeichnung

Bezugsquelle

Gelelektrophoresezubehor
Mini-Extruder
Neubauer-Zahlkammer

Ruhrfisch

BioRad, Hercules, Kalifornien, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 3.3 Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

Bezugsquelle

Cantilever (MikroMasch NSC 14/AIBs)
Einmalpipettenspitzen, 10 ul, 200 pl,
1000 pl

Extraktionshilsen

Micro Tube 1,5 ml

Objekttrager, 76 mm x 26 mm

Petrischalen
Polycarbonatmembranen 0,2 um,
0,1 um

Silikonwafer

Sterilfilter Aufsatz 0,2 um

Anfatec, Oelsnitz, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Knittel Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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Tabelle 3.4 Chemikalien und Ausgangsstoffe.

Bezeichnung

Bezugsquelle

bPEI, verzweigt

Chloroform

Cholesterol
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin
Dimethylsulfoxid

Essigsaure

GelRed™

Heparin

HEPES

IPEI PEI Max 22 kDa linear
MTT-Reagenz (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl) -2,5-diphenyltetrazolium-bromid)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

pDMAEMA

Plasmid (pCMV-luc)

Salzsdure 37 %

Silikonal

TEMPO (2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-n-
oxyl)

Triton X-100

Zelllinie SKOV-3

BASF, Ludwigshafen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Lipoid, Ludwigshafen, Deutschland
Lipoid, Ludwigshafen, Deutschland

Lipoid, Ludwigshafen, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biotium Inc, Kalifornien, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Polysciences, Eppelheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Plasmid Factory, Bielefeld, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

BioRad, Hercules, Kalifornien, USA

ATCC HTB-77, Manassas, VA, USA
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Bezeichnung

Zusammensetzung

DNA-Ladepuffer

Physiologischer Puffer

TAE-Puffer (10x)

Triton X-100 (0,1 % v/v)

MTT-Reagenz (0,2 mg/ml)

KCI/HCI-Puffer

Essigsaure/Acetat-Puffer

TRIS-HCI-Puffer

Glycin-NaOH-Puffer

Glycerol

SDS (10 % w/v)
EDTA (0,5 M)
Bromphenolblau
Xylencyanol
Milli-Q-Wasser
HEPES
Natriumchlorid
Milli-Q-Wasser
pH 7,4

Tris-HCI
Essigsaure

EDTA (0,5 M), pH 8,0
Milli-Q-Wasser
Triton X-100
Milli-Q-Wasser
MTT-Reagenz
Milli-Q-Wasser
Kaliumchlorid (0,1 M)
Salzsaure (0,1 M)
pH 2,0

Essigsaure (0,1 M)
Natriumacetat

pH 4,0

Trishydroxymethylaminomethan

(0,1 ™M)
Salzsaure (0,1 M)
pH 7,4

Glycin (0,1M)

25

3,9 ml

500 pl

200 pl

0,025g

0,025g

10 ml

2,38 g (£ 10 mM)
8,75 g (£ 150 mM)
1000 ml

48,4 g (& 400 mM)
11,42 ml (£ 20 mM)
40,00 ml (& 20 mM)
1000 ml

100 pl

ad 10 ml

02¢g

100 ml

50 ml

10,6 ml

41,0 ml
9,0 ml

50 ml

41,4 ml

50 ml
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Natriumhydroxid (0,1 M)

8,8 ml

pH 9,0

Tabelle 3.6 Verwendete Kits und gebrauchsfertige Losungen.

Bezeichnung

Bezugsquelle

Cytotoxicity Detection Kit (Cat.
Nr. 11 644 793 001)

3,13% Natriumcitratpuffer PZN:

0762158

Fetales Kalberserum, FKS Gibco
IMDM, Zellkulturmedium

0,9% NaCl isotone Losung (REF:
2350710)

TEClot aPTT-S (A0300-025)
Koagulationstest

Trypsin -EDTA fir Zellkultur

Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz

EIFELFANGO Neuenahr, Deutschland

ThermoFisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
BRAUN, Melsungen, Deutschland

TECO Medical Instruments, Neufahrn,
Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tabelle 3.7 Genutzte Software.

Bezeichnung

Bezugsquelle

MS-Office 2019
ChembDraw Professional 15
JPK Data Processing
Malvern Processing

Origin Pro 9.0

Microsoft

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

JPK, Berlin, Deutschland

Malvern Instruments, Worcester, England

Originlab, MA, USA
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3.1 Herstellung der Polyplexe

Zur Herstellung der Polyplexe wurden die positiv geladenen Polymere lineares PEI (IPEI),
verzweigtes PEI (bPEIl), PEI F25 [35, 40, 41, 51, 60, 115, 115, 146] sowie das pDMAEMA
[124] zusammen mit dem Plasmid pCMV-luc in unterschiedlichen N/P-Verhaltnissen
eingesetzt. Das Herstellungsprotokoll basiert auf vorherigen Arbeiten von Schafer [125]
und Pinnapireddy [114, 115]. Zunichst erfolgte die Aquilibrierung der Polymerproben
auf Raumtemperatur (RT) in einem physiologischen Puffer, Verdinnung und
funfminutiger Inkubation bei RT. AnschlieBend erfolgte die Vermischung der jeweiligen
Polymere mit pDNA. Eine Inkubation von 20 min war notwendig zur adaquaten
Polyplexbildung. Die Herstellung der Polyplexe erfolgte in 60 min. Pro Ansatz
kondensierten wir 2 ug pDNA (Gesamtvolumen: 75 pl) mit einer entsprechenden Menge

an Polymeren, gemaR dem gewtinschten N/P-Verhaltnis (Gesamtvolumen: 75 ul).

Zur Variation der Eigenschaften der Transfektionskomplexe wurden fiir eine Probe
mehrere N/P-Verhéltnisse getestet. Der Faktor N/P gibt dabei das Verhaltnis von
Stickstoff in dem kationischen Polymer zum Phosphat der verwendeten pDNA an. Die
Berechnung ist wie folgt: Gleichung 1

m (PEI) N 330 g/mol
43 g/mol m (pDNA)

N/P =

Hierbei stellt 330 g/mol fiir pDNA den Mittelwert des Molekulargewichtes der kleinsten
sich wiederholenden Einheit der pDNA und 43 g/mol den Mittelwert des
Molekulargewichtes der kleinsten sich wiederholenden positiven Einheit des Polymers
dar. Da mit einer Gesamtmasse von 2 ug pDNA (siehe oben) gearbeitet wurde,

berechnet sich die Menge an Polymeren am Beispiel von PEI wie folgt: Gleichung 2

43 g/mol
" g/

m(PEI) = N/P * m(pDNA) 330 g/mol

3.2 Herstellung der Liposomen und Lipopolyplexe

Als Lipidmischung fiir die Bildung aller Lipopolyplexe wurde DOPE: DPPC: Cholesterol
(70: 15: 15=mol: mol: mol) verwendet. Die Lipidmischung wird aus Stammldésungen mit

einer Konzentration von 5 mg/ml hergestellt. Die Ermittlung der erforderlichen
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Volumina an Lipidlésungen erfolgte Uber das jeweilige Molekulargewicht. Zunachst
wurden Lipide in einen 5 ml-Rundkolben pipettierte und falls notwendig mit einem ml
organischem LM (Chloroform /MeOH (2/1 v/v) ergdnzt. Zum Abdestillieren des
Losungsmittels und zur Gewahrleistung eines homogenen und transparenten Lipidfilms
am Rundkolbenboden befestigt man das Gefdall mit einer Kombiklammer an einem
Rotationsverdampfer. Dieser wurde im Anschluss abgesenkt und mit dem
Losungsmittel-Lipid-Gemisch vollstandig in ein +60 °C warmes Wasserbad eingetaucht.
Die Spirale des Verdampfer Kihlers leitet eisgekiihltes Wasser ein. Hierdurch bildete
sich ein Niederschlag des verdampfenden Lésungsmittelgemisches an der Spirale und
tropfte in einen Auffangbehalter. Der Rundkolben rotierte durchgehend im Wasserbad
mit 285 rpm, wahrend eine Vakuumpumpe, in Abhadngigkeit von der Zeit, einen
adaquaten Unterdruck erzeugte. Der vollstandig getrocknete Lipidfilm wurde
anschliefend im +60 °C warmen Wasserbad mit HEPES Puffer (pH 7,4) hydratisiert.
Durch einfaches Schiitteln des Rundkolbens entstanden multilamellare Liposomen. Eine
Vorzerkleinerung der groRen Liposomen fand mit Hilfe eines Ultraschallbades statt (ca.
10 min), bis eine opaleszierende Dispersion entsteht. Zur Herstellung von unilamellaren
Liposomen kam der Lipofast Extruder von Avestin (vorgewarmt auf +52 °C) zum Einsatz.
Hierfir entnahm man 1 ml der Liposomenprobe und extrudierte diese 11x durch
Polycarbonatmembranen (PorengréRen: 200 nm bzw. 100 nm) [93]. Die anschlieBende
Sterilfiltration der fertigen Liposomen mit Hilfe eines Spritzenfilters (Porengrofie: 0,2
pum) bereitete die Liposomen fir den Einsatz in Zellkulturexperimenten vor. Derart
gewonnene Liposomen lagerten vor Durchfliihrung der Zellexperimente tber Nacht im

Kuhlschrank bei +4 °C. Die Gesamtkonzentration der Liposomen ergab 6 mg/ml.

Die Herstellung der Lipopolyplexe erfolgte nach der vorherigen Herstellung von
Polyplexen und darauffolgender Zumischung von Liposomen in einem Masseverhaltnis
von 5/1 (ug Liposomen/ ug pDNA). Hierfir wurde eine Inkubation von 60 min bei RT
durchgefihrt (Abbildung 3.1) [118]. Die Fusionierung der Liposomen mit den Polyplexen
erfolgte spontan, wahrend das Mischungsgefal} leicht geschwenkt wurde. AnschlieRend
werden alle Polyplexe und Lipopolyplexe physikalisch chemisch, hinsichtlich ihrer

TeilchengroRe, des Zeta-Potentials und ihrer Morphologie sowie biologisch hinsichtlich
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der aPTT, der Neigung Hamolyse auszul6sen, klassischer Zelltoxizitat (LDH, MTT) sowie

in ausgewahlten Fallen der Transfektionseffizienz, untersucht.

Lipidlésung Puffer

Rehydratisierung
im USB

Lipigfien somen 0 eS|

Abbildung 3.1 Herstellung von Liposomen nach der Filmmethode. Lipide werden in
einen Rundkolben uberfiihrt. Durch Abdestillation des Losungsmittels entsteht ein
Lipidfilm, der anschlieBend mit einer wassrigen Pufferlésung hydratisiert wird. Durch
einfaches Schiitteln des Rundkolbens entstehen erst multilamellare Vesikel, die durch
Extrusion in unilamellare Liposomen Uberfihrt werden kénnen [62]. Mit freundlicher
Genehmigung von Herrn Dr. Sacha Hubing.

Kationisches

Polymer
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Abbildung 3.2 Verfahren zur Herstellung von Lipopolyplexen; Das kationische Polymer
erzeugt bei Inkubation mit pDNA einen positiv geladenen Polyplex. Bei Zugabe von einer
wassrigen Liposomendispersion erfolgt die Bildung von sogenannten Lipopolyplexen.
Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Udo Bakowsky.
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3.3 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die Bestimmung des hydrodynamischen Partikeldurchmessers erfolgte unter
Verwendung des Verfahrens der Dynamischen Lichtstreuung. Diese ist auch als
»Photonenkorrelationsspektroskopie” (PCS) oder ,quasielektrische Lichtstreuung”
(QELS) bekannt. Hierfir wurde ein Zetasizer Nano ZS (Malvern) verwendet. Als
Lichtquelle kam ein He-Ne-Laser (683 nm, 10 mW) zum Einsatz. Stokes-Einstein-

Gleichung: Gleichung 3

k*T

O*TT*1)*T

D=

D = Diffusionskoeffizient

k = Boltzmann-Konstante

T = Temperatur in Kelvin

n = Viskositadt des Mediums
r = Partikelradius

Durch resultierende Interferenz der Lichtstreuungen einzelner Partikel entstehen
Fluktuationen in der Streulichtintensitat, welche zeitlich ausgewertet werden kénnen.
Jene Intensitadt der Laserlichtstreuung (erfasst in einem Winkel von 173°) dient zur
Berechnung der PartikelgroRe. Die Brown’sche Molekularbewegung dient zur Grundlage
der Errechnung der PartikelgréBe [13, 90]. Resultierend hat ein verhaltnismaRig
kleineres Partikelteilchen eine im Vergleich zu einem GrofReren erhohte
Eigenbewegung, welche zu einer detektierbar schnelleren Anderung der gestreuten
Lichtquanten fiihrt (Stokes-Einstein-Gesetz) [33]. Zur Messung wurden die einzelnen
Proben mit Milli-Q-Wasser in einem Verhaltnis 1:500 verdiinnt, in eine Kivette (Typ:
DTS0160) Uberfihrt und auf eine Temperatur von 23 °C gebracht. Drei unabhangige
Proben wurden jeweils drei Mal mit mindestens jeweils 10 ,runs” gemessen, um daraus
einen Mittelwert unter Ermittlung der Standardabweichung (SD) zu errechnen. Die
Position der Laserquelle zur Probe, als auch die Blende zur Regulierung der
Laserintensitat wurden vom Zetasizer vor jeder Messung automatisch korrigierend
eingestellt. Die relative Standardabweichung einer Probe wird durch die Polydispersitat
(PDI) angegeben. Diese kann grob in drei Kategorien unterteilt werden: als monodispers
werden Proben mit einem Polydispersitatsindex (PDI) von 0,2 oder weniger bezeichnet.

Eine Polydispersitat von 0,2 - 0,3 wird als mittlerer Wert betrachtet, welche auf eine
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bimodale PartikelgroRenverteilung hinweisen kann. Bei einer Polydispersitat > 0,3 ist die

Probe sehr uneinheitlich und wird als polydispers bezeichnet.
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Abbildung 3.3 Schematische Darstellung der dynamischen Lichtstreuung. A) Der
Laserstrahl trifft auf Partikel, die sich in einer Klivette befinden und wird gestreut. Durch
Erfassung des Streulichts in einem Winkel von 173 ° durch einen Detektor und
nachgeschalteten Korrelators konnen ,Zitterbewegungen“ der einzelnen Partikel
gemessen werden (B und C). Das Ausmal dieser Partikelbewegungen steht im
Zusammenhang mit den einzelnen PartikelgroRen. GrolRe Partikel zeigen pro Zeiteinheit
weniger Bewegungen (B), als kleinere Partikel (C) die deutlich mehr , Zitterbewegungen”
ausfihren.

3.4 Zeta-Potential

Das Vorhandensein geldster lonen in einer Dispersion fiihrt zur Anlagerung von Gegen
lonen an der Partikeloberflache. Hierdurch bildet sich eine Helmholtz-Doppelschicht.
Durch erweiterte Anlagerung lockerer gebundener lonen entsteht eine diffus
ungeordnete Schicht. Kumuliert erscheinen diese Partikel in ihrer Ladung neutral, da sich
Ladungen am Partikel und lonenladung innerhalb des Suspensionsmediums ausgleichen
[63]. Um das Zeta-Potential zu bestimmen, wurde ebenfalls der Zetasizer Nano ZS
(Malvern, Deutschland) verwendet und die Ermittlung fand im direkten Anschluss an die
GroRenmessung der Partikel statt. Das Messprinzip zur Bestimmung ist die Laser-
Doppler-Anemometrie. Hierfiir wird an beiden Elektroden der Kiivette eine Spannung
angelegt, mit dem Ziel der Wanderung der Partikel mit ihren Ladungen zu den jeweils
gegensatzlichen Elektroden. Die Bewegung durch den Laser flihrt zur Lichtstreuung und

gleichzeitig reillt die lockere diffuse Schicht ab, welche letztendlich das Zeta-Potential
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bestimmt. Die entsprechende Umrechnung von der Bewegungsgeschwindigkeit des
Partikels in ein Zeta-Potential gelingt mittels der Henry-Funktion bzw. der Hiickel- und

Smoluchowski-Naherung [131]. Gleichung 4:

Henry-Gleichung:
_ 2xex(*f(Ka)

3#1

Ug

€ = Dielektrizitatskonstante der Probe
{ = Zeta-Potential

f(Ka) = Henry Funktion

n = dynamische Viskositat

U; = elektrophoretische Beweglichkeit

3.5 Rasterkraftmikroskopie

Zur exakten Bestimmung allgemeiner Morphologie und Oberflachenbeschaffenheit von
Liposomen und Transfektionskomplexen wurde das Rasterkraftmikroskop verwendet.
Die Messungen fanden an dem institutseigenen Nanowizard 3 (JPK-Instruments, Berlin)
oder dem Nanoscope IV Bioscope (Veeco Instruments, Darmstadt) statt. Hierzu befand
sich das Mikroskop wahrend der Messung in einer schallisolierten Kammer, bei einer
Raumtemperatur von +23°C. Bei dieser Methode dient eine feinste Nadel (Tip genannt)
am Ende eines Cantilevers zur Abtastung der Partikel. Dieser Cantilever verhalt sich
dhnlich einer Feder mit einer Kraftkonstante einer entsprechenden Amplitude und
Frequenz. Jeder dieser kommerziell erhdltlichen Gerate besitzt spezifische
Einstellungen, welche exakt auf die vorliegende Probe abgestimmt werden miissen [14,
127, 1036]. Fir beispielsweise harte Proben werden Cantilever mit hoher
Kraftkonstante bendtigt. Umgekehrt wird bei weichen Substanzen wie Liposomen,
Polyplexen oder Lipoplexen zwingend Cantilever mit einer niedrigen Kraftkonstante
benotigt. Zur Messung wurde ein Cantilever (NSC 14/AIBs, MikroMasch, Anfatec,
Oelsnitz, Deutschland) mit pyramidaler SizN, Spitze verwendet. Der Cantilever hatte
eine Lange von 125 pum, eine Breite von 25 um sowie eine Dicke von 2,1 um. Die

Kraftkonstante betrug 5 N/m und die Resonanzfrequenz lag bei ca. 140 kHz. Aufgrund
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der Messtechnik kdnnen Oberflachenstrukturen mit Héhen und Tiefen auf der Probe
dargestellt werden, resultierend als verschieden starke rdaumliche Auslenkungen der
Nadel in x, y und z Richtung. Aullerdem wird durch die verdanderliche Héhe der Probe
und die Materialeigenschaften, wie z. B. Weichheit, die Bewegung des Cantilevers
gedampft, was die Amplitude bzw. das Amplitudensignal empfindlich beeinflusst. Diese
Auslenkungen werden durch einen Laserstrahl detektiert, der von der Riickseite des
Cantilevers auf einen Photodetektor reflektiert wird. Gemessen wurde vorzugsweise im
yintermittent-contact“-Modus, wobei die Nadel des Cantilevers die Probe nur
zwischenzeitlich berihrt, jedoch keinen dauerhaften Kontakt ausiibt [75]. Der Vorteil ist,
dass sowohl Nadel als auch Probenoberflaiche geschont werden. Die Liposomen,
Polyplexe sowie Lipopolyplexe wurden vor der Messung 1:100 in Milli-Q-Wasser
verdiinnt und auf einen 1 x 1 cm grol3en Silikonwafer pipettiert. Nach zwanzigminutiger
Inkubation wurde die Suspension abgesaugt und die zurlickbleibenden Partikel
analysiert. Die Bildausschnitte hatten eine GroRe von 3 x 3 um. Die Scangeschwindigkeit
betrug 0,5 - 1,5 Hz. Die GroRenbestimmungen der Partikel wurden mit Hilfe des
Hohenbildes durchgefiihrt. Hierzu zahlte man in einem Bildausschnitt mindestens 50
Partikel. Die Zahlung wird auf drei weiteren Bildausschnitten wiederholt und man

bildete einen Mittelwert mit dazugehoriger Standardabweichung zur Dokumentation.
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Photodetektor

Tip
Probe

Abbildung 3.4  Schematische Darstellung  der Funktionsweise eines
Rasterkraftmikroskops.

Eine Messspitze (engl. tip), die sich an der Spitze des Cantilevers befindet, wird als
Messsonde (engl. probe) in geringem Abstand liber die Probenoberflache gefiihrt. Ein
piezoelektrischer Scanner bewegt hierflir entweder die Spitze iber die Probe oder die
Probe unter der feststehenden Spitze. Die Verbiegungen des Cantilevers, hervorgerufen
durch Krafte zwischen Probe und Spitze, werden hochaufgeldst gemessen, meist indem
ein Laserstrahl auf die Spitze gerichtet und der reflektierte Strahl mit einem
Photodetektor aufgefangen wird.

3.6 Kultivierung von SKOV-3 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl bei Transfektionsexperimenten als auch bei
Untersuchungen zur Toxizitdt (MTT, LDH) die Zelllinie SKOV-3 (ATCC HTB-77, Manassas,
USA), abgeleitet von einen ovariellen Adenokarzinoms, eingesetzt [114, 115, 125, 136].
Bei der Kultivierung der Zellen wurden zunachst 10 ml vorgewarmtes IMDM (Capricorn
Scientific, Lot Nr. CP16-1182) Medium in ein 15 ml Reaktionsgefdll pipettiert. Im
Anschluss erfolgte die Ubertragung auf die gefrorenen SKOV-3 Zellen und als nichster
Schritt die Riickiberfihrung der angetauten Zellen in mehreren Schritten, bis hin zum
vollstandigen Auftauen, in das 15ml ReaktionsgefaR. Eine Zentrifugation fiir 5 min bei
1000 U/min (300 g) schloss sich an. Der sich ergebende Uberstand wurde vorsichtig
unter Raumtemperatur abgesaugt und das verbleibende Pellet in 10 ml IMDM-Medium
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resuspendiert. Es erfolgte die Pipettierung von jeweils einem Drittel und der restlichen
zwei-Drittel der Zellen auf jeweils eine Petrischale. AnschlieRend gingen die Schalen in
den Brutschrank und die Zelllinien wurden bei 8,5% CO,, 37°C und 95% relative
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Eine Inkubationszeit von 48h bis eine Konfluenz von 80%
erreicht war, schloss sich an. Anschlieend erfolgten die Ablésung und Aussaat der

Zellen auf 96 Well Mikrotiterplatten.

Nachdem im Anschluss das Medium aus den Petrischalen vorsichtig abgesaugt wurde,
wird das verbliebene Zellpellet mit 5ml EBSS-Puffer gewaschen. Nach dieser Zugabe
erfolgte eine weitere Inkubation im Brutschrank fiir 10 Minuten bei 37°C. Im Anschluss
wurde 1ml Accutase Cell Detachment Losung hinzugegeben, nachdem zuvor der EBSS-
Puffer abgesaugt wurde. Eine erneute Inkubation bis zur vollstandigen Ablésung der
Zellen erfolgte fiir einige Minuten im Brutschrank bei 37°C. Jene vollstandige Ablosung
konnte unter dem Mikroskop bestatigt und erfasst werden und so im Anschluss die
Zellen im 9ml IMDM-Medium resuspendiert werden. Zunachst erfolgte nun die
griindliche Homogenisierung der Zellen und die Suspension wurde in ein 15ml
Reaktionsgefal® Gberflhrt. Im Anschluss erfolgte die Pipettierung eines Tropfens der
Suspension in eine Neubauer Zahlkammer und unter dem Mikroskop die Bestimmung
der Zellzahl. Die verbliebene Zellsuspension kam fur 5 min bei 1000/min zur
Abzentrifugation. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 10ml

Medium zur Resuspension Uberfiihrt.
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Abbildung 3.5 Farbreaktion des MTT-Salzes zu dem schwer |6slichen Formazan ((E, Z) -
5(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -1,3-diphenylformazan). Der Nachweis der Zellvitalitat
mittels MTT-Testes beruht auf der Reduktion des gelben, wasserloslichen Farbstoffs 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium-bromid (MTT) in ein blau-violettes,
wasserunldsliches Formazan. Die Reduktion ist abhdngig von den mitochondrialen
Reduktionsdquivalenten NADH und NADPH [62]. Mit freundlicher Genehmigung von
Herrn Dr. Sascha Hubing.

Fir die folgend beschriebenen Zytotoxizitats- und Zellviabilitatstestungen erfolgte die
Aussaat der Zelllinie mit 1x10* Zellen pro Well in einer 96 Well Mikrotiterplatte. Im

Anschluss wurden alle Platten zur Kultivierung in den Brutschrank gegeben, bei 8,5%

CO2, 37°C und 95% relativer Luftfeuchtigkeit fiir 24h.

3.7 MTT - Zellviabilitatstest

Der MTT-Test ist einer der am haufigsten verwendeten Testsysteme zur Ermittlung des
Wachstums und der Lebensfahigkeit von Zellen. Die Bestimmung der Aktivitat der
mitochondrialen Succinat-Dehydrogenase dient als Grundlage [114, 115, 125, 136].

Mit Hilfe des Nachweises der Reduktion des gelben Farbstoffes 3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromid dient der MTT-Test dem in-vitro Nachweis von
metabolisch aktiven, lebenden Zellen (siehe Abbildung 3.5). Indirekt wird hierbei die
intrazelluldare Aktivitdat der Mitochondrien ermittelt, was mit dem blau-violetten
Formazan gelingt. Zunachst erfolgt die Resuspendierung der Formazan Kristalle mit
Dimethylsulfoxid und im Anschluss deren photometrische Bestimmung der Testansatze.
Je mehr biologisch und metabolisch aktive Zellen im Testsubstrat vorhanden sind, desto

intensiver die Farbung. Gleichung 5:

Extinktionpyope — Extinktionnegaﬁv Kontrolle

b Ineg X100
Extinktionyositiv Kontrolle — Extinktionpegativ Kontrolle

Viabilitit(%) =

Die Aussaat der Zellen erfolgte auf 96-Well-Platten (1x10* SKOV-3 Zellen / 0,32cm? pro
Well) 24 h vor dem Experiment. Zunachst wurden 25ul der Probenlésung (entspricht fiir
jede Formulierung 0,2 pg pDNA) zusammen mit 75 pl IMDM-Medium in die Kammern
der 96 Well Mikrotiterplatten gegeben. Mit dem Ziel der Uberpriifung der Viabilitit,
wurde nach 4 Stunden weiteres 100 pl IMDM-Medium hinzugefiigt und der Uberstand

nach 48h im Brustschrank, bei 8,5% CO,, 37°C und 95% relativer Luftfeuchtigkeit
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abgesaugt. Es erfolgte eine weitere Inkubation fir 4h im Brutschrank, nachdem 200 pl
der 1:10 verdiinnte MTT-Reaktionslésung hinzugefiigt wurden. Der Uberstand wurde
vorsichtig angesaugt und 200 ul DMS hinzugegeben. Im Anschluss erfolgte bei 510 nm
die photometrische Bestimmung am Plattenreader (FLUOstar). Sowohl die Testansatze
als auch die negative und positive Kontrolle, wurden mit jeweils dreifacher
Wiederholung getestet. Als Negativkontrolle verwendeten wir mit 50 pul DMSO
behandelte Zellen und als positive Kontrolle das IMDM-Medium. So lasst sich eine

Viabilitat der Zellen nach Formel 5 berechnen.

|
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Sy / Lactat NAD" Formazan
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Abbildung 3.6 Reaktionsabfolge eines LDH Assays. Bei Beschadigung der
Plasmamembran wird LDH in das Zellkulturmedium freigesetzt. Die freigesetzte LDH
kann durch eine gekoppelte enzymatische Reaktion quantifiziert werden. Zunachst
katalysiert LDH durch die Reduktion von NAD* zu NADH die Umwandlung von Laktat in
Pyruvat. Anschlieend wird NADH mit INT durch Diaphorase zu einem roten Formazan-
Produkt reduziert. Deshalb ist die Menge des gebildeten Formazans direkt proportional
zur Menge der freigesetzten LDH im Medium nach [35]. Mit freundlicher Genehmigung
von Herrn Dr. Konrad Engelhardt.

3.8 LDH — Zell Zytotoxizitatstest

Mit Hilfe des in-vitro verwendeten Lactatdehydrogenase (LDH)-Tests ist es moglich, den
Einfluss von toxikologischen Stoffen auf Zellen zu eruieren. LDH ist ein Enzym, welches
sich im Zytoplasma der Zellen befindet. Kommt es zu einer Zerstérung der Zellmembran,
so tritt es rasch in das Zellkulturmedium aus. Dessen quantifizierter Nachweis dient als
Ruckschluss tiber den Zustand der Zelle bzw. Membranschaden. Wir verwendeten einen
Nachweis-Kit (Cytotoxicity Detection Kit, Roche Applied Science, Cat. Nr. 11644793001),
welcher auf zwei aufeinander folgenden Redoxreaktionen beruht. Im ersten Schritt wird
Lactat zu Pyruvat konvergiert (Abbildung 3.6), hierbei wird das Co-Enzym NAD* durch
die Ubertragung von Wasserstoff zu NADH/H* reduziert. Im folgenden Schritt (ibertragt

der Katalysator Diaphorase den Wasserstoff des NADH/H* auf INT, ein dezent gelblich

37



Material und Methoden

gefarbtes Tetrazolium-Salz (2-[4-Idophenyl] -3-[4-nitrophenyl] -5-
phenyltetrazoliumchlorid). Hierbei erfolgt eine Reduktion des INT zu einem mehr rétlich
gefarbten Formazan-Salz. Die Aktivitat der LDH im Zellkulturmedium ist abhangig vom
Ausmall der zerstorten Zellen. Folglich resultiert ein direkter Nachweis und
Zusammenhang von der Formazan Bildung und der Rotfarbung des Testansatzes. Zur
konkreten Ermittlung der Zytotoxizitat wurden 25ul der Probenldsung (entspricht fiir
jede Formulierung 0,2 pg pDNA) in die Kammern der 96 Well Mikrotiterplatten (1x10*
SKOV-3 Zellen / 0,32cm? pro Well) gegeben, zusammen mit 75 pl des IMDM-Mediums.
Es folgte eine Ruhephase von 4 Stunden. Im Anschluss erfolgte die weitere Hinzugabe
von 100 ul IMDM-Medium. Im Brutschrank wurde der Ansatz bei 8,5% CO3, 37°C und
95% relativer Luftfeuchtigkeit fiir 48h inkubiert und nach Ablauf der Zeit der Uberstand
vorsichtig auf neue 96 Well Mikrotiterplatten pipettiert. Im Anschluss wurde 100 pl
frische Reaktionslosung aus dem Detektionskit hinzugefligt und die Platten bei
Raumtemperatur flr 30 Minuten in einer Dunkelkammer inkubiert. Danach erfolgte die
photometrische Messung bei 490 nm. Sowohl die Testansatze als auch alle positiven und

negativen Kontrollen wurden jeweils dreifach gemessen [114, 115, 125, 136].

Hintergrundkontrolle: IMDM-Medium (200ul)
Positiv Kontrolle (Low): spontane LDH-Abgabe von unbehandelten Zellen, (100ul/Well)
Positiv Kontrolle (High): maximale LDH-Abgabe (50ul DMSO + 50ul IMDM-Medium).

Die Zytotoxizitat kann anhand folgender Formel ermittelt werden: Gleichung 6

Extinktionp,ope — EXti”ktionHinterqrund — Extinktion; ow Kontrolle
: X

robe 4~ 100
Extinktionyicy Kontrolle — Extinktionpow gontrolle

Zytotoxizitat(%) =

3.9 Bestimmung der Transfektionseffizienz

Als Vorbereitung erfolgte 24 Stunden vor dem Experiment eine Ausplattierung der
SKOV-3 Zellen auf eine 96-Well-Zellkulturplatte. Hierfir erfolgte die Losung der Zellen
am Vortag aus einer Petrischale, sowie Uberfiihrung eines geringen Volumens in eine
Neubauer-Zahlkammer mit anschlieBender quantitativer Evaluation unter einem

Lichtmikroskop (freundlicherweise erfolgt durch MTA Fr. E. Mohr). Die Zellzahl pro Well
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betrug 1 x 10*, sodass zum Zeitpunkt der Transfektion eine optische Zellkonfluenz von
70 - 80 % vorlag. Die nachtliche Haltung der Zellen in Kultur erfolgte bei 37 °Cund 5 %
CO..

Lipopolyplexe und Polyplexe wurden fiir die Transfektionsexperimente frisch
hergestellt. Die Herstellungszeit betrdagt 60 min. was in der praktischen Planung der
Experimente beachtet werden musste. Generell wurden pro Ansatz 25 ul (entspricht fur
jede Formulierung 0,2 ug pDNA) entnommen, jeweils in 3 Wells pipettiert und bis 100
pl mit Serum-haltigem Medium verdiinnt. Nach 4h Inkubationszeit ersetzte man das
Medium mit frischem serum-haltigem Medium (200 ul) und lie die Zellen 48h wachsen.
Zur Bestimmung der Luciferaseaktivitdit wurden die Zellen mit 200 pl PBS-Puffer
gewaschen und nachfolgend mit 50 pl Lysepuffer fiir 30 min im Laborschuttler lysiert.
20 pl des Lysats Ubertrug man in eine weilRe 96-Well-Platte, setzte sie in das
Mikroplatten-Lesegerat, welches durch einen automatischen Pipettiervorgang 50 ul
Luciferinsubstrat (470 uM D-Luciferin, 270 uM Koenzym A, 33,3 mM DTT, 530 uM ATP,
1,07 mM H,CO;, 4 Mg?* x 5 H,0, 2,67 mM MgSO,, 20 mM Tricin, 0,1 mM EDTA)
hinzufiigte [114, 115, 125, 136].

3.10 Bestimmung des Proteingehaltes (Pierce BCA Protein Assay)

Der Proteingehalt der Zellen im Anschluss an die Transfektion wurde als Bezugsgrofie
zur Luciferaseaktivitat verwendet [114, 125, 136, 115]. Hierzu wurden 20ul des
Zelllysates in eine transparente 96-Well-Platte pipettiert. Erganzend erfolgte der Zusatz
von 200ul einer Mischung aus Reagenz A und Reagenz B (1:20) und dreiBigminitige
Inkubation im Laborschittler bei 37°C. Das Prinzip des Assays zur Detektion der
Proteinkonzentration beruht auf der Reduktion von Cu?* zu Cu?* -lonen in alkalischem
Milieu, in der Anwesenheit von Proteinen. Je zwei Molekile des Nachweisreagenz - der
2,2-Bichinolyl-4,4-dicarbonsaure - kdnnen mit einem Cul*- lon einen wasserldslichen
Komplex bilden, welcher sich durch eine starke Absorption bei 562 nm auszeichnet

(Abbildung 3.7) [144].

Photometrisch erfolgte die Evaluation der Violettfarbung der Probe nach erfolgreicher
Reaktion bei 562 nm. Uber einen weiten Bereich besteht ein annihernd linearer

Zusammenhang zwischen dem Grad der Farbung und der vorhandenen
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Proteinkonzentration, welche aus dem Extinktionswert der Probe ermittelt werden
konnte. Weiterhin erfolgte die exakte Bestimmung der Proteinkonzentration durch
Erstellung einer Standardkurve mit Rinderserumalbumin. Die lineare Beziehung
zwischen Konzentration des Standards und Absorption ermdéglichte die Ermittlung des

unbekannten Proteingehaltes innerhalb der Wells.

Abbildung 3.7 Darstellung der Farbreaktion des BCA Assays. Je zwei Molekile des
Nachweis Reagenzes, der 2,2-Bichinolyl-4,4-dicarbonsdure, kénnen mit einem Cu'*- lon
einen wasserloslichen Komplex bilden, der sich durch eine starke Absorption bei 562 nm
auszeichnet [35]. Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Dr. Konrad Engelhardt.

3.11 Bestimmung der Hamolyse

Aufgrund der Unfahigkeit der koérpereigenen Erythrozyten zur aktiven Proteinsynthese,
bei fehlendem Zellkern, ergibt sich eine eingeschrankte Lebensdauer dieser Zellen von
rund 115-120 Tagen. Der Funktionszustand verringert sich im Verlauf dieses Zeitraumes
kontinuierlich, was bei fehlender eigener dynamischer Formanpassung in den kleinsten
GefdRen zu einer Selektion und anschlieBendem extravaskuldren Abbau in Milz, Leber
und Knochenmark fihrt. So treten der Blutfarbstoff Himoglobin, Kalium und weitere
intrazellulare Stoffe im Rahmen dieses Hamolyseprozesses aus. Diese Erscheinungen
kann man in Messungen erfassen oder klinisch am Patienten anhand eines lkterus oder

einer Himoglobinurie und verfarbtem Stuhl wahrnehmen.

In dieser Arbeit wurde zur Hamolysebestimmung ein von Evans et al. 2013 [39]
beschriebener Test verwendet. Es handelt sich um eine geeignete und schnelle Methode
zur Evaluation der Zellkompatibilitdt von Erythrozyten mit Lipopolyplexen bzw.

Polyplexen. Grundsatzlich werden die Komponenten in einem gemeinsamen
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Reaktionsansatz fur eine definierte Zeit und unter festgelegter Temperatur gemeinsam
inkubiert. Im Anschluss erfolgt eine photometrische Detektion bei 405nm, wobei eine
Aussage Uber die prozentual zerstorten Erythrozyten ermoglicht wird. Eine 100%ige
Hamolysereferenz dient als Positivkontrolle.

Fir die Hamolyseuntersuchungen war die vorab Prdparation von Erythrozyten
notwendig. Im ersten Schritt wurde hierflr eine frische Probe vendses Blut durch
sauberes Einstechen in die Vena basilica im ulnarseitigen Unterarmbereich gewonnen.
Das Vollblut (9 Teile) wird anschlieRend mit 3,13% Natriumcitratpuffer (1 Teil, PZN:
0762158 EIFELFANGO, Neuenahr, Deutschland) vermischt und die Probe bei 1500 x g flr
10 min zentrifugiert (Megafuge 1.0R Zentrifuge, Heraeus Thermo Scentific). Die
Lagerung und Stabilitat des aufbereiteten Plasmas betragt: 4h bei 18 - 26°C, 8h bei 2 -
8°C, 14 Tage bei -20°C, 6 Monate bei -70°C.

Fiir die Messungen wurden die abzentrifugierten Blutzellen aus der Citratplasma
Vorbereitung 3-mal in 0,9% NacCl Spillésung resuspendiert und wiederholt bei 300 x g
flir 10 min zentrifugiert. Nach dem Waschschritt, verdiinnt man die Erythrozyten im

Mischungsverhaltnis 1:50 mit 10mM HEPES Puffer [29].

Im verwendeten Ansatz wurden 50ul der Polyplexe bzw. Lipopolyplexe (entspricht fiir
jede Formulierung 0,4 ug pDNA) mit N/P-Verhaltnissen von 1 bis 35 zusammen mit 50pl
unserer aufbereiteten Erythrozyten auf eine 96 Well Mikrotiterplatte gegeben und im
Inkubator bei 37°C flir eine Stunde inkubiert [115]. Im Anschluss erfolgte fir zehn
Minuten die Zentrifugation bei 300 x g. Der sich daraus ergebende Uberstand wurde mit
grofler Vorsicht auf eine neue 96 Well Mikrotiterplatte Uberfihrt und der
photometrischen Messung bei 540 nm zugefiihrt. Als Negativkontrolle wurde die
Erythrozytendispersion selbst verwendet und als Positivkontrolle diente DMSO. Mit

Hilfe der Formel wird die Hamolyse berechnet: Gleichung 7

Extinktion p,,pe —Extinktion punawert

x100

Hamolyse (%) =

Extinktion —Extinktion Blindwert

positiv Kontrolle
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3.12 Activated Partial Thromboplastin Time (aPTT)

Mit Hilfe der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit lassen sich Aussagen Uber den
Funktionszustand des endogenen Systems sowie der gemeinsamen Endstrecke der
Hamostase aus dem endogenen und exogenen System, wie auch den Einfluss eines
Wirkstofftragersystems auf dieses System, ableiten. Die Gerinnungsfaktoren VIII, IX, XI
und Xll werden als isolierte Einheit betrachtet, nachdem eine Zugabe von verschiedenen
Oberflachenaktivatoren, Phospholipiden und Kalzium erfolgte. Normwertige Ergebnisse
liegen zwischen 25s — 38s. Eine abweichende Messung kann ein Hinweis auf genetische
Erkrankungen des Hamostasesystems sein, wie beispielsweise einer Himophilie A oder
B. Defizite der genannten Gerinnungsfaktoren und des Fletcher Faktors kdnnen
pathologische = Werte ebenso, wie die  Anwesenheit von Heparin,
Leberfunktionseinschrankungen, Mangel an Vitamin K oder aber eine unerwiinschte
Arzneimittelnebenwirkung erklaren. Im klinischen Alltag dient die Bestimmung des
Wertes einer Evaluation der Heparin- und Cumaringabe, beispielsweise bei zuvor
antikoagulierten Patienten, welche im Rahmen einer operativen Versorgung
vorriibergehend mit Heparin therapeutisch gefiihrt werden.

Zur Untersuchung des menschlichen Plasmas in vitro unter Laborbedingungen dient das
Einkanal Photometer Coatron M1 (Laser LED Optik von 470 nm, TECO). Grundsatzlich
kann dieses Gerdat mehrere Gerinnungsparameter bestimmen, welche alle in der
Endstrecke des Fibrinkomplexes enden. Das aPTT-S Reaktionskit (TEClot aPTT-S, A0O300-
025), welches in dieser Arbeit verwendet wurde, nutzt Silikat als Aktivator und zur
Stabilisierung Phospholipide [115, 29].

Zur Vorbereitung der Untersuchungen wurde die CaCl, Lésung (0,025M) zunéachst fir ca.
10 min im Coatron M1 Photometer vorgewarmt. AnschlieBend wurden 25ul
vorbereitete Plasma Probe in eine Testkiivette pipettiert und fir 1 - 2 min bei 37°C
vorgewarmt. Danach wurden 25ul aPTT-Reagenz zur Probe hinzugefiigt und fir 3 min
bei 37°C inkubiert. Parallel zur Zugabe von 25ul CaCl, Lésung (0,025M) wurde die
Messung gestartet.

Zur Aufnahme einer Plasmakurve wurde aufbereitetes Plasma in definierter Menge von
0 bis 25ul eingesetzt. Das fehlende Volumen (Gesamtvolumen 25ul) wurde mit 0,9%

isotoner NaCl Losung ergdnzt. Die Messung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
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Zur Untersuchung der Proben wurden 25upl Plasma und die 25 pl der
Nanopartikeldispersion (entspricht fiir jede Formulierung 0,2 pg pDNA) in die
Testkiivette pipettiert und fir 1 - 2 min bei 37°C vorgewarmt. Das fehlende Volumen
wurde mit PBS-Puffer erganzt. Danach sind 50 ul aPTT-Reagens zur Probe hinzugefiigt
worden. Der Ansatz wurde anschlieRend fir genau 3 min bei 37°C inkubiert. Parallel zur

Zugabe von 50 ul CaCl; (0,025 M) konnte die photometrische Messung erfolgen.

Abbildung 3.8: Coatron M1 Einkanal Photometer, TECO

3.13 Statistische Auswertung
Samtliche Experimente wurden, sofern nicht anders angegeben, mindestens in
Triplikaten durchgefiihrt und deren Ergebnisse als Mittelwerte + Standardabweichung

dargestellt.

Zur Bestimmung statistischer Signifikanz wurden Zweistichproben-t-Tests
durchgeflhrt, wobei Wahrscheinlichkeitswerte (p-Werte) von p < 0,05 als signifikant
betrachtet wurden. Weiterhin wurden statistische Signifikanzunterschiede mit *

flir p < 0,05 bzw. ** fir p < 0,01 und *** fiir p < 0,001 dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Polyplexe, Liposomen und Lipopolyplexe

4.1.1 Polyplexe

Unter den verschiedenen Arten von nichtviralen Tragern wurden kationische Polymere
auf Aminbasis aufgrund ihrer zahlreichen intrinsischen Vorteile gegeniber viralen
Vektoren, wie einfache Synthese, geringe Immunogenitdt und hohe
Nukleinsaureverpackungskapazitat, intensiv far die Entwicklung von
Gentransfektionssytemen untersucht [10, 26]. Polyethylenimin ist eines der am besten
untersuchten und charakterisierten kationischen Polymere [81, 18]. Angesichts des
Ausmales der Verzweigung kann PEl in zwei grundlegende Erscheinungsformen
unterteilt werden: lineares PEI (IPEI) und verzweigtes PEI (bPEIl) (siehe Abb 1.5). IPEI
enthalt sekunddare Amine, [96] dagegen enthalt bPEI primare, sekundare und tertiare
Aminogruppen. Das AusmaR der Verzweigung von PEI hat einen signifikanten Einfluss
auf die Transfektionseffizienz und Toxizitdt. Im Allgemeinen ist bPEl in der Lage,
Nuklearsdauren starker zu komprimieren als IPEI mit dhnlichem Molekulargewicht,
wahrend IPEI sich durch eine geringe Zytotoxizitat in vivo auszeichnet [15]. AulRerdem
beeinflusst die Lange freier PEI-Ketten auch die Transfektionseffizienz und Toxizitat der
Vektoren. Einige Autoren konnten zeigen, dass PEI-Polyplexe mit freien Fragmenten
(bPEI) viel effizienter bei der Gentransfektion sind und mehr Zytotoxizitat aufwiesen als
solche ohne freie Ketten. Interessanterweise fanden sie auch heraus, dass die
Transfektionseffizienz von bPEI-Polyplexen bei einem niedrigen N/P-Verhéltnis hoher
war als die von IPEI-Polyplexen [81, 101, 115, 146]. Darliber hinaus assoziiert sich die
Gentransfektionseffizienz von PEl positiv mit dem Molekulargewicht, wobei die
Zytotoxizitat eine negative Korrelation aufweist. Hochmolekulares PEI (HMW-PEI) weist
eine hohe Transfektionseffizienz auf. Insbesondere PEI mit einem hohen
Molekulargewicht von 25 kDa wurde lange als ,Goldstandard” der Gentransfektion
angesehen, wahrend die starke kationische Dichte aufgrund der inharenten
Nichtabbaubarkeit eine schwere Toxizitat induziert [81, 115, 137]. Im Vergleich dazu
weist niedermolekulares PEl (LMW-PEI) eine geringe Toxizitdt auf, erzeugt aber
gleichzeitig eine geringe Gentransfektionsaktivitat [45, 48, 60, 86, 98, 146, 108]. Mittlere

Molekuargewichte wie beim PEI F25 werden oft als der praktikable Mittelweg mit guter
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Transfektionseffizienz und tolerabler Toxizitdat beschrieben [40, 41, 51, 60, 114, 125,

146].

Eine Reihe von Studien hat gezeigt, dass die PEl-vermittelten zytotoxischen Reaktionen
stark mit Stérungen in Zellmembranen und bioenergetischen Prozessen verkniipft sind.
Prinzipiell steht die Toxizitat polymerer Kationen, wie dem PEl oder auch dem
pDMAEMA, zur Bildung von Gentransfektionssystemen in Verbindung mit deren
Polymerkonzentration, Molekulargewicht, elektrischer Ladung und Struktur [45, 47, 48,
54, 55, 56, 64, 86, 98, 108, 146]. Die polydisperse Natur solcher Polykationen erschwert
detaillierte  Struktur-Aktivitats-Beziehungsstudien  hinsichtlich  der  Toxizitat,

Transfektionseffizienz und der Form bzw. der Gestalt der Komplexe.

Die inhdrente Zytotoxizitat und meist schlechte Blutkompatibilitat der PEl-basierten, wie
auch der pDMAEMA Genvehikel steht einer breiten klinischen Anwendung derzeit im
Wege. Aus diesem Grund wurden breite Untersuchungen unternommen, um solche
Einschrankungen zu Gberwinden. Zur Verbesserung der Blutkompatibilitdt, wie auch der
Zirkulationszeit, wird oft die ,Stealth-Technologie” genutzt, um die UbermaRigen
positiven Oberflachenladungen der Polymere abzuschirmen. Das Pfropfen von
abbaubaren natirlichen oder synthetischen Materialien in die PEls oder das Einflihren
von hydrophoben Segmenten in die PEI-Ketten ist ebenfalls wirksam zur Verbesserung
der Biokompatibilitat [109]. Die Einfihrung der PEG- Ketten als Schutzmittel reduzierte
die Toxizitat deutlich, allerdings hatte dies auch eine Verringerung der
Transfektionseffizienz zur Folge. Dieses ungeloste ,PEG-Dilemma“ machte weitere
Modifikationen erforderlich, wobei hydrophiles Poly-2-Methyloxazol, negativ geladene
Polysaccharide einschlieBlich Alginsdure, Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat, Poly-y-
Glutaminsaure und Lipide zum Schutz der Oberflache verwendet werden, um die Ladung

von kationischen Polymeren abzuschirmen [10].

Fir die Effektivitat der Transfektion sind neben den intrinsischen biologischen Faktoren

der gentherapeutischen Systeme auch deren physikalische Eigenschaften, wie die

Oberflachenladung, deren GroRe sowie Gestalt verantwortlich.
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Besonders die GroRe (Durchmesser) hat einen bedeutenden Einfluss auf den Transport
zum Zielort und ebenfalls fiir die Aufnahme in die Zielzellen. GroRe Partikel 2500 nm
konnen faktisch nur durch Phagozytose internalisiert werden, wahrend kleinere
Polyplexe (100 nm - 250 nm) meist durch Endozytose aufgenommen werden. Der

Aufnahmeweg kann dabei von Zelltyp zu Zelltyp merklich variieren [49, 114, 115, 125].

4.1.2 Liposomen und Lipopolyplexe

Liposomen haben die Eigenschaft mit Zellen zu interagieren. Sie kdnnen
Intermembrantransfer, d. h. Transfer zwischen den Phospholipid-Doppelschichten der
Zellen und Liposomen; Kontaktfreisetzung, d. h. die Freisetzung des wassrigen Inhalts
des Liposoms bei Zellkontakt aufgrund einer Erhohung der Permeabilitat der
liposomalen Membran; Adsorption; Zellfusion, bei der Liposomen und Zellmembranen
miteinander  verschmelzen; Phagozytose und Endozytose. Grofle, Form,
Oberflachenladung und Zusammensetzung der Liposomen sind die bestimmenden
Faktoren fiir zelluldre Interaktionen und Aufnahme. Aufgrund der Ahnlichkeit der
Zusammensetzung mit biologischen Membranen und der einfachen Optimierung sind
Liposome eine beliebte Wahl fiir die Verabreichung von Arzneimitteln und genetischen
Material. Mit Liposomen kdnnen Biokompatibilitdt, Bioverfligbarkeit, Zirkulationszeit
und Loéslichkeit der Ladung verbessert werden. Abhangig von ihrer Anwendung kdnnen
entweder kationische, anionische oder zwitterionische Lipide in der liposomalen

Formulierung eingesetzt werden [42, 28, 57, 126, 147].

Aufgrund ihrer elektrostatischen Wechselwirkungen mit Nukleinsauren sind kationische
Liposomen die erste Wahl fiir den Gentransport [9, 11, 53, 103, 145, 158], was sich auch
bei den Vaccinen der Firmen BioNTech oder Moderna widerspiegelt. Ohne
entsprechende Abschirmung der Oberflachenladung neigen kationische Liposome
jedoch dazu, zytotoxisch zu sein und eine geringe Lagerstabilitat aufzuweisen [128].
Andererseits zeigen anionische liposomale Formulierungen eine geringe Toxizitat,
gerade wenn sie mit zwitterionischen Phospholipiden (z. B.
Dipalmitoylphosphatidylcholin; DPPC) und Helferlipiden (z. B. DOPE und Cholesterin)
formuliert werden [35, 103, 114, 115, 125, 136].
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In der hier vorgestellten Studie haben wir die biokompatiblen Eigenschaften von
Liposomen mit den optimalen (Nukleinsdure-) Kondensations- und Schutzeigenschaften
kationischer Polymere kombiniert, um ein Hybrid-Gentransfektionssystem zu
entwickeln. Die Kombination von kationischen Polymeren und Liposomen, die
Lipopolyplexe, haben in vitro vielversprechende Transfektions- und Knockdown-
Effizienzen gezeigt [35, 40, 41, 51, 60, 74, 114, 125, 146]. Da die Zellmembran ebenfalls
aus Phospholipiden besteht, verbessert die Verkapselung kationischer Nanopartikel in
Liposomen auf Phospholipidbasis die Biokompatibilitat [40, 41, 51, 60, 115, 125, 146].
Zur Herstellung der in der Studie verwendeten Polyplexe bzw. Lipopolyplexe wurden
unterschiedliche PEI's (IPEI, bPEI, PEI F25) und das neuerdings viel beachtete pPDMAEMA
[22, 23, 24, 136, 140, 124] verwendet.

Es sollte systematisch versucht werden die Strukturbeziehungen der kationischen
Polymere und die physikalischen Eigenschaften der entstandenen Komplexe (Polyplexe
bzw. die korrespondierenden Lipopolyplexe) und die resultierende Toxizitat,

Blutkompatibilitat und die Transfektionseffizienz abzuleiten.

4.2 Physikalische Charakterisierung

4.2.1 Ergebnisse physikalische Charakterisierung der Polyplexe

Die wichtigsten Kriterien fiir ein effizientes Design von nanoskaligen Genvehikeln sind
die Groe, die Oberflichenladung und die Gestalt. Als optimal werden
Teilchendurchmesser < 250-300 nm, ein leicht positives bis neutrales Zeta-Potential
sowie eine sphdrische regulare Form mit einheitlichem Polydispersitatsindex
angesehen. Die GroRe, der in wassrigen Losungen suspendierten Komplexe, wird
routinemalig durch dynamische Lichtstreuung (DLS) bestimmt und als
hydrodynamischer Durchmesser bezeichnet, da sich die Komplexe in einem
hydratisierten Zustand befinden. Angegeben wird hier immer der mittlere Durchmesser
z-AvE. Um die physiologischen Bedingungen mit denen der Messungen zu korrelieren
und eine ionenreiche Umgebung fir die Laser-Doppler-Geschwindigkeitsmessung zu
ermoglichen, wurden alle Messungen bei physiologischem pH-Wert unter Verwendung
von 20 mM HEPES mit 150 mM NaCl (pH 7,4) als Verdiinnungspuffer durchgefihrt.
AuBerdem ermoglicht die Geratetechnik eine Ermittlung des Zeta-Potentials. Die AFM-

47



Ergebnisse

Technik [127, 36] ermdglicht die Visualisierung der Genvehikel und gleichzeitig wird die

Moglichkeit eroffnet die Daten aus den PCS-Messungen zu bestatigen.

In den Abbildungen 4.1-4.4 sind Beispiele fiir Einzelmessungen mit PCS und AFM fiir die
jeweiligen Polyplexe aus unterschiedlichen PEI's (IPEI, bPEI, PEl F25) und dem
pDMAEMA zu sehen. Alle Daten der TeilchengréRenbestimmung mit PCS/AFM, der
Polydispersitatsindex und das Zeta-Potential der entstandenen Komplexe in
Abhéangigkeit vom N/P-Verhéltnis von 1-35 sind in den Tabellen 4.1 bis 4.4

zusammengefasst.

Beim IPEI (Abb. 4.1 und Tab. 4.1) wird bei einem N/P-Verhaltnis von 2,5 ein Durchmesser
von 380 nm (PDI 0,46, Zeta-Potential -2,9 mV) erhalten, welcher bei einem N/P-
Verhaltnis 15 auf 200 nm (PDI 0,19, +8 mV) abnimmt. Sowohl TeilchengrolRRe, Verteilung
und Zeta-Potential erreichen hier optimale Werte. Bei hdheren N/P-Verhaltnissen steigt
die TeilchengrolRe wieder an, bei einer leicht inhomogeneren Verteilung (gréRBerer PDI),

wobei das Zeta-Potential auf +30 mV ansteigt.

bPEI Komplexe (Abb. 4.2 und Tab. 4.2) zeigen einen vergleichbaren Verlauf als beim IPEI
beobachtet. Bei niedrigen N/P-Verhiltnissen formen sich sehr inhomogene groRe
Komplexe (500 nm, Zeta-Potential um Null, PDI >0,6), ab einem N/P-Verhaltnis von 10
haben die Partikel eine einheitliche monodisperse GrofRenverteilung (PDI 0,2) bei
reproduzierbaren Durchmessern von ca. 115 nm und einem Zeta-Potential von Uber +
30 mV. Mit zunehmenden N/P-Verhiltnissen dndert sich hier kaum etwas an der
Struktur und GroRe der Komplexe, nur das Zeta-Potential steigt weiter bis auf maximal

+43 mV an.

Komplexe aus PEI F25 (Abb. 4.3 und Tab. 4.3) zeigten ab einem N/P-Verhaltnis 15 eine
deutliche Abnahme der TeilchengroéBe auf 200 nm, bei weiterer Erhohung setzte sich die
Kondensation der Komplexe bis auf 90 nm (N/P 30) fort. Ab N/P-10 zeigte sich eine
homogene monodisperse GroRRenverteilung mit zufriedenstellendem PDI von 0,28. Das
Zeta-Potential erreichte maximal +35 mV. Die Komplexe ab N/P 10 zeigen bei der

Visualisierung eine runde sphérische Gestalt und waren stabil.
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Auch bei den Komplexen mit pDMAEMA (Abb. 4.4 und Tab. 4.4) ist eine deutliche
Abhangigkeit der GroRe und Gestalt von den N/P-Verhéltnissen zu beobachten.
Beginnend ab einem N/P-Verhaltnis von 1 verringert sich die GroRe von > 500 nm auf
ca. 200 nm (N/P 35). Generell ist der PDI hoher als 0,3, was immer auf eine polymodale
TeilchengroBenverteilung hinweist. Es werden nie so kleine Komplexe wie im Fall der
PEI-Formulierungen erreicht. Das Zeta-Potential besitzt bei einem N/P von 35 seinen
hochsten Wert von +31 mV. Die Visualisierung mittels AFM gestaltete sich schwierig, da
oft Messfehler und Interaktionen zwischen Messspitze / Probe zu beobachten waren
(Abb. 4.4 B und C). Innerhalb dieser Arbeit konnten die hiermit verbundenen
messtechnischen Probleme nicht behoben werden, was sich auf die Qualitat der

Abbildung auswirkte.

A Size Distribution by Intensity
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Abbildung 4.1 IPEI Polyplexe Darstellung der PCS-Daten und AFM-
TeilchengréBenmessungen einschlielich der Angabe des hier dargestellten
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Durchmessers der Einzelmessung, A) IPEI N/P 1 - 447,5 nm, B) IPEI N/P 10 - 114,4 nm
und C) IPEI N/P 25 - 133,8 nm

Tabelle 4.1 Zusammenfassung IPEI Polyplexe. PCS-Daten, Zeta-Potential, PDI und AFM

IPEl/linear PEI Durchmesser [nm] £ SD Zeta-Potential PDI £ SD
[mV] £SD
N/P-Verhiltnis PCS | AFM
1 544,3 +41,4 475,6 £ 75,7 +10+1,2 0,64+0,11
2,5 312,7 £ 18,2 n.b. +22,5+3,1 0,45+ 0,09
5 210,7+11,4 n.b. +28,4+3,0 0,41+0,09
10 114,14+ 12,2 132,5+12,8 +32,5+x1,4 0,21 +0,08
15 116,4 £ 13,3 129,7+£14,5 +345+25 0,21+0,10
20 128,6 +12,5 n.b. +36,2+3,1 0,23+0,10
25 132,3+11,5 n.b. +43,5+3,8 0,22 £ 0,09
30 118,3+13,6 143,2+17,9 +41,5+3,6 0,28 £ 0,09
35 125,1+9,8 137,6 £ 15,4 +40,8+2,9 0,25+0,10
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Abbildung 4.2 bPElI Polyplexe Darstellung der PCS-Daten und AFM-
TeilchengroBRenmessungen einschlieflich der Angabe des hier dargestellten
Durchmessers der Einzelmessung, A) bPEI N/P 5 - 289,7 nm, B) bPEI N/P 15 - 123,7 nm,
C) bPEIN/P 35-119,4 nm.

Tabelle 4.2 Zusammenfassung bPEI Polyplexe PCS-Daten, Zeta-Potential, PDI und AFM

bPEl/verzweigtes Durchmesser [nm] £ SD Zeta-Potential PDI £ SD
PEI [mV] £SD
N/P-Verhiltnis PCS \ AFM
1 388,4+12,0 ~ 400 -5,3+10 0,78 +0,19
2,5 465,3+31,5 n.b. +17,6£2,5 0,55+0,17
5 310,3+12,6 n.b. +23,5+1,7 0,43 £0,09
10 142,7 £ 20,6 126,5+11,3 +33,7+£2,8 0,18 £ 0,01
15 122,3+12,2 120,7+7,9 +35,6 £3,0 0,16 £ 0,01
20 127,6 £ 20,1 n.b. +34,6 £ 3,3 0,15+0,01
25 106,9+£12,5 99,6 £9,1 +34,8 £3,0 0,21 +£0,02
30 122,3+10,7 n.b. +41,3+4,2 0,18 +0,01
35 117,4 £ 15,8 n.b. +40,8 + 3,3 0,22 +0,01

Intensty (Percent)

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Intensity (Percent)

Size (d.nm)
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Abbildung 4.3 PEI
TeilchengréBenmessungen
Durchmessers der Einzelmessung, A) PEI F25 N/P 2,5 - 258,5 nm, B) PEI F25 N/P 10 -

F25 Polyplexe,
einschlieRlich der

190,4 nm und C) PEI F25 N/P 35 - 98,5 nm

Darstellung der

PCS-Daten
Angabe des

hier

und AFM-
dargestellten

Tabelle 4.3 Zusammenfassung PEI F25 Polyplexe, PCS-Daten, Zeta-Potential, PDI und

AFM
PEI F25 Durchmesser [nm] £ SD Zeta-Potential PDI £ SD
[mV] £ SD
N/P-Verhiltnis PCS AFM

1 420,5+ 28,1 n.b. -4,6+3,5 0,66 +0,11
2,5 280,7+30,4 n.b. +18,4+3,5 0,43+0,12
5 260,2 £ 17,2 225,8+13,8 +28,0+1,5 0,33+ 0,07
10 200,3 £ 20,5 n.b. +32,1+2,8 0,28 +0,03
15 120,4 £ 18,4 132,7+11,4 +31,8+ 3,0 0,22 +0,02
20 145,4 + 18,6 n.b. +33,8+2,6 0,21+ 0,02
25 125,4 £ 20,7 138,9+11,7 +32,4+2,0 0,16 £0,01
30 92,5+7,5 87,3+12,4 +32,5+2,8 0,18 £ 0,02
35 97,3%+7,2 109,6 +17,5 +34,7 £ 3,2 0,18 £ 0,01
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Abbildung 4.4 pDMAEMA Polyplexe Darstellung der PCS-Daten und AFM-
TeilchengréBenmessungen einschlielich der Angabe des hier dargestellten
Durchmessers der Einzelmessung, A) pDMAEMA N/P 1 - 498,1 nm, B) pDMAEMA N/P 15
- 258,2 nm, C) pDMAEMA N/P 35 - 215,7 nm

Tabelle 4.4 Zusammenfassung pPDMAEMA Polyplexe PCS Daten, Zeta-Potential, PDI
und AFM

pDMAEMA Durchmesser [nm] £ SD Zeta-Potential PDI +SD
[mV] £SD
N/P-Verhiltnis PCS \ AFM

1 547,7 £ 33,6 ~ 450 -9,3+1,6 0,55+0,14
2,5 325,7+17,5 n.b. -1,4+£0,5 0,46 £0,13

5 318,6 £ 21,5 n.b. +8,4+2,1 0,41+0,11
10 270,3 £ 24,7 312,0+ 16,4 +21,3+1,7 0,38+0,13
15 260,4 £ 18,1 n.b. +24,6£2,2 0,37 £0,09
20 254,01+ 22,0 n.b. +27,3+3,0 0,33+0,11
25 2444+ 17,6 220,5+ 14,5 +26,8+4,1 0,35+0,08
30 243,7 £ 15,1 n.b. +27,4+3,1 0,37+0,11
35 217,0+ 12,3 215,5+10,5 +31,4+£3,0 0,34+0,12
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4.2.2 Ergebnisse physikalische Charakterisierung der Lipopolyplexe

Es gibt eine Vielzahl von Studien, welche den Einfluss der Lipidzusammensetzung auf die
Transfektionseffizienz gerade bei Lipoplexen [40, 41, 42, 51, 57, 60, 114, 125, 126, 136,
146, 147] untersuchen. Nur wenige Untersuchungen befassen sich mit Lipidmischungen
fur Liposomen zur Herstellung von Lipopolyplexen [114, 125]. Liposomale
Formulierungen auf Basis von Phospholipiden wie DOTAP, DOPE, DPPC, MPEG und
Cholesterin scheinen dabei am vielversprechendsten. Pinnapireddy und Schéafer
evaluierten die Zusammensetzung DOPE: DPPC: Cholesterol (70: 15: 15 = mol: mol: mol)
als eine optimale Komposition, welche in dieser Arbeit ausschlieRlich zur Herstellung der
Lipopolyplexe verwendet wurde. Pinnapireddy [114, 115], Schafer [125] und Ewe [41]
untersuchten das Gewichtsverhdltnis Lipid zu Polyplex von 1:1 bis 15:1. Je nach
Lipidmischung der Liposomen wurde ein Verhaltnis von 2:1 bis 10:1 als optimal
gefunden. Hier kam immer ein Lipid: Polyplex Verhaltnis als Masseverhaltnis 5:1 zur
Anwendung. Abbildung 4.5 zeigt die Teilchengrofenmessung und die Visualisierung
mittels AFM. Um die GroRe der Liposomen zu reduzieren und eine homogene
unilamellare Population zu erhalten, wurden die liposomalen Formulierungen
extrudiert, was auch durch die scharfe TeilchengroRenverteilung mit einem PDI von 0,18
(180 nm, Zeta-Potential -23 mV) und die gleichmaRig runden Liposomen zu sehen ist.
Die physikalischen Parameter wurden auch so von Engelhardt, Duse, Pinnapireddy,
Schaéfer, Aigner, Tariq und anderen Arbeitsgruppen mit TeilchengroBen zwischen 100 bis
200 nm und Zeta-Potentialen von

-22 bis -30 mV erhalten [35, 40, 41, 42, 51, 57, 60, 114, 115, 125, 126, 136, 146, 147].
Um die kationische Ladung abzuschirmen und das haufigste Problem bei Polyplexen,
namlich die Aggregation, anzugehen, wurden Polyplexe mit der liposomalen

Kombinationen DOPE: DPPC: Cholesterol verkapselt, um Lipopolyplexe zu bilden.
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Abbildung 4.5 Darstellung der zur Herstellung der Lipopolyplexe notwendigen
Liposomen DOPE: DPPC: Cholesterol (70: 15: 15 = mol: mol: mol). A) Einzelmessung des
mittleren Durchmessers mit PCS, z-AvE 187 nm, PDI 0,18) Visualisierung mit AFM,
mittlerer Durchmesser 181,6 £ 6,4 nm

Wenn Liposomen zu Nukleinsdure-Polykation-Komplexen hinzugefiigt werden, findet
nach dem ersten Kontakt eine umfassende Reorganisation der Lipidmembranen statt,
was zu Polymer-Nukleinsaure-Komplexen mit Lipidbeschichtung fihrt (vergl. Abbildung
3.2 im Material Abschnitt und [115]). Diese Strategie Gberwindet das mit kationischen
Polymeren verbundene Problem der Oberflachenladung. Die extrazelluldre Zytotoxizitat
der Komplexe wird verringert, wodurch Raum fiir rezeptorvermitteltes Targeting ohne
Beeintrachtigung durch unspezifische Ladung-Ladung-Wechselwirkungen geschaffen
wird. Die Transfektionseffizienz von Gentransportvehikeln hangt von ihrer
Oberflachenladung, GroRe, Steifigkeit und Stabilitdit ab, insbesondere in der
physiologischen Umgebung [40, 41, 51, 60, 73, 113, 114, 115, 118, 125, 136, 146]. Daher
wurde eine einzigartige Kombination von Lipiden fir die Formulierung von
Lipopolyplexen ausgewahlt, um die gewiinschten physikalisch-chemischen
Eigenschaften zu erhalten. Aufgrund der geringen positiven Ladung und einem
GroRRenbereich zwischen 100 und 200 nm sowie verbesserter Stabilitat wurden in die
liposomalen Formulierungen Hilfslipide eingearbeitet. Diese haben einen erheblichen
Einfluss auf die Elektrostatik, die Lipidselbstorganisation, den Hydratationsgrad, die
Packungsparameter und die Oberflachenladung [115, 60, 40, 57, 103, 145, 158]. Die
verwendete Lipidmischung enthalt DOPE und Cholesterin, welche nach einer Reihe von
Experimenten als optimale Helferlipide ausgewahlt wurden. Das haufigste Problem bei
Gentransportvehikeln ist das Entweichen des Transportvehikels aus dem Endosom und

anderen Zellkompartimenten [18, 74, 103, 113, 136, 157, 145, 158].
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In den Abbildungen 4.6 bis 4.9 sind exemplarische Ergebnisse der PCS und AFM-Analytik
der hergestellten Lipopolyplexe dargestellt, die Tabellen 4.5 bis 4.8 zeigen die

zusammenfassenden Resultate.

IPEI Lipopolyplexe (Abb. 4.6, Tab 4.5) zeigen mit zunehmenden N/P-Verhaltnis einen
Anstieg des Zeta-Potentials von N/P 1 mit -31 mV zu N/P 35 mit + 31 mV. Bei N/P 1
werden TeilchengroBen von 190 nm mit einem PDI von 0,33 erhalten, mit einem N/P
von 2,5 steigt der Durchmesser auf das Doppelte an (380 nm, PDI 0,46), wobei das Zeta-
Potential anndhernd Neutralitdt (-2,9 mV) erreicht. N/P-Verhaltnisse von 10 und 15
zeigen mit TeilchengréRen von ca. 200 nm und Zeta-Potentialen von unter +10 mV, bei
sehr engen TeilchengroRenverteilungen (PDI 0,17-0,14) optimale physikalische

Parameter.

Die bPEI Lipopolyplexe (Abb. 4.7, Tab 4.6) zeigen ein dhnliches Verhalten wie die IPEI-
Komplexe. Es werden bei geringen N/P-Verhaltnissen und Gberwiegenden Ladungen der
Liposomen kleine TeilchengroBenverteilungen (190 nm, PDI 0,21), im Bereich der
aquimolaren Ladungen (N/P 2,5 und 5) sehr inhomogene Komplexformulierungen mit
PartikelgroBen >500 nm, und ab N/P 10 sehr einheitliche Komplexe, allerdings mit
bereits sehr hohen positiven Ladungen (> +20 mV) organisiert. Mit zunehmenden N/P-
Verhaltnis werden auch wieder groBere Komplexe von tiber 200 nm (N/P 35, PDI 0,43,

Zeta-Potential +27,7) beobachtet.

Wie aus den vorherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppe zu erwarten war zeigten PEI
F25 Lipopolyplexe (Abb. 4.8, Tab 4.7) eine ebenfalls deutliche Abh&ngigkeit des N/P-
Verhaltnisses zur TeilchengrolRe und des Zeta-Potentials. Sehr inhomogene Proben sind
bei N/P 2,5 zu beobachten, was auch in den AFM-Visualisierungen sichtbar wird. Hier
sind drei diskrete Partikelpopulationen zu beobachten (70 nm, 100 nm, 850 nm, Abb.
4.8 A). Ab einem N/P-Verhiltnis von 10 werden immer kleine PDI-Werte von ca. 0,2
erhalten. Im Gegensatz zu den anderen PEI-Komplexen wird eine optimale
TeilchengréRe von deutlich unter 200 nm auch bei héheren N/P-Verhaltnissen moglich,

wo bei N/P 30 ca. 110 nm bei einem PDI von 0,2 erhalten werden.
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Die pDMAEMA Lipopolyplexe (Abb. 4.9, Tab 4.8) zeigen im Vergleich zu den PEI’s ein
abweichendes Verhalten. Die AFM-Visualisierungen in Abb. 4.9 zeigt immer eher runde
Partikel, welche an Liposomen erinnern. Eine typische Polyplexgestalt wird eher nicht
beobachtet. Bei N/P-Verhaltnissen von 1 bis 5 lassen sich kaum Daten zur TeilchengroRRe
gewinnen. Die Komplexe sind sehr groB3, oft im Bereich von 1000 nm. Die Liposomen
werden noch als ,Einzelpeak” bei den DLS-Messungen beobachtet (Abb. 4,9 A). Ab
einem N/P-Verhaltnis von 10 werden TeilchengréBen von ca. 200 nm bei PDI‘s von 0,25
bis 0,35 gemessen. Auch bei einem N/P-Verhéltnis von 35 wird noch eine TeilchengréRe

von 215 nm erhalten.
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Abbildung 4.6 IPEI Lipopolyplexe Darstellung der PCS-Daten und AFM-
TeilchengréBenmessungen einschlieflich der Angabe des hier dargestellten
Durchmessers der Einzelmessung, A) IPEI N/P 2,5 - 320,5 nm, B) IPEI N/P 15 - 204,9 nm,
C) IPEIN/P 30 - 230,6 nm
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Tabelle 4.5 Zusammenfassung IPEI Lipopolyplexe PCS Daten, Zeta-Potential, PDI und

AFM
IPEl/linear PEI Durchmesser [nm] + SD Zeta-Potential PDI +SD
[mV] £ SD
N/P-Verhiltnis PCS AFM
1 187,4+10,9 176,6 + 23,8 -31,4+33 0,33+0,09
2,5 380,2 £33,1 n.b. -29%+1,6 0,46 £ 0,13
5 276,0+ 22,4 n.b. +1,0£0,3 0,31+0,14
10 225,4 +13,7 201,3+19,2 +6,7%2,4 0,14 £ 0,03
15 217,3+9,3 199,5+12,0 +8,2+1,2 0,17 £0,02
20 222,8+14,4 n.b. n.b. 0,26 £ 0,09
25 n.b n.b. n.b. n.b.
30 243,2+18,9 275,8+21,1 +29,6+4,1 0,42 £0,11
35 351,6 +22,8 n.b. +31,0+3,8 0,41+0,11
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Abbildung 4.7 DbPEI
TeilchengréBRenmessungen

Size (d.nm)

Lipopolyplexe
einschlieRlich der
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Angabe

10000

PCS-Daten
des hier

und AFM-

dargestellten

Durchmessers der Einzelmessung, A) bPEIN/P 2,5 - 655,0 nm, B) bPEIN/P 10 - 172,3 nm,
C) bPEI N/P 30 - 154,4 nm
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Tabelle 4.6 Zusammenfassung bPEI Lipopolyplexe PCS Daten, Zeta-Potential, PDI und

AFM
bPEl/verzweigtes Durchmesser [nm] + SD Zeta-Potential PDI +SD
PEI [mV] £SD
N/P-Verhiltnis PCS | AFM
1 188,0 + 13,3 n.b. -28,3+3,1 0,21 0,02
2,5 > 500 n.b. -23,7+2,9 >0,5
5 > 500 n.b. +2,8+4,3 >0,5
10 172,8+11,4 178,0+24,1 +22,3+3,6 0,23+0,03
15 167,0+ 6,5 174,6 £ 10,2 +245+25 0,18 £ 0,02
20 n.b. n.b. n.b. n.b.
25 n.b. n.b. n.b. n.b.
30 165,3+ 15,2 n.b. +31,4+2,5 0,32+ 0,09
35 237,0+17,1 n.b. +27,7+4,9 0,43+0,11

Intensity (Percent)

o
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=)

Intensity (Percent)
S

Abbildung 4.8 PEI
TeilchengréBenmessungen

Size (d.nm)

F25 Lipopolyplexe Darstellung der
einschlieRlich  der

Angabe des

PCS-Daten und AFM-
dargestellten

Durchmessers der Einzelmessung, A) N/P 2,5 - 799,0 nm (Partikelpopulationen 70 nm,
100 nm, 850nm), B) N/P 15 - 136,4 nm, C) N/P 35 - 100,5 nm
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Tabelle 4.7 Zusammenfassung PEI F25 Lipopolyplexe PCS Daten, Zeta-Potential, PDI

und AFM
PEI F25 Durchmesser [nm] + SD Zeta-Potential PDI +SD
[mV] £ SD
N/P-Verhiltnis PCS | AFM
1 213,9+ 25,3 n.b. -28,1+4,5 0,28 £0,08
2,5 > 500 n.b. -22,9+2,8 >0,5
5 322,4+32,7 n.b. -7,7+2,6. >0,5
10 154,6+9,9 n.b. +8,5+1,9. 0,25 £ 0,03.
15 137,0+12,0 156,7 £ 14,1 +21,0+£4,4 0,22 £ 0,04
20 n.b. n.b. n.b. n.b.
25 n.b. n.b. n.b. n.b.
30 112,9+8,8 100,4 +£12,9 +29,1+2,2 0,20 £ 0,02
35 110,6 £10,3 122,2+21,3 +32,4+4,1 0,28 £ 0,06

Intensity (Percent) Intensity (Percent)

Intensity (Percent)
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Abbildung 4.9 pDMAEMA Lipopolyplexe Darstellung der PCS-Daten und AFM-
TeilchengroBRenmessungen einschliellich der Angabe des hier dargestellten
Durchmessers der Einzelmessung, A) pDMAEMA N/P 2,5 - 1051,0 nm, B) pDMAEMA N/P
15 - 242,8 nm, C) pDMAEMA N/P 35 - 218,1 nm
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Tabelle 4.8 Zusammenfassung pPDMAEMA Lipopolyplexe PCS Daten, Zeta-Potential, PDI
und AFM-TeilchengroRe

pDMAEMA Durchmesser [nm] + SD Zeta-Potential PDI £ SD
[mV] £ SD
N/P-Verhiltnis PCS AFM
1 > 500 n.b. -27,8+4,5 >0,5
2,5 > 500 795,6 £42,3 -23,614,2 >0,5
5 > 500 n.b. -14,5+2,9 >0,5
10 224,8 +18,3 256,7 £35,1 + 6,7%3,1 0,34 +0,09
15 232,0+13,7 255,3 £ 24,9 +18,9+4,2 0,25+ 0,04
20 n.b. n.b. n.b. n.b.
25 n.b. n.b. n.b. n.b.
30 n.b. n.b. n.b. n.b.
35 215,6 £13,7 227,1+18,8 +30,7+£2,9 0,33 +0,09

4.3. Bewertung der Toxizitat

Neben der physikalischen Stabilitdat und optimaler technologischer Parameter wie sie in
den vorherigen Kapiteln untersucht wurden, ist fir eine Identifikation eines potentiell
nutzbaren Gentherapeutikums die Charakterisierung potentiell schadlicher Einfllisse auf
korpereigene Systeme wie z. B. auf Zellen oder das Blut unerldsslich. Diese Faktoren
konnen als die generelle Toxizitat der Formulierung beschrieben werden. Hier wurden
als analytische Verfahren zu deren Bestimmung der MTT-Zellviabilitatstest (siehe Kapitel
3.7), der LDH-Zytotoxizitatstest (siehe Kapitel 3.8), die Bestimmung der Himolyse (siehe
Kapitel 3.11) und die ,activated Partial Thromboplastin Time“ (aPTT, siehe Kapitel 3.12)
verwendet. Die folgenden Untersuchungen hatten das Ziel, die Toxizitat in Abhangigkeit
von der Zusammensetzung der Komplexe, speziell dem N/P-Verhiltnis, bei

vergleichbaren Konzentrationen zu untersuchen.

Der MTT-Test gibt dabei Informationen liber das Wachstum und die Lebensfahigkeit von
Zellen. Durch die Messung der Aktivitat der mitochondrialen Succinat-Dehydrogenase
wird indirekt die intrazellulare Aktivitat der Mitochondrien ermittelt, was eine direkte

Aussage Uber die zelluldre Toxizitdt einer Wirkstoffformulierung zulasst.

Beim LDH-Test kann man durch die Bestimmung der extrazellularen
Lactatdehydrogenase Aktivitat den Zustand der Zelle beurteilen bzw. Riickschliisse auf

Membranschdden ziehen, welche durch die Zellmembraninteraktion mit dem
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Genvehikel entstanden sind. Diese Messmethode zeigt sehr schnell, hauptsachlich durch
physikalische Faktoren wie Ladung oder TeilchengrofRe, getriggerte Veranderungen an
Zellen an. Ein wichtiger Fakt, um die Integritdt und das Design der Formulierung

bewerten zu konnen.

Da die hier untersuchten Formulierungen vornehmlich fiir die parenterale Applikation
im Blut vorgesehen sind, ist die Untersuchung der Wechselwirkung mit Blut ein
unerlasslicher Bestandteil der Charakterisierung. Dazu steht die Methode der Messung
der Hamolyse und der aPTT zur Verfigung. Wahrend bei der Hamolyse der direkte
Einfluss der Wirkstoffformulierung auf die Stabilitdt der korpereigenen Erythrozyten
vermessen wird, gewinnt man bei der aPTT-Informationen zu Auswirkungen auf die
Hamostase aus dem endogenen und exogenen System. Beide Effekte sind vornehmlich
bedingt durch physikalische Parameter wie Osmolaritat, Ladung, TeilchengroRe aber
auch der Oberflachenbeschaffenheit der Formulierung.

Im Folgenden werden die einzelnen Methoden der Evaluierung der Toxizitat der Poly-
bzw. Lipopolyplexe in Abhdngigkeit vom N/P-Verhiltnis und der Lipidbeschichtung

dargestellt.
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Abbildung 4.10 Gerinnungszeit Polyplexe (ohne Lipid) und Lipopolyplexe mit (Lipid bzw.
Liposomenbeschichtung) mit A) IPEI, B) PEI F25, C) bPEI, D) pDMAEMA, Normbereich 25-
38 Sekunden, als tolerierbar fiir eine Applikation werden Werte unter 70 Sekunden
allgemein akzeptiert. Messobergrenze bei 300 wird bei pDMAEMA teilweise
Uberschritten. n = 6 fir alle Gruppen, P < 0,05 *, P < 0,01 **, P < 0,001 ***, ns nicht
signifikant.

4.3.1 Ergebnisse Gerinnungszeit (aPTT)

In  Abbildung 4.10 sind die vermessenen Gerinnungszeiten aus den aPTT-
Untersuchungen zusammenfassend dargestellt. Als normwertige Ergebnisse werden
Zeiten zwischen 25s — 38s angesehen, Zeiten bis 70 Sekunden sind akzeptabel [114, 29,

6]. In den Diagrammen sind Daten fiir die Polyplexe (schwarz) und die Lipopolyplexe

(grau) vergleichend zu sehen.

Das auch praktisch bereits fir Gentransfektionskomplexe vielfach genutzte lineare PEI

(IPEI, Abbildung 4.10 A) zeigt sowohl bei den Polyplexen als auch den Lipopolyplexen in
63



Ergebnisse

einem N/P-Verhaltnis von 1 bis 35 eine Gerinnungszeit von unter 70 Sekunden, meist
sind die erhaltenen Werte sogar im Normbereich unter 30 Sekunden. Tendenziell
steigen die Gerinnungszeiten bei h6herem N/P-Verhaltnis fiir die Polyplexe an, wahrend
die Werte fiir die Lipopolyplexe innerhalb der Standardabweichungen anndhrend
identisch bleiben. Hoch signifikante Unterschiede zwischen Polyplexen und

Lipopolyplexen werden ab einem N/P-Verhaltnis von 35 nachgewiesen.

Fur das verzweigte PEI (bPEI, Abbildung 4.10 C) ergibt sich ein anderes Bild. Bei N/P-
Verhaltnissen von 1-5 werden bei den Polyplexen Normwerte von unter 30 Sekunden
erreicht, von N/P 1-20 unter 70 Sekunden und mit zunehmendem N/P-Verhaltnis (Uber
N/P 25) sind die Grenzwerte deutlich Uberschritten. Die Lipopolyplexe bleiben bei allen
N/P-Verhaltnissen im Normbereich. Die Unterschiede zwischen Polyplexen und

Lipopolyplexen sind ab einem N/P-Verhaltnis von 10 signifikant.

Das PEl F25 (Abbildung 4.10 B) zeigt einen visuell vergleichbaren Verlauf der
Gerinnungszeiten zum bPEl. Mit zunehmendem N/P-Verhaltnis steigt die Gerinnungszeit
an, bei den Polyplexen wird der Normbereich nie erreicht, die tolerierbare Grenze bei
N/P 25 erreicht. Die Werte fiir die Lipopolyplexe sind immer im Normbereich. Der

Unterschied zwischen Polyplexen und Lipopolyplexen ist immer signifikant.

Beim pDMAEMA (Abbildung 4.10 D) steigt die Gerinnungszeit schnell mit dem N/P-
Verhaltnis an. Ohne Lipidbeschichtung wird bereits bei einem Verhaltnis von 5 der
maximal tolerierbare Wert von 70 Sekunden uberschritten. Hier werden die
messtechnisch moglichen Werte von 300 Sekunden bereits bei N/P 10 erreicht. Bis zu
einem N/P-Verhdltnis von 15 kann die Lipidbeschichtung eine Absenkung der
Gerinnungszeit in den tolerierbaren Bereich (70 Sekunden) ermdglichen. Bei hoheren
N/P-Verhaltnissen verbessert die Lipidbeschichtung die Gerinnungszeit zwar signifikant,

der Grenzwert wird allerdings trotzdem Gberschritten.

4.3.2 Ergebnisse Hamolyse
In Abbildung 4.11 und 4.12 sind die Ergebnisse aus den Hamolyse Untersuchungen

(siehe Kapitel 3.11) zusammenfassend dargestellt. Als Grenzwert fir tolerable
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Ergebnisse werden allgemein 10% Hamolyse akzeptiert [6, 30, 31, 116]. Bei allen hier
untersuchten PEI-Komplexen (Abbildung 4.11) wird der tolerable Grenzwert nicht
erreicht. Alle Komplexe besitzen nur einen geringen Einfluss auf die Hdmolyse und sind
prinzipiell fiir eine Applikation parenteral iber die Blutbahn geeignet.

Die gemessenen Werte fiir die Hdmolyse nehmen fir alle Polymere mit zunehmendem
N/P-Verhaltnis zu, die Beschichtung mit Lipiden erbringt auch in diesen Untersuchungen
eine Verbesserung der Kompatibilitdt mit dem Blut, was sich in einer Reduktion der
Hamolyse duBert. Positiv zu bemerken ist, dass auch bei hohen N/P-Verhaltnissen keine
toxischen Werte bei den eingesetzten Konzentrationen erreicht werden. Beim IPEI
verbessert die Lipidbeschichtung die Himokompatibilitat, beim bPEI ist dieser Effekt ab
einem N/P-Verhaltnis von 15 signifikant, beim PEI F25 ab N/P 15 hoch signifikant. Im Fall
des pDMAEMA (Abbildung 4.12) ist ein deutlicher Einfluss des N/P-Verhaltnisses wie
auch der Lipidbeschichtung zu erkennen. Der Unterschied zwischen Lipopolyplex und

Polyplex ist immer signifikant.
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Abbildung 4.11 Zusammenfassende Darstellung der verschiedenen PEI-Polymere als
Polyplexe (schwarz) und Lipopolyplexe (grau) und deren Einfluss auf die Hamolyse. A)
lineares PEI (IPEl), B) verzweigtes PEI (bPEI) und C) PEI F25. Als tolerabel gilt ein klinischer

Wert von bis zu 10% Hamolyse. n = 6 fiir alle Gruppen, P < 0,05 *, P < 0,01 **, P < 0,001
*** ns nicht signifikant.
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Abbildung 4.12 Darstellung von pDMAEMA und dessen Einfluss auf die Hamolyse.
Polyplexe (schwarz) und Lipopolyplexe (grau). Als tolerabel gilt ein klinischer Wert von
10% Hamolyse. n = 6 fir alle Gruppen, P < 0,05 *, P < 0,01 **, P < 0,001 ***, ns nicht
signifikant.

4.3.3 Ergebnisse MTT-Zell - Viabilitatstest und LDL-Zell — Zytotoxizitatstest

Als Erstes wurden, basierend auf in der Arbeitsgruppe Bakowsky eingesetzter
Konzentrationen sowie Literaturdaten [40, 51, 72, 84, 114, 115, 125, 146], Werte fiir die
Toxizitdt der reinen Polymere ermittelt. Dabei wurde nur der MTT-Vitalitatstest
verwendet. Dazu wurden unter Versuchsbedingungen wie in dieser Arbeit allgemein
verwendet (siehe Kapitel 3.7) unterschiedliche Konzentrationen der Polymere gel6st
und mit den Zellen inkubiert (1pg/ml, 2ug/ml und 10ug/ml). Bei 1lug zeigten die
Polymere IPEI, bPElI und PEl F25 eine niedrige Toxizitdt und ein Zelliberleben von
deutlich Giber 80%, wohingegen beim pDMAEMA bereits hier nur ca. 50% der Zellen
Uberlebten. Auch bei 10ug tiberlebten bei IPEI, bPEI und PEI F25 noch zwischen 40 und
50% der Zellen, wihrend die Uberlebensrate beim pDMAEMA deutlich unter 15% lag
(5ug ca. 20%).

Abbildung 4.13 zeigt die erhaltenen Ergebnisse fiir vom N/P-Verhéltnis abhdngigen MTT-
Tests der Polyplexe und Lipopolyplexe. Bei allen Polyplexen ist eine Abnahme der
Viabilitat mit zunehmendem N/P-Verhiltnis zu beobachten. Wahrend bei allen PEI-
Komplexen bis zu einem Verhaltnis von 20 eine Viabilitat von iber 80% erhalten bleibt,
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liegt diese bei den pDMAEMA Polyplexen bereits darunter. Bei N/P 35 sinkt die Viabilitat
fur alle Polyplexe auf 60-70%. Eine Ausnahme bildet hier das PEI F25. Hier bleibt die
Uberlebensrate stabil (iber 80%, wobei die Schwankungsbreite zunimmt.

Fir alle Lipopolyplexe werden bessere bis deutlich verbesserte Viabilitat im Vergleich zu
den analogen Polyplexen erhalten. Nur bei hohen N/P-Verhiltnissen (N/P 30 und 35)
des pDMAEMA’s wird der Wert von 80% Uberleben unterschritten.

Die Daten (iber die LDH-Zell — Zytotoxizitatstests sind in Abbildung 4.14 dargestellt. Fir
alle Polyplexe wird ein deutlicher Anstieg der Zytotoxizitdt bei N/P-Verhaltnissen
zwischen 10 und 15 beobachtet. Wahrend bei IPEI und bPEI bei einem N/P-Verhaltnis
von 35 die hochste Toxizitat von etwa 10% erreicht wird, bleibt beim PEI F25 der Wert,
trotz Anstieg, immer unter moderaten 2%. Die Toxizitdt des pDMAEMA’s steigt ab N/P
10 schnell an und erreicht mehr als 50%, wobei die Schwankungsbreite innerhalb der
Testreihen sehr gro® war.

Die Lipopolyplexe bleiben bei allen PEls sehr niedrig mit ca. 2%, wohingegen beim

pDMAEMA auch 20% erreicht werden.

68



Ergebnisse

I IPE! linear ohne Lipid Il bPEI/verzweigtes PEI ohne Lipid
A [ ]IPE! linear mit Lipid B [__|bPEI/verzweigtes PEI mit Lipid
ns ns
= - 1004 * * ok % ¥
kok Kk k
80 4 80
§ © g %]
= ¥
K] ®
> 40 > 404
204 20
0- 0
1 25 5 10 15 20 25 30 35 1 25 10 15 25 30 35
N/P Verhiltnis N/P Verhaltnis
I PEI F25 ohne Lipid I pDMAEMA ohne Lipid
c [___|PEIF25 mit Lipid | D [ pDMAEMA mit Lipid |
ns
100 4 100 ns
*
80 80 -
£ 3
5 %1 5 1
4 8
> 404 > 404
20 4 20 4
0- 0-
1 25 5 10 15 20 25 30 35 1 25 5 10 15 20 25 30 35
N/P Verhaltnis N/P Verhaltnis

Abbildung 4.13 Vergleichende Darstellung der Zellviabilitdt, ermittelt mit dem MTT
Assay. Polyplexe (schwarz, ohne Lipid) und Lipopolyplexe (grau, mit Lipid). A) IPEI, B)
bPEI, C) PEI F25, D) pDMAEMA. Als Normierung der positiven Kontrolle wurde die Zell-
Viabilitdit ohne Zugabe von Polyplexen/ Lipopolyplexen auf 100% gesetzt, als
Negativkontrolle unter Zugabe von 1% Triton X100 auf 0%. n = 6 fiir alle Gruppen, P <
0,05 *, P< 0,01 **, P< 0,001 ***, ns nicht signifikant.
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Abbildung 4.14 Vergleichende Darstellung der Zell — Zytotoxizitatstests, ermittelt mit
dem LDH Assay. Polyplexe (schwarz, ohne Lipid) und Lipopolyplexe (grau, mit Lipid). A)
IPEI, B) bPEI, C) PEI F25, D) pDMAEMA. Zur besseren Visualisierung des Effektes der
Lipidbeschichtung wurde die Darstellung als Kurvendiagramm gewahlt. A) ab einem N/P-
Verhaltnis von 15 ist P < 0,001 ***, B) ab einem N/P-Verhaltnis von 15 ist P < 0,001 ***,
C) ab einem N/P-Verhaltnis von 10 ist P < 0,001 ***, D) ab einem N/P-Verhaltnis von 15
ist P< 0,001 *** n=6

4.4 Ergebnisse Testung der Transfektionseffizienz

Die letzte und wichtigste KenngroRe bei der Bewertung von Genvehikeln ist deren
Transfektionseffizienz (Kapitel 3.9). Fiir deren Charakterisierung wurden anhand der
vorliegenden Ergebnisse aus TeilchengroRe, Zeta-Potential, Form und Gestalt wie auch
der Auswertung der toxikologischen Untersuchungen eine Selektion an potenziell
optimalen Polyplexen und deren korrespondierenden Lipopolyplexen getroffen. Zur

Evaluierung der Effektivitat wurden die entsprechenden Komplexe wie in Kapitel 3.2
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beschrieben hergestellt und mit pCMV-luc-Plasmid beladen bzw. die Beladungsmenge
an Plasmid entsprechend einen N/P-Verhéltnis von 5 bis 35 vorgenommen, wobei die
applizierte Menge an pCMV-luc-Plasmid pro Probe 0,2 ug entspricht, um vergleichbare
Daten zu erhalten. Fir die Lipopolyplexe kam immer ein Lipid/Polyplex Verhaltnis von
5:1 (w:w) zum Einsatz, wobei die anderen Parameter zu den korrespondierenden

Polyplexen identisch waren.
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Abbildung 4.15 Vergleich der Transfektionseffizienz ausgewahlter Polyplex- und
Lipopolyplexformulierungen. Als Kontrolle diente das unmodifizierte und
unkomplexierte Luciferase Plasmid pCMV-luc, welches einen Proteinwert (RLU/mg
Protein) von 5700 + 1220 erreichte. n = 3 fir alle Gruppen, P < 0,05 *, P < 0,01 **, P <
0,001 ***, ns nicht signifikant.
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Die Transfektionseffizienzen der jeweils verwendeten N/P-Verhiltnisse sind in
Abbildung 4.15 dargestellt. Fir IPEl und bPEI werden N/P 5 und 15, fur das PEI F25 und
das pDMAEMA jeweils N/P 10 und 35 verwendet. Die Lipopolyplexe zeigen immer eine
hohere Transfektionseffizienz gegeniber den korrespondierenden Polyplexen. Nicht bei
allen N/P-Verhaltnissen ist der Unterschied auch signifikant (IPEI N/P 5 und PEI F25 N/P
10). Die Transfektionseffizienz ist bei den untersuchten Formulierungen allerdings auch
immer sehr hoch. Nur im Fall des pDMAEMA kann die Effizienz der Polyplexe (N/P 35)
nicht Gberzeugen.

Generell kdnnen die in der Literatur beschriebenen hohen Transfektionseffizienzen fur
PEI Polyplexe und Lipopolyplexe bestatigt werden. Im verwendeten Zellkulturmodell
spielen die Faktoren der Himokompatibilitat oder auch andere toxikologische Faktoren
eine weniger bedeutende Rolle. In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass fir
alle PEI's bei N/P unter 5 die Transfektion duRerst gering ist, obwohl deren Toxizitat sehr
gering ist. Bei N/P-Verhaltnissen Gber 30 wird eine sehr gute Transfektion erreicht,
obwohl die Komplexe merkliche Probleme hinsichtlich ihrer Toxizitat aufzeigen. Man
kann davon ausgehen, dass Zellen die weniger von den negativen Eigenschaften der
Komplexe betroffen sind, eine hohe Transfektionseffizienz sowie Proteinexpression
aufweisen. Dabei ist davon auszugehen, dass sicherlich nur noch 50-70% der Zellen
Uberhaupt an der Protein Produktion beteiligt sind. Experimente, welche physikalische
und molekulare Eigenschaften der Zellen analysieren, wie z. B. mittels FACS, wurden

nicht durchgefiihrt, wiirden hier aber einen genaueren Aufschluss erbringen.
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Tabelle 4.9 Zusammenfassung der erhaltenen Daten fir die Polyplexe und
Lipopolyplexe. TeilchengroRe, Zeta-Potential, Zellviabilitat (MTT), Toxizitat (LDH),
Hamolyse, Gerinnungszeit (aPTT) und Transfektionseffizienz. *Alle Daten wurden
gerundet und ohne Standardabweichung dargestellt.

Formulierung* | GroRe Zeta- MTT LDH | Himolyse | aPTT | Transfektion

[nm] Potential [%] [%] [%] [sec.] [RLU/mg
[mV] Protein]

IPEIN/P5

Polyplex 210 +28 90 2,0 4,0 35 5,7 108

Lipopolyplex 276 +1 92 0,5 1,0 28 7,1108

IPEI N/P 15

Polyplex 116 +34 82 2,5 4,0 38 7,5 108

Lipopolyplex 217 +8 80 0,5 1,1 30 1,510°

bPEIN/P 5

Polyplex 310 +3 95 2,5 0,8 25 7,0 108

Lipopolyplex >500 +3 95 1,5 0,8 25 1,410°

bPEI N/P 15

Polyplex 122 +35 90 4,5 2,0 52 7,9 108

Lipopolyplex 167 +24 93 1,7 1,0 27 1,210°

PEI F25 N/P 10
Polyplex 200 + 32 88 0,5 2,3 35 8,0 108
Lipopolyplex 154 +21 90 0,5 1,0 28 8,9 108

PEI F25 N/P35

Polyplex 97 +32 83 1,7 3,2 75 9,5 108
Lipopolyplex 110 +32 90 0,5 1,1 30 1,910°
pDMAEMA

N/P 10

Polyplex 270 +21 77 3,0 5,5 >300 | 3,810°%
Lipopolyplex 224 +7 82 0,5 0,5 44 8,5 108
pDMAEMA

N/P 35

Polyplex 217 +24 64 50 12,5 >300 7,2 107
Lipopolyplex 215 +30 73 15 0,5 125 2,910%
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5. Diskussion der Ergebnisse

5.1 Vormerkung zur Diskussion der Ergebnisse

Um die Ergebnisse der physikalischen Charakterisierung der Polyplexe und
Lipopolyplexe angemessen zu diskutieren, ist es wichtig, die bisherigen Erkenntnisse aus
der Literatur sowie die spezifischen Beobachtungen dieser Studie zu bericksichtigen.
Die vorliegenden Daten zeigen, dass alle untersuchten Polymere bei niedrigen N/P-
Verhaltnissen tendenziell groRere, irregulare Aggregate mit breiter GroRenverteilung
bilden, was durch die hohen PDI-Werte und die AFM-Visualisierungen bestatigt wird.
Mit zunehmendem N/P-Verhaltnis nehmen die TeilchengroRen ab und die Homogenitat
der Partikel verbessert sich, was auf eine stabilere Komplexbildung hinweist. Besonders
bei den Lipopolyplexen ist eine deutliche Abhangigkeit der PartikelgroRe und des Zeta-
Potentials vom Mischungsverhaltnis erkennbar, wobei die physikalischen Eigenschaften
in einem Bereich liegen, der fiir die Anwendung als Vehikel in der Gentherapie geeignet
erscheint.

Es ist jedoch zu betonen, dass die Durchfiihrung dieser Untersuchungen aullerst
anspruchsvoll war. Die Analysen stellten hohe Anforderungen an die verwendeten
Messtechniken, da die Komplexe oft polymodal, inhomogen und schwer zu
charakterisieren bzw. zu visualisieren waren. Zudem wurden zahlreiche
Einzeluntersuchungen durchgefiihrt, um die physikalischen Eigenschaften umfassend
darzustellen. Solche Studien wurden bisher in der Literatur noch nie in einer so
umfassenden und zusammenfassenden Weise durchgefiihrt, was die Komplexitat und
den hohen Forschungsaufwand dieser Arbeit unterstreicht. Die Ergebnisse lassen sich
im Kontext vergleichbarer Studien interpretieren und bieten wertvolle Hinweise auf die
optimale Formulierung sowie auf die Zusammenhange zwischen Struktur, Stabilitat,
Biokompatibilitdt und Funktionalitdt der Poly- und Lipopolyplexe. Im Folgenden werden
die einzelnen Ergebnisse im Detail diskutiert, um die Zusammenhange zwischen
Struktur, Stabilitat, Biokompatibilitdt und Funktionalitdt der Poly- und Lipopolyplexe zu

beleuchten.
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5.2 Physikalischen Charakterisierung der Polyplexe

In der Literatur gibt es viele Untersuchungen zum Einfluss der N/P-Verhaltnisse auf die
Struktur der Polyplexe, systematische Datenerhebungen sind allerdings kaum zu finden.
Die wichtigsten Publikationen zur Thematik wurden von Schéfer et al., Pinnapireddy et
al., Kneuer et al., Aigner et al., Moghimi et al., Behr et al., Wagner et al. [15, 40, 41, 51,
60, 73, 81, 98, 114, 115, 125, 146] zu ausgewahlten N/P-Verhaltnissen veroffentlicht.
Alle vier verwendeten Polymere zeigen bei niedrigen N/P-Verhéltnissen die Tendenz,
recht grolRe irreguldare Aggregate mit Durchmessern von 500 nm und gréRer zu bilden.
Der hohe PDI (> 0,5) spricht zudem fiir eine breite TeilchengréRenverteilung, was auch
durch die AFM-Visualisierung bestatigt wird (Abb. 4.1 A, 4.2 A, 4.3 A, 4.4 A). Die PCS-
Einzelmessungen zeigen hier auch oftmals mehrere und sehr breite Peaks, was auf
unterschiedliche diskrete Teilchenpopulationen hinweist. Das Zeta-Potential ist nahe
Null oder negativ, da immer noch ein Ladungsiiberschuss durch die DNA besteht. Mit
zunehmenden N/P-Verhaltnissen werden die TeilchengréRen kleiner und die
TeilchengroBRenverteilung (PDI) homogener, wobei ein PDI von unter 0,2 eine

monodisperse TeilchengrofRenverteilung kennzeichnet.

IPEI: Bei den IPEI-Komplexen werden bei niedrigen N/P-Verhaltnissen groRe PDI-Werte
und auch TeilchengroRen tber 350 nm beobachtet. Auch die PDI-Werte von (iber 0,4
kennzeichnen eine polydisperse TeilchengroRenverteilung. Mit zunehmenden N/P-
Verhéltnissen werden die Komplexe deutlich kleiner (N/P 10, unter 200 nm, Tabelle 4.1,
Abb. 4.1) und auch monodispers (PDI unter 0,3). Bei sehr groRen N/P-Verhiltnissen
erhdlt man hohe Zeta-Potentiale (hier werden auch sehr kleine TeilchengréRen von
unter 150 nm erreicht, bei einer sehr scharfen TeilchengréRBenverteilung) von mehr als
+30 mV, was fir eine Applikation als ungiinstig erachtet wird [73]. Dieser Einfluss des
N/P-Verhaltnisses auf das Zeta-Potential, die TeilchengroRe und die
TeilchengroRenverteilung wurde auch schon von den Arbeitsgruppen Schéafer, Kneuer,
Aigner und Pinnapireddy beobachtet und auf eine Reorganisation in der
Komplexfeinstruktur zurtickgefihrt [40, 41, 51, 60, 73, 114, 115, 125, 146]. Insgesamt
sind die in diesem Abschnitt der Dissertation erhaltenen Ergebnisse mit vorherigen
Daten der Arbeitsgruppe Bakowsky quantitativ vergleichbar. Durch die Varianz der zum

Kauf zur Verfligung stehenden PEI-Chargen, auch innerhalb des Zeitraums der hier
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dargestellten Arbeiten, sind die oft nur geringfligigen Abweichungen von den
Literaturwerten erklarbar. Generell zeigten Polyplexe des IPEl's eine Abnahme von der
TeilchengréRe zwischen einem N/P-Verhaltnis von 2,5 und von 22, von 210 nm auf 124
nm, bei deutlich positiven Zeta-Potentialen von gréRer 30 mV (N/P 22), was auch durch

die Literatur bestatigt wurde [74, 114, 115].

bPEI: Wie in Tabelle 4.2 zu sehen, wird bei Messungen mit dem PCS eine TeilchengréRe
von 388 nm (N/P =1, PDlI ca. 0,8) beobachtet. Auch Abbildung 4.2 A zeigt eine deutlich
bimodale Verteilung im Fall von bPEI (N/P = 5), wie sie auch beim N/P von 1 und 2,5
beobachtet wurde. Dabei werden Teilchenpopulationen von ca. 80-100 nm und ein
zweiter Peak mit 200 — 400 nm nachweisbar, bei einem mittleren Durchmesser von etwa
300 nm (PDI 0,43). Beim verwendeten Messprinzip werden sehr groRe Teilchen, auf
Grund von Sedimentationsprozessen wahrend der Messung, oft nicht korrekt
wiedergegeben. Die unterschiedlichen KomplexgroRen konnen als Folge der
unvollstandigen Komplexierung diskutiert werden. Auch diffusionskontrollierte oder
mischungsbedingte Prozesse kdnnen zu einem solchem Ergebnis beigetragen haben. Da
aus der Literatur [40, 41, 51, 60, 73, 114, 115, 125, 146] bekannt ist, dass solche
Komplexe eher geringe Bedeutung fiir ein funktionierendes Transportvehikel haben,
wurde wie auch bei den folgenden Komplexen auf eine Untersuchung des Phanomens
verzichtet. Mit zunehmendem N/P-Verhaltnis werden die Komplexe stabiler und auch
kleiner, wobei sich das Zeta-Potential erhéhte. Ahnliche Daten fand auch Pinnapireddy
[114], wobei sich hier die KomplexgroBe von 298 nm auf 188 nm bei einem N/P-
Verhaltnis von 3 bis 20 verringerte, mit einer Erhohung des Zeta-Potentials von +22 auf
+40 mV. Auch Kneuer [74] zeigte einen vergleichbaren Verlauf von GréRe (100 nm, N/P
7,5) und Zeta-Potential (+ 32 mV). Das sich bei hoheren N/P-Verhéltnissen unmittelbar
nach der Komplexierung Aggregate bildeten, konnte nicht bestatigt werden, was in [15]
angedeutet wird. In der vorliegenden Studie konnten auch hier immer runde und
separate Komplexe mit dem AFM nachgewiesen werden. In anderen Arbeiten wie z. B.
von Khalvati [72] werden fir bPElI Komplexe deutlich kleinere Teilchengrofien
vermessen (75-100nm, +30 mV), ohne aber eine Visualisierung zur Bestdtigung
aufzuzeigen. AulRerdem muss hier bemerkt werden, dass es schwer war, Komplexe mit

einem  N/P-Verhdltnis wvon 2,5 zu visualisieren, was vermutlich auf
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Messspitzeninteraktion zuriickzufiihren ist. Ahnliches wurde auch von Schifer [125]

beobachtet.

PEI F25: Die auch hier, wie beim bPEl, beobachtete polymodale
TeilchengroRenverteilung bei kleinen N/P-Verhéltnissen von 1-2,5, kann auch als Folge
der nicht vollstandigen oder inhomogenen Komplexbildung angesehen werden
(TeilchengroRe 250 bis 450 nm, PDI groRer 0,4, Abb. 4.3). Bei der Messung des mittleren
Teilchendurchmessers, wie in Tabelle 4.3 angegeben, werden die kleinen, nicht
sedimentierenden Komplexe, bedingt durch die Messmethode, liberproportional in die
Daten einbezogen. Durch die teilweise grof’e Inhomogenitat der Proben lieBen sich auch
keine Daten durch die AFM-Technik gewinnen. Die nicht kontrollierbare Interaktion der
Probenoberfliche mit der Sensorspitze verhinderte hier reproduzierbare Messungen.
Oft waren auf der Probe Aggregate zu beobachten, die hoher als der maximale z-
Hohenregulierung der Sensorspitze des AFM waren. Eine Messung war dann gar nicht
moglich.

Mit zunehmender Komplexstabilitdt bei N/P-Verhaltnissen tUber 15, kommt es zur
Bildung kleiner Komplexe mit einer sehr engen TeilchengréBenverteilung (PDI 0,2) mit
deutlich positivem Zeta-Potential (+31 mV). Schéafer et al. und Aigner et al. untersuchten
erstmals PEI F25 Komplexe [35, 40, 41, 51, 60, 74, 114, 115, 125, 146], wobei hier grol3e
Unterschiede in der TeilchengréRe (N/P 15 und N/P 33), vermessen durch PCS
(TeilchengroBe von 380 bzw. 210 nm) und AFM (ca. 65 nm), bei hohen PDIs (groRer 0,3)
gefunden wurden. Als Erklarung wurde hier die Bildung von dispergierbaren Aggregaten
angefiihrt, welche im AFM in den Untereinheiten visuell aufgelost werden konnten,
wahrend die PCS nur das Aggregat detektierte. Als optimale Formulierung wird hier das
N/P-Verhaltnis 33 angefiihrt. In der vorliegenden Arbeit wurden ab einem N/P-
Verhidltnis von 15 immer positiv geladene Komplexe mit sehr guten
TeilchengréBRenverteilungen mit PDI 0,2 und kleiner, bei TeilchengréBen von unter 150
nm, gefunden. Ab diesem N/P-Verhaltnis konnten keine Aggregationen mehr visualisiert
werden. Da die hier ermittelten Daten auch reproduzierbar waren, kann davon
ausgegangen werden, dass es bei den ersten Herstellungen der Lipopolyplexe/

Polyplexe eventuell entwicklungstechnisch bedingte Probleme gab [125], die

77



Diskussion

hinsichtlich der Methode zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit bereits

ausgeraumt waren.

pDMAEMA: Die hohen TeilchengroRRen bei niedrigen N/P-Verhéltnissen (bis 5) machen
eine genaue Messung der TeilchengréRBen mit den hier angewendeten Methoden nur
schwer moglich. Auch die polymodale TeilchengroRenverteilung (Abb. 4.4 A) mit der
Gewichtung hin zu groRen sedimentierenden Partikeln (600 — 1000 nm) macht eine
Untersuchung schwierig. Die Interaktionen zwischen der Abtastspitze des AFMs und den
Komplexen verschlechterte ebenfalls die Mdoglichkeit der Visualisierung der Komplexe
als auch Messungen deren Grol3e, wie dies auch bei den PEI-Komplexen mit niedrigem
N/P-Verhéaltnis oft zu beobachten war. Mit zunehmenden N/P von 10 und 15
stabilisieren sich die Komplexe, wobei Teilchengréfen von ca. 250 nm bei akzeptablen
PDI-Werten von ca. 0,35 erhalten wurden. Eine rein monomodale
TeilchengroBRenverteilung wird allerdings nie erreicht. Samsonova [124] und Tariq [136]
untersuchten einzelne vergleichbare Komplexe mit GréRen zwischen 90 und 250 nm,
mit durchweg positiven Zeta-Potentialen. In der Arbeitsgruppe von Wim Hennink waren,
bei N/P-Verhaltnissen von 10, 170-210 nm (Zeta-Potential +30 mV) in unterschiedlichen
Publikationen erhalten worden [18, 22, 23, 124, 136]. Angaben (iber Stabilitdten oder

TeilchengroBenverteilungen werden keine gemacht.

5.3 Physikalische Charakterisierung der Lipopolyplexe

Wie bereits beschrieben, sind die Lipopolyplexe (LPPs) eine neue Klasse von
Genvehikeln, welche erstmals von Schafer et al. [125] beschrieben wurde. In diesen
Wirkstofftragersystemen werden die biokompatiblen Eigenschaften von Liposomen mit
den sehr stabilen Komplexeigenschaften von Polymeren kombiniert. Dies er6ffnet breite
Anwendungsmoglichkeiten und auch eine Vielfalt an moglichen Materialmodifikationen

bis hin zum Design moderner Nanokomposite.

IPEI Lipopolyplexe (Abb. 4.6, Tab 4.5) zeigen mit zunehmendem N/P-Verhiltnis einen
Anstieg des Zeta-Potentials von N/P 1 mit -31 mV zu N/P 35 mit + 31 mV, wahrend die
TeilchengréRe eine nicht lineare Abhdngigkeit vom N/P-Verhiltnis zeigt. Bei N/P 1

(mediane TeilchengréRe ca. 190 nm, bei einer TeilchengréBenverteilung von 30 bis 800
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nm) dominiert bei den Messungen der Einfluss der Liposomen (TeilchengrofRe ca. 180
nm), welche in den Mittelwert der TeilchengroRen mit einbezogen bzw. nicht von den
reinen Polyplexen, auf Grund der verwendeten Messtechniken (PCS und AFM),
unterschieden werden konnen. Die TeilchengroRenverteilung ist ebenfalls sehr breit
(Abb. 4.6 A). Allerdings spricht der PDI von 0,33 fiir eine anndhernd bimodale Verteilung
der GroRe mit breiter Kurvenverteilung. Die deutlich sichtbare Verringerung des Zeta-
Potentials im Vergleich zu den Korrespondierenden PPs (N/P =1, -31 mV) ist durch das
Mischungsverhaltnis Liposom (negative Ladung -23 mV) zu Polyplex (N/P = 1, +1 mV)
bedingt, welches bezogen auf die DNA immer konstant ist. Am Beginn der
Komplexfusion liberwiegt der Ladungsanteil der negativen Liposomen, welcher bei
hoheren N/P-Verhiltnissen zuerst durch den positiven Komplex kompensiert und
letztendlich zu positiven Ladungen hin verschoben wird. Die TeilchengrofRe wird
ebenfalls durch die Mischungsverhaltnisse dominiert. Der steigende PDI verdeutlicht die
polydisperse Inhomogenitat der TeilchengréRenverteilung (N/P von 2,5, 380 nm, PDI
0,46), was sicherlich als Folge der verringerten elektrostatischen Abschirmung der
Komplexe gewertet werden kann, was auch das Wachsen der Komplexe erklart. N/P-
Verhaltnisse von 10 und 15 stellen Formulierungen mit optimalen physikalischen
Parametern dar. Die gezeigten Daten sind prinzipiell mit den von Pinnapireddy [115] fur
N/P 10 mit Durchmessern von 201 nm, Zeta-Potenzial + 3,7 mV und PDI von 0,19
aquivalent. Auch Ewe et al. zeigen vergleichbare Ergebnisse [41]. Bei noch groReren N/P-
Verhédltnissen wachsen die GroRe und das Zeta-Potential, bei deutlicher
Verschlechterung der Homogenitat. Generell ist die TeilchengrofSe der Lipopolyplexe
grofRer als die der korrespondierenden Polyplexe. Dies wurde auch so bei anderen

Autoren beobachtet [35, 114, 115, 125].

Die bPEI Lipopolyplexe (Abb. 4.7, Tab 4.6) zeigen ein dhnliches Verhalten wie die
vorstehend beschriebenen IPEI-Komplexe, bei von Liposomen dominierten
TeilchengréBen und Zeta-Potentialen bei niedrigen N/P-Verhiltnissen (bis N/P 5). Eine
Ladungskompensation Liposom/ Polyplex tritt oberhalb N/P 10 deutlich in Erscheinung,
da hier ein sprunghafter Anstieg des Zeta-Potentials von ca. 3 mV (TeilchengroRe >
500nm) auf Giber 22 mV (TeilchengréRRe ca. 170 nm) stattfindet. Die hdhere intrinsische

Oberflachenladung der bPEI-Molekiile im Vergleich zu den IPEl's kann zu einer
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Umlagerung innerhalb der Lipopolyplexe fiihren, was eine dauerhafte
Ladungsabschirmung durch die Liposomen beeintrachtigt [114]. Andere Autoren fanden
fur dhnliche Komplexe bei N/P 15 Durchmesser von 210 nm (PDI 0,2) und ein Zeta-
Potential von +9,5 mV [114, 115]. Verglichen mit den in dieser Arbeit gefundenen Daten
mit ca. 170 nm (PDI 0,18) und +24 mV, fillt besonders das hohere Zeta-Potential auf.
Der Unterschied konnte auf dem unterschiedlichen pH-Wert der Untersuchungen
basieren, wobei hier pH 7,4 und bei Pinnapireddy et al. [115] pH 5,6 verwendet wurde.
Mit zunehmenden N/P-Verhaltnis werden auch wieder gréRere Komplexe von tiber 200
nm (N/P 35, PDI 0,43, Zeta-Potential +27,7) beobachtet. Der vergroRerte PDI bei hohen
N/Ps spricht hier fiir eine polydisperse TeilchengroBenverteilung und es kann die

Moglichkeit einer einsetzenden Phasenseparation diskutiert werden.

Bei den PEI F25 Lipopolyplexen (Abb. 4.8, Tab 4.7) ist der Einfluss der Liposomen bei der
finalen Komplexbildung bei niedrigen N/P-Verhéltnissen ebenfalls deutlich erkennbar.
Erst ab N/P 10 werden positive Zeta-Potentiale erhalten, die Netto-Ladungen steigen
auch langsam an. Sicherlich ist die Oberflachenladung der Polyplexe hierfir die
entscheidende Grundlage. Diese ermoglicht es den Liposomen, die Oberflache homogen
zu beschichten. Erst nach der Kompensation der Kernladung des Polyplexes kann die
Aullenladung schnell ansteigen. Dieser Effekt dirfte auch fiir die Ausbildung stabiler
Komplexe bei héheren N/P-Verhaltnissen bei sehr homogenen
TeilchengroBenverteilungen und geringem PDI verantwortlich sein. Das PEI F25 wird in
der Literatur [40, 41, 51, 60, 113, 114, 115, 125, 146] als eines der interessantesten
Polykationen und als modernes Transfektionshilfsmittel bezeichnet. Viele
Untersuchungen und Studien sind erhaltlich. Dabei fokussieren viele Arbeiten hier auf
Komplexe mit N/P-Verhiltnissen tber 30. Ublicherweise werden TeilchengréRen
zwischen 100 und 250 nm mit Zeta-Potentialen tGber +30 mV fiur die Formulierungen
angegeben, leider oft ohne genaue Angabe der Messbedingungen [40, 41, 84, 115, 125]
oder der verwendeten pH-Werte oder Puffer. Nach den Daten dieser Studien wirde
man aus den physikalischen Ergebnissen eine optimale Komposition zwischen N/P 20-
35 erwarten. Niedrigere Ladungen bei gleichfalls geringer Teilchengrofle wirden hier
ebenfalls ein Optimum bedeuten. N/P 15 mit 137 nm, einem PDI von 0,22, entsprechend

einer naherungsweise monodispersen TeilchengrofRenverteilung und einem Zeta-
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Potential von +22 mV entspricht den in der Aufgabenstellung angestrebten Parametern.
Fir die Transfektionsstudien wurden deswegen sowohl das N/P 15 wie auch das bereits

beschriebene N/P 35-Verhiltnis in die Untersuchungen mit einbezogen.

Bei den pDMAEMA Lipopolyplexen (Abb. 4.9, Tab 4.8) ist es oft schwierig die
TeilchengroBe zu bestimmen und auch die Gestalt zu visualisieren, was auf die
Ladungswechselwirkungen und die groRe TeilchengréBe zurlickzufiihren sein kénnte.
Erst bei N/P-Verhaltnissen von 10 werden Durchmesser von ca. 200 nm mit sehr gutem
Zeta-Potential von ca. +7 mV beobachtet. Die AFM-Visualisierungen in Abb. 4.9 zeigt
immer eher runde Partikel, welche an Liposomen erinnern. Auch die PCS-Daten bei der
Ermittlung des z-AvE, deuten eher auf eine Mischung von Liposom und Polyplex hin, die
spater in eine vollstandige Aufnahme der pDMAEMA Polyplexe in die Liposomen
Ubergeht. Bei den PEI's wird ein vollkommen neuer ,Durchdringungs -“ Komplex
gebildet [40, 41, 51, 60, 114, 115, 125, 136, 146], dies scheint hier nicht der Fall zu sein.
Bei niedrigen N/P-Verhaltnissen sind sehr inhomogene Formulierungen vorhanden, die
messtechnisch nur schwer analysierbar waren, bei PDI’s gréBer 0,5 und TeilchengréRen
Uber 500 nm. Dies ist insofern Uberraschend, da die Gesamtoberflachenladung der
Teilchen negativ und damit aggregationshemmend ist. Ab einem N/P-Verhéltnis von 15

sind die Formulierungen aus physikalischer Sicht tolerierbar.

Generell kann restimierend fir die physikalischen Experimente zur Herstellung fir alle
Lipopolyplexe zusammengefasst werden, dass bei allen PEl Lipopolyplexen stabile
Komplexe mit guten PDI und TeilchengréRen bereits bei N/P-Verhaltnissen von 10 bis
15 erreichbar sind. Die Oberflichen haben eine moderate positiv Ladung, deutlich
geringer als bei den korrespondierenden Polyplexen, auch die Stabilitat ist vergleichend
erhoht. Ab diesen N/Ps werden visuell (mittels AFM) einheitlich spharische Komplexe
gebildet. Auch die physikalischen Eigenschaften der pDMAEMA Lipopolyplexe sind den
Kriterien (ca. 200 nm, ca. 20 mV, PDI kleiner 0,3) entsprechend als Vehikel fiir
Gentherapeutika einsetzbar.

Aus den vorliegenden Daten werden LPPs und PPs von N/P-Verhaltnissen 10 — 35 fiir die

Transfektion vorgeschlagen.
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5.4 Diskussion der Toxizitatsuntersuchungen

In der Literatur sind nur wenige Daten zur Gerinnung der hier verwendeten Polyplexe
und Lipopolyplexe zu finden. Selbst Daten von den verwendeten Polymeren sind nicht
verfligbar oder aber nicht unter Standardbedingungen durchgefiihrt worden. Dies
betrifft besonders Untersuchungen der aPTT und der Hamolyse wie sie in dieser Arbeit
durchgefiihrt wurden. MTT und LDH wurden an einer Vielzahl von komplexbildenden
Polymeren durchgefiihrt, wobei diese vornehmlich als Vergleichsproben zur Bewertung
der eigentlich durchgefiihrten Experimente dienten und oft nicht eigenstindig

behandelt worden. Insofern ist auch hier eine vergleichende Bewertung schwierig.

5.5 Diskussion Ergebnisse Gerinnungszeit (aPTT)

In Pinnapireddy [125] erh6hte sich durch Zugabe von Komplexen die Gerinnungszeit auf
34,2 sec. (Lipopolyplexe) und 37,1 sec. (IPEI-Polyplexe; N/P 9,5). Durchaus vergleichbar
mit den hier vermessenen Werten N/P 10 und N/P 15 mit 35 sec fur die IPEI Polyplexe
und eine Abnahme auf 27,5 sec (auf N/P 10 und N/P 15) bei den IPEI mit Lipopolyplexen.
In dieser Arbeit waren untersuchte Proben sogar biokompatibler und hatten einen
geringeren Einfluss auf die Gerinnungszeit. Beim auch in [125] untersuchten bPEI
wurden 61,8 sec. (bPEI-Polyplexe; N/P 15), also nahe dem noch tolerierbaren Grenzwert
von 70 sec. gemessen. Auch bei unseren Untersuchungen war mit 68 sec. der Grenzwert
fast erreicht. Bei LLPs mit einem N/P 15 sinkt die Gerinnungszeit dann auf einen sehr
guten Wert von 27,5 Sekunden. Ab einem N/P-Verhaltnis von 30 tberschreiten die PPs
die Grenzwerte, wohingegen die LPPs weiterhin unter 30 sec. verbleiben. Das PEIl F25
zeigt bei allen N/P-Verhiltnissen, gegenliber dem bPEI, verbessert Gerinnungszeiten.
Erst bei N/P 25 werden diese dquivalent (zu PPs). Bei den LPPs werden zu den
korrespondierenden PPs immer niedrigere Zeiten (ca. 28 sec.) erhalten und nie der
Grenzwert Uberschritten. Bei dem pDMAEMA stellt sich eine komplett abweichende
Situation dar. Bereits ab einem N/P von 5 wird der Grenzwert tberschritten, bis zu
einem N/P von 15 kann die Lipidbeschichtung der LPPs diesen Effekt noch verhindern,
darliber hinaus kann man davon ausgehen, dass die Komplexe nicht Blut kompatibel

sind.
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Wie auch zu Beginn der Untersuchungen in der Hypothese angenommen, verbessert die
Lipidbeschichtung die Kompatibilitdt der Genvehikel signifikant. Dies tritt mit
zunehmendem N/P-Verhaltnis immer deutlicher in Erscheinung. Wie auch in der
Literatur bekannt, nimmt die Wechselwirkung mit Zellen mit zunehmendem N/P-
Verhiltnis und damit steigendem Zeta-Potential (siehe Kapitel 4.1 und 4.2) zu. Das Zeta-
Potential steigt von etwa -10 mV auf ca. + 30 mV (N/P 30) an. Ohne (PPs) bzw. mit
Lipidbeschichtung (LPPs) wird ein vergleichbarer Wert der Gerinnungszeit bei hohen
N/P-Verhaltnissen nur bei dem IPEI erreicht, wobei die LPPs immer niedrigere Werte
aufweisen. In Abhangigkeit von der Polymerstruktur und der molekularen
Ladungsverteilung kompensieren die Ladungen der Lipide bzw. die Organisation der
Lipidhille oft nur unvollstandig. Besonders ausgepragt ist dieses Verhalten bei den
Verzweigten PEl-Derivaten bPEI und PEI F25 sowie dem pDMAEMA.

Bei mittleren N/P-Verhéltnissen wird durch das Lipid die Ladung kompensiert, was zu
geringerer positiver Ladung bei vergleichbaren N/P-Verhaltnissen fiihrt. Was sich auch
in der Gerinnungszeit widerspiegelt.

Inwieweit die Kapazitdt die Himostase beeinflusst, ist hingegen sehr wenig bekannt. Die
hier gezeigten Ergebnisse verdeutlichen aber einen Einfluss der Oberflachenladung der
Formulierungen. Die Gerinnungszeit nimmt mit zunehmendem N/P-Verhaltnis zu, wobei
es je nach verwendetem Polymer groRe Unterschiede gibt. Die Lipidbeschichtung und
Erzeugung der Lipopolyplexe hat ebenfalls immer einen positiven Einfluss auf die
Gerinnung. Durch die Lipide wird sowohl eine Abschirmung der Oberflachenladung der
Komplexe erreicht. Auch wird durch die Lipidzusammensetzung (diese wurde hier nicht
ausfuhrlich untersucht, unterschiedliche Lipidzusammensetzungen und auch PP: Lipid
Verhaltnisse sind in [35, 114, 125] zu finden) eine verbesserte Biokompatibilitat
ermoglicht. Die unzureichende Kompatibilitat der Gerinnungswerte beim pDMAEMA
kann hierdurch allerdings nicht erklart werden, da ahnliche Zeta-Potentiale auch bei den
untersuchten PEI Polyplexen erhalten werden. Eventuell sind hier die bereits bei der
physikalisch chemischen Charakterisierung dargestellte Art der Komplexbildung fir die
beobachtete Wirkung verantwortlich.

Zusammenfassend bewertend kann folgende Reihenfolge der toxischen Eigenschaft

»Gerinnungszeit” fir die Poly- und Lipopolyplexe gegeben werden (von sehr gut nach
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schlecht): Polyplexe IPEI < PEI F25 < bPEI << pDMAEMA, Lipopolyplexe IPEI = PEI F25 =
bPEI << pDMAEMA.

5.6 Diskussion der Ergebnisse Himolyse

Betrachtet man die Daten differenziert, so kann man feststellen, dass beim IPEIl der
Einfluss des N/P-Verhiltnisses auf die Hamolyse am groRten ausgepragt ist. Mit
zunehmenden N/P-Verhiltnis steigt die Hamolyse von 2 % (N/P 1) auf ca. 5 % (N/P 25)
an, wobei der Grenzwert von 10% nie erreicht wird. Hier tragt die Lipidbeschichtung
auch zu einer signifikanten Verbesserung bei. Generell fihrt die Lipidhille zu einer
Verbesserung der Biokompatibilitdt. Die Hamolyse sinkt, unabhdngig vom N/P-
Verhaltnis bei den LPPs auf ca. 1%.

Auch beim bPEl und PEI F 25 ist dieser Effekt zu beobachten und ab einem N/P-
Verhaltnis von 15 signifikant fiir die PPs, wobei auch hier die Grenzwerte nie erreicht
werden. Vergleichbare Ergebnisse werden auch in der Literatur fiir die reinen Polymere
beschrieben [29, 84]. Lee beschreibt aber auch, dass bei sehr hohen
Polymerkonzentrationen von 10 pug und mehr, ohne Komplexierung, eine Hamolyse von
80% erreicht wird. Sowohl die Konzentration an Polymer war bei diesen
Untersuchungen grofRer, auch handelte es sich um freies Polymer, was andere
Interaktionen mit den Blutzellen bedeuten kann. Zumindest waren die niedrigen
Konzentrationen, mit denen dieser Arbeit fiir die PPs vergleichbar. Man kann bei den
hier vorgestellten Komplexen wohl davon ausgehen, dass keine oder nur sehr wenige
freie Polymere in der Formulierung vorhanden sein sollten.

Zunehmende N/P-Verhiltnisse beim pDMAEMA fihren schnell zu einer
Verschlechterung der Stabilitdt und VergroRerung der Hamolyse. Unerwartet stark ist
hier aber auch der Schutzeffekt der Lipidhulle zu bewerten. Nur beim N/P-Verhaltnis von
35 wird der Grenzwert bei den PPs (iberschritten. Alle LPPs mit Lipidhille zeigen eine
sehr geringe Hamolyse von ca. 1%. Die Abschirmung der Lipidhiille war hinsichtlich
dieser Untersuchungen optimal.

Zusammenfassend bewertend kann folgende Reihenfolge der toxischen Eigenschaft
,Hamolyse“ fur die Poly- und Lipopolyplexe gegeben werden (von sehr gut nach

schlecht):
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Polyplexe bPEI < PEI F25 < IPEI << pDMAEMA, Lipopolyplexe IPEI = PEI F25 = bPEI =
pDMAEMA.

5.7 Diskussion der Ergebnisse MTT-Zell - Viabilitatstest und LDL-Zell -
Zytotoxizitatstest

Der beobachtete Verlauf der Untersuchungen, sowohl des MTT- als auch des LDL-Tests,
waren nicht Gberraschend. Wie bereits aus einigen Publikationen zur Thematik bekannt
war [35, 40, 41, 60, 98, 115, 114, 125, 146] nimmt die Zellviabilitat mit steigendem N/P-
Verhaltnis flr alle Polyplexe ab. Lipopolyplexe zeigen eine verbesserte
Biokompatibilitdt, was bei den Untersuchungen auch deutlich sichtbar wird. Beim PEI
F25 ist die prinzipielle Toxizitdat der Komplexe (sowohl Polyplexe als auch Lipopolyplexe)
so gering, dass nie ein signifikanter Unterschied zwischen den Formulierungen
beobachtet werden kann. Beim bPEl ist die Toxizitdt der Polyplexe ab einem N/P-
Verhaltnis von etwa 20 offensichtlich. Der Unterschied zu den Lipopolyplexen wird hier
auch ersichtlich und ab einem N/P-Verhaltnis von 35 auch hoch signifikant. Dieser
Verlauf wurde auch schon von Ewe, Pinnapireddy und Schéafer beobachtet [40, 41, 114,
125]. Aber es werden nur in wenigen Fallen die allgemein akzeptierte Grenze fir eine
merkliche Toxizitdt und das Erreichen der 80% Viabilitatsgrenze unterschritten (IPEI PPs
N/P 30 und 35, bPEI PPs N/P 30 und 35 und pDMAEMA ab N/P 10).

Der LDL-Test ist in reagiert je nach Testansatz potentiell etwas sensitiver auf toxische
Veranderungen als der MTT-Test. Das wird auch in Abbildung 4.14 deutlich. Bei den
Polymeren IPEIl, PEI F25 und pDMAEMA wird ein deutlicher Anstieg der Toxizitat ab
einem N/P-Verhaltnis von 10 beobachtet. Dieser ist sprunghaft. Prinzipiell fallt er mit
dem starken Anstieg des Zeta-Potentials zu hoch positiven Werten zusammen, was auf
eine Ladungsabhangigkeit des LDL-Wertes hindeutet. Beim bPEI findet man eher eine
stetig steigende Zunahme der Toxizitat, welche allerdings auch ab einem N/P von 10 zu
beobachten ist.

Die Toxizitat und die damit verbundene Membraninteraktion der Polyplexe nimmt mit
zunehmendem Zeta-Potential zu. Die GrofRe der Komplexe als auch deren
Polydispersitat scheint hingegen keinen bedeutenden Einfluss zu haben, obwohl die
Komplexe in einer GrofRe zwischen ca. 800 nm bis unter 100 nm variierten. Die
Lipidbeschichtung der Lipopolyplexe kompensiert teilweise diese positive

Oberflachenladung, was eigentlich nur zu einem spateren Anstieg der Toxizitat fihren
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sollte, wie dies im Falle des pDMAEMA deutlich markant ist. Aber die Lipopolyplexe
zeigen auch bei identisch hoher positiver Ladung von teilweise tGber +30mV eine sehr
geringe Toxizitdt gegeniber den Zellen. Wie schon von Schafer, Engelhardt und
Pinnapireddy [114, 115, 125] diskutiert, scheint die Lipidhille eine weitere effektive
Abschirmung der Polyplexe zu bieten. Dabei kann die stabile Hydrathiille um die LPPs
und ein effektiverer Born-Effekt eine Rolle spielen. Um eine weitere Bedeutung der
Lipidhtlle schlissig zu belegen, sind weiterfiihrende Studien notwendig und sinnvoll.
Derzeit wird in der AG Bakowsky weiter an dieser Thematik gearbeitet und es sind hier
sicherlich weitere Ergebnisse zu erwarten, die Uber den Stand dieser Arbeit
hinausgehen.

Zusammenfassend bewertend kann folgende Reihenfolge der toxischen Eigenschaften
»MTT und LDH" fiir die Poly- und Lipopolyplexe gegeben werden (von sehr gut nach
schlecht):

Polyplexe PEI F25 < IPEI < bPElI << pDMAEMA, Lipopolyplexe IPEI = PEI F25 = bPEI <<
pDMAEMA.

5.8 Diskussion der Ergebnisse Testung der Transfektionseffizienz

Fiir die hier dargestellten Ergebnisse gilt generell, dass die korrespondierenden
Lipopolyplexe eine hohere Transfektionseffizienz erreichen als die Polyplexe. Dies ist
sicherlich eine Folge der verringerten Toxizitdt. Da mehr Zellen pro Zeiteinheit am Leben
bzw. vital sind, wird eine hohere summarische Transfektion vermessen, was auch durch
die Messmethode begriindet ist. Innerhalb der PEI-Populationen werden vergleichbare
Effizienzen flr die Transfektion erreicht, wobei das IPEI und bPEI bei niedrigeren N/P-
Verhaltnissen eine optimalere Leistung erreichen als das PEIl F25. In unterschiedlichen
Publikationen [31, 40, 41, 72, 115] wird auch darauf hingewiesen, dass IPEIl eine héhere
Effizienz bei niedrigeren N/P-Verhaltnissen erreicht als das bPEI, wohingegen das PEI
F25 deutlich hohere N/P-Verhaltnisse benotigt, um effektiv zu sein [40, 41, 114, 115,
125]. Die Unterschiede traten in den vorliegenden Untersuchungen nicht signifikant in

Erscheinung.

Eine deutliche Abhangigkeit der Transfektionseffizienz vom N/P-Quotienten wurde
hingegen beim pDMAEMA beobachtet. Wahrend bei einem N/P-Verhéltnis von 10 auch
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die Lipidbeschichtung kaum eine Verbesserung der Effizienz erbrachte, konnten die
Lipopolyplexe bei N/P 35 eine deutlich héhere Transfektion aufweisen. Hier wird die
erhohte Toxizitat des pPDMAEMA signifikant bemerkbar und erst die Lipidbeschichtung
reduziert diese. In der Literatur wird auf die hohe Transfektionseffizienz des pPDMAEMA
verwiesen, wobei die Autoren wenige Daten zur Toxizitat liefern [142, 143, 3]. Unsere
Daten bestatigen allerdings, dass ab einem N/P von 10 die Toxizitdt massiv in allen
Bereichen anwachst und fiir eine Anwendung problematisch werden kdnnte.
Zusammenfassend bewertend kann folgende Reihenfolge der entscheidenden
Eigenschaft , Transfektionseffizienz” fiir die Poly- und Lipopolyplexe gegeben werden

(von sehr gut nach schlecht):

Polyplexe PEI F25 = bPE < IPEl << pDMAEMA, Lipopolyplexe PEI F25 < bPEI = IPEI <<
pDMAEMA.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Charakterisierung unterschiedlicher
nichtviraler Transfektionssysteme auf der Basis von positiv geladenen Polymeren wie
dem bPEI, IPEI, PElI F25 und pDMAEMA. Im Vordergrund der Untersuchungen stand
dabei einen Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung der Genvehikel, ihren
physikalisch-chemischen Eigenschaften und unerwiinschten Nebenwirkungen
aufzudecken und darzustellen. Von besonderem Interesse war es, den Einfluss der
Lipidhille bei der Bildung von Lipopolyplexen aus Polyplexen auf deren physikalische
Eigenschaften wie Zeta-Potential, TeilchengroRe oder Gestalt, aber auch die

Veranderung der Toxizitat und der Transfektionseffizienz zu klaren.

Durch die physikochemische Charakterisierung (PCS, Zeta-Potential) und bildgebende
Verfahren (AFM) konnten wir die erfolgreiche Komplexbildung und Integritdt der
hergestellten Polyplexe und Lipopolyplexe nachweisen. Die positiv geladenen Polymere
bPEI, IPEI, PEI F25 und pDMAEMA wurden mit dem das Enzym Luciferase
exprimierenden Plasmid pCMV-luc komplexiert und die Polyplexe gebildet. Bei der
Bildung der Komplexe wurde das N/P-Verhiltnis variiert und der Einfluss auf die
physikalischen Parameter verfolgt. Bei niedrigen N/P-Verhaltnissen iberwiegt bei allen
Polyplexen die negative Ladung des Plasmids. Oft ist es sehr schwierig die TeilchengréRe
zu vermessen oder mit der AFM-Technik die entstandenen Polyplexe zu visualisieren. Es
herrscht eine breite Teilchengrofenverteilung vor, die Formierung homogener
Polyplexe ist nicht abgeschlossen, eine phasenseparierte Verteilung von Polymer und
Plasmid kann oft beobachtet werden. Mit N/P-Verhaltnissen von groRer 10 stabilisieren
sich die Polyplexe und deren Aggregationstendenz lasst nach (erhoéhter PDI). Die
Polymere besitzen unterschiedliche optimale Zusammensetzungen hinsichtlich des N/P-
Verhaltnisses, um eine moglichst kleine TeilchengrofRe mit moderatem Zeta-Potential
aufzuweisen. Optimalerweise kann man mit allen Polyplexen TeilchengréRen von
200nm und kleiner erzeugen. Das Beschichten der Polyplexe mit Lipiden und die
Formierung der Lipopolyplexe fihrt schneller (bei niedrigeren N/P-Verhiltnissen) zu
stabilen und sphéarisch geformten Komplexen. Die Lipidschicht bewirkt eine
Abschirmung der Ladung und verhindert die Aggregation. Bei vergleichbaren N/P-

Verhaltnissen und verwendeten Polymeren, sind die Lipopolyplexe immer etwas grofRer
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als die korrespondierenden Polyplexe, bei niedriger Nettoladung. Die Stabilitat ist

ebenfalls groRer.

Die Fragestellung nach dem Einfluss der Zusammensetzung (N/P-Verhiltnis,
Lipidbeschichtung) auf die Toxizitat ist recht komplex und schwer zu beantworten. Je
nach Applikationsort kann man unterschiedliche Kriterien flir die Toxizitat definieren,
mit der Notwendigkeit der Anpassung vor Anwendung. In der vorliegenden Arbeit
wurden toxikologische Untersuchungen an den Transfektionssystemen mit dem MTT-
und LDH-Assay an SKOV-3 Zellen, der Untersuchung der intrinsischen Gerinnung mit
Hilfe der Bestimmung der aktivierten partiellen Prothrombinzeit (aPTT) und der
Bestimmung der Hamolyse durchgefiihrt. Alle positiv geladenen Polymere zeigen einen
prinzipiellen Einfluss auf Kérperfunktionen, die mehr oder weniger toxische Ereignisse
auslosen. Das generelle Ergebnis dieser Arbeit zeigt, dass eine Lipidbeschichtung auf
Polyplexen einen positiven Effekt auf deren toxische Eigenschaften hat. Die Lipidhiille
wirkt abschirmend, was besonders deutlich bei der aPTT-Zeit und der Hamolyse zu
sehen ist. Positive Ladungen wirken sich negativ auf die Parameter aus und Lipide
konnen durch ihre biokompatiblen Eigenschaften diese kompensieren. Lipopolyplexe
zeigten in den vorliegenden Untersuchungen immer eine geringere Toxizitat. Dabei
waren die Eigenschaften der IPEl, PElI F25 und bPEI-Polymere weitestgehend
vergleichbar sowohl als Polyplexe als auch als Lipopolyplexe. Die latente Toxizitdt vom
pDMAEMA konnte nicht immer ausreichend kompensiert werden. Alle Polymere zeigten

ein N/P-Verhaltnis abhangiges Verhalten bei allen Toxizitatsparametern.

AbschlieBend wurde an ausgewahlten Formulierungen die Transfektionseffizienz mit
pCMV-luc an SKOV-3 Zellen getestet. Auch hier konnte eine erhohte Effizienz der
Lipopolyplexe zu den korrespondierenden Polyplexen beobachtet werden. Dies kann als
Folge der verringerten Toxizitat, aber auch der verbesserten Biokompatibilitat

angesehen werden.
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Summary

The aim of this work was to develop and characterize different non-viral transfection
systems based on positively charged polymers such as bPEl, IPEI, PEI F25 and pDMAEMA.
The focus of the investigations was to uncover and demonstrate a connection between
the composition of the gene vehicles, their physicochemical properties and undesirable
side effects. Of particular interest was to clarify the influence of the lipid shell in the
formation of lipopolyplexes from polyplexes on their physical properties such as zeta
potential, particle size or shape, but also the change in toxicity and transfection

efficiency.

Through physicochemical characterization (PCS, zeta potential) and imaging techniques
(AFM) we were able to demonstrate the successful complex formation and integrity of
the polyplexes and lipopolyplexes produced. The positively charged polymers bPEl, IPEI,
PEI F25 and pDMAEMA were complexed with the luciferase expressing plasmid pCMV-
luc and the polyplexes were formed. When the complexes are formed, the N/P ratio is
varied and the influence on the physical parameters is monitored. At low N/P ratios, the
negative charge of the plasmid predominates in all polyplexes. It is often very difficult
to measure the particle size or to visualize the resulting polyplexes using AFM
technology. There is a broad particle size distribution, the formation of homogeneous
polyplexes is not complete, and a phase-separated distribution of polymer and plasmid
can often be observed. With N/P ratios greater than 10, the polyplexes stabilize and
their tendency to aggregate decreases (increased PDI). The polymers have different
optimal compositions with regard to the N/P ratio in order to have the smallest possible
particle size with a moderate zeta potential. Optimally, with different N/P ratios, particle
sizes of 200 nm and smaller can be produced with all polyplexes. Coating the polyplexes
with lipids and forming the lipopolyplexes leads more quickly (at lower N/P ratios) to
stable and spherically shaped complexes. The lipid layer shields the charge and prevents
aggregation. With comparable N/P ratios and the polymers used, the lipopolyplexes are
always slightly larger than the corresponding polyplexes with a lower net charge. The

stability is also greater.
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The question of the influence of the composition (N/P ratio, lipid coating) on toxicity is
quite complex and difficult to answer. Depending on the application site, different
criteria for toxicity can be defined or this is important for the application. In the present
study, toxicological studies were carried out on the transfection systems using the MTT
and LDH assay on SKOV-3 cells, the investigation of intrinsic coagulation using the
determination of the activated partial prothrombin time (aPTT) and the determination
of hemolysis. All positively charged polymers show a fundamental influence on body
functions that trigger more or less toxic events. The general result of this work shows
that a lipid coating on polyplexes has a positive effect on their toxic properties. The lipid
shell has a shielding effect, which is particularly evident in the aPTT time and hemolysis.
Positive charges have a negative effect on the parameters and lipids can compensate for
this through their biocompatible properties. Lipopolyplexes always showed improved
toxicity in the present studies. The properties of the IPEI, PEI F25 and bPEI polymers
were largely comparable both as polyplexes and as lipopolyplexes. The latent toxicity of
pDMAEMA could not always be adequately compensated. All polymers showed an N/P-

ratio-dependent behavior for all toxicity parameters.

Finally, the transfection efficiency of pCMV-luc in SKOV-3 cells was tested with selected
formulations. Here too, an increased efficiency of the lipopolyplexes compared to the
corresponding polyplexes was observed. This can be seen as a result of the reduced

toxicity, but also the improved biocompatibility.
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praktischen und theoretischen Problemen mit den liposomalen Formulierungen. Frau
Dr. Lili Duse, Herrn Dr. Shashank Reddy Pinnapireddy, Herrn Dr. Jens Schafer und Herrn
Dr. Eduard Preis danke ich sehr fir die Erklarungen und Hilfestellungen bei allen
Belangen zu den Gentransfektionskomplexen und deren Formulierungen.

Fir die Einarbeitung und Unterstiitzung in der Zellkultur méchte ich mich bei Frau Eva
Mohr bedanken.

Ganz herzlich bedanke ich mich ebenfalls bei allen anderen Kollegen und Ehemaligen
des Arbeitskreises Bakowsky und des Arbeitskreises Mandic fir die gegenseitige

Hilfsbereitschaft und das angenehme Arbeitsklima und die schone gemeinsame Zeit. Ich

danke euch von Herzen fiir eure allgegenwartige Unterstiitzung.
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