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Zusammenfassung 
 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich allgemein mit der Entwicklung von Gentherapeutischen 

Transfektionssystemen mit dem vorrangigen Ziel die Behandlungsmöglichkeiten bei 

Tumorerkrankungen zu optimieren und auszubauen. Durch die Weiterentwicklung und 

Verknüpfung etablierter Systeme sollen neue Möglichkeiten geschaffen werden, um die 

Therapie onkologischer Erkrankungen zielgerichteter und effizienter zu gestalten. Die drei 

nachfolgend beschriebenen Projekte adressieren dieses Ziel auf unterschiedlichen Wegen. 

 

Im 1. Projekt in Kapitel 4 werden Polyethylenimin-Silica-Nanopartikel als effiziente 

Gentherapeutische Vektoren beschrieben. Durch die Kombination der beiden etablierten 

Vertreter aus der Gruppe der nicht-viralen Vektoren konnten wir eine deutliche Verbesserung 

des Transportsystems erreichen. Die zytotoxischen Nebenwirkungen sind im Vergleich zu den 

einzelnen Komponenten wesentlich geringer ausgeprägt, wenngleich die 

Transfektionseffizienz verglichen mit Polyplexen um rund 40 % gesteigert werden konnte. 

Auch die Resilienz gegenüber lagerungsbedingten Veränderungen wurde erhöht, wodurch sich 

wesentliche Vorteile im Hinblick auf die spätere Handhabung ergeben. 

 

Das 2. Projekt in Kapitel 5 befasst sich mit der Tauglichkeit von Biolumineszenz zur 

selbstinduzierten Photodynamischen Therapie. Hierfür haben wir Lipopolyplexe verwendet, 

um Zellen durch Transfektion zur Biolumineszenz zu befähigen. Infolge der emittierten 

Strahlung soll es zur Aktivierung eines, in der Lipopolyplex-Membran eingearbeiteten, 

Photosensetizers kommen, der die Zerstörung der angrenzenden Tumorzellen induziert. Wir 

konnten die Absorption des BL-emittierten Lichts durch den eingesetzten PS nachweisen, 

jedoch als dessen Folge keine toxischen Effekte beobachten. Letztendlich konnten wir den 

Lichtschwellenwert, der für die PDT benötigt wird, nicht durch Biolumineszenz generieren. 

 

In dem 3. Projekt in Kapitel 6 beschreiben wir Lipopolyplexe als effektive Vektoren für den 

MDR1-Knockdown, in dessen Folge durch die Überexpression von P-Glykoprotein vermittelte 

Zytostatikaresistenzen wieder zurückgebildet werden. Wir konnten für unseren Vektor eine 

Reduzierung der MDR1-mRNA um ca. 60 % nachweisen, in dessen Folge wir eine 

Sensitivitätssteigerung für 125 µg DOX / ml von keiner toxischen Wirkung hinzu einer 

Zellüberlebensrate von knapp 50 % beobachten konnten. 
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Summary 
 

The present work is generally concerned with the development of gene therapy transfection 

systems with the primary goal of optimizing and expanding the treatment options for tumor 

diseases. By further developing and linking established systems, new possibilities are to be 

created to make the therapy of oncological diseases more targeted and efficient. The three 

projects described below address this goal through different approaches. 

 

In the 1st project in chapter 4 we describe polyethylenimine silica nanoparticles as efficient 

gene therapy vectors. By combining two established representatives from the group of non-viral 

vectors, we were able to achieve a significant improvement with regard to important properties. 

With different toxicity studies in cell culture we could prove that the cytotoxic side effects are 

much less pronounced compared to the individual components. For later use in practice, this 

optimization is of particular relevance because toxicity in particular is a major limiting factor 

for the use of non-viral gene therapeutics. Consequently, reduced side effects and improved 

compliance can be expected in future applications. Furthermore, we have demonstrated an 

increased transfection efficiency of about 40% compared to polyplexes. Especially this 

outstanding performance makes our vector an attractive candidate for gene therapy applications. 

 

We have demonstrated the maintenance of structural integrity of our vector over several days 

by a multi-day series of measurements to test the resilience to agglomeration events. The 

tendency to form agglomerates, which we observed to a particular extent with silica-NP, could 

thus be prevented. In terms of subsequent manageability and storage, this conversion is an 

enormous gain. 

 

The 2nd project in chapter 5 deals with the suitability of bioluminescence for self-induced 

photodynamic therapy. For this purpose, we transfected cells with pCMV-luc loaded 

lipopolyplexes to enable them for bioluminescence. The light beams emitted by the BL are 

expected to activate the photosensitizer hypericin embedded in the envelope of the transport 

system and consequently lead to apoptosis of the adjacent tissue through its toxic response. 

 

By studying the reciprocal effects of different amounts of hypericin and D-luciferin on the light 

emission from a luciferase-expressing target line, we were able to draw conclusions about the 

activation of hypericin by cell line bioluminescence. Comparing the emitted light beams in the 
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absence and presence of different hypericin enrichments, we observed the absorption of a subset 

of the emitted light. However, the light absorption was not affected by the increase in hypericin 

concentration. As a result of light absorption by hypericin, we did not observe any toxic effects 

on the cell line used. Significant differences that we observed in MTT experiments were only 

due to the amount of D-luciferin used. Despite demonstrated absorption by the photosensitizer, 

no measurable toxic effects occurred. Consequently, the light released during the 

bioluminescence reaction is not sufficient to achieve efficient activation of the photosensitizer 

hypericin.  

 

In the 3rd project in Chapter 6, we describe lipopolyplexes as effective vectors for MDR1 

knockdown by RNA interference, as a result of which cytostatic resistance mediated by 

overexpression of P-glycoprotein is reversed. Using RT-qPCR, we detected a reduction of 

MDR1 mRNA by approximately 60%. Polyplexes achieved only half the reduction with the 

same siMDR1 concentration. Especially for low DOX concentrations, we were able to show a 

pronounced recovery of sensitivity as a consequence of MDR1 knockdown. From no toxic 

effect at a concentration of 125 µg DOX / ml to a cell survival rate of almost 50% with preceding 

MDR1 knockdown with lipopolyplexes. Especially for clinical practice, the efficacy at low 

concentrations is important, since dose increases are often not possible due to pronounced side 

effects.  

 

Since a number of other factors are also discussed in close connection with the concentration 

of MDR1, which significantly influence the course and lethality of tumor disease, we 

investigated the effect of MDR1 knockdown on these characteristics, which include cell 

migration, invasion, proliferation and colonization. For all factors, we found a significant 

reduction in the respective trend correlating with the extent of MDR1 reduction through various 

in vitro experiments. These findings are generally supportive of the MDR1 knockdown therapy 

approach, as tumor cell spread is impaired in addition to improved efficacy of cytostatic 

therapy. 
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1 Gentherapie: Ein einleitender Überblick 
 

Gentherapie ist gegenwärtig nicht nur in Fachkreisen ein multilateral diskutiertes Thema: 

Manipulierte Lebensmittel, Designerbabys, die Genschere CRISPR/Cas und letztendlich auch 

die aktuelle Diskussion rund um Effektivität und Risiken der SARS-CoV-2 Impfung haben in 

letzter Zeit für Schlagzeilen gesorgt und formten in der Bevölkerung den eher negativ 

assoziierten Begriff der Gentherapie. 

 

Definitionsgemäß versteht man unter Gentherapie das ĂEinbringen von Erbinformation in 

Kºrperzellen mit dem Ziel, Erkrankungen zu diagnostizieren, zu lindern oder zu heilenñ. 

Vakzine mit rekombinanten Nukleinsäuren, wie z.B. die mRNA-basierten Impfstoffe gegen 

SARS-CoV-2, fallen somit nach EU-Richtlinie 2001/83/EG nicht in den Geltungsbereich der 

Gentherapie [1]. Wie eingangs erwähnt, assoziieren große Teile der westlichen Bevölkerung 

den Begriff ĂGentherapieñ vor allem mit Gefahren. Eine wesentliche Rolle scheint dafür die 

innere Urangst vor einer genetischen Optimierung der Bevölkerung, in der kein Spielraum für 

Individualität und persönliche Entfaltung bleibt, zu spielen [2,3]. Der US-amerikanische 

Science-Fiction-Film Gattaca aus dem Jahr 1997 mahnt auf dramaturgische Weise vor den 

Gefahren, die in einer Welt ohne ethische und moralische Grenzen durch genetische 

Manipulationen denkbar wären. Aber ist Gentherapie wirklich so gefährlich und die 

Veränderung unserer Gene grundsätzlich schlecht?  

 

Natürlich nicht! Durch die großen Fortschritte auf dem Forschungsgebiet der DNA-

Sequenzierung ist bekannt, dass etwa acht Prozent des menschlichen Genoms von viralem 

Ursprung sind. Über Generationen hinweg wurde die fremd-DNA in unser Erbgut integriert 

und von Generation zu Generation weitergegeben. Diese genetische Veränderung war jedoch 

keinesfalls ein Nachteil für unsere Vorfahren oder führte zu Dysfunktion und Krankheit. Noch 

für uns heute spielt diese virale Komponente eine wichtige Rolle für die Funktionalität unseres 

Immunsystems und ist somit ein Überlebensvorteil, der sich evolutionär durchgesetzt hat [4].  

 

Aktuell sorgt die ständig steigende Lebenserwartung und die damit einhergehende 

demographische Entwicklung unserer Bevölkerung für eine nachhaltige Veränderung des 

Krankheitsgeschehens weltweit. Erkrankungen, die vor allem im fortgeschrittenen Alter eine 

zunehmende Rolle spielen, nehmen überproportional zu [5]. Wirft man beispielsweise einen 

Blick auf die Entwicklung von onkologischen Leiden, als Platzhalter für Alterserkrankungen 

https://de.wikipedia.org/wiki/Vereinigte_Staaten
https://de.wikipedia.org/wiki/Science-Fiction-Film
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allgemein, so sieht man seit Jahren steigende Zahlen der Inzidenzen (vgl. Abbildung 1.1). Lässt 

man hier vor allem die gesamtwirtschaftlichen und humanitären Konsequenzen, die eine 

Krebserkrankung nicht nur für den Erkrankten und dessen Umfeld, sondern für unsere gesamte 

Gesellschaft mit sich bringt, nicht außer Acht, wird die Dringlichkeit bei der Entwicklung 

adäquater und effizienter Therapiekonzepte deutlich [6]. 

 

 

Abbildung 1.1: Anteile der verlorenen Lebensjahre (CELT-basiert) in Deutschland 1998 und 

2018 für die jeweils 10 bedeutendsten Todesursachen gemäß Level 2 der Global-Burden-of-

Disease-(GBD-)Klassifikation. Datenquelle: Institute for Health Metrics and Evaluation 

(IHME) [7]. 

 

Großes Potenzial sehen viele Experten hier auf dem Gebiet der Gentherapie. Doch die 

Entwicklung entsprechender Arzneimittel ist sehr langwierig und komplex. Nachdem in den 

50er Jahren der Aufbau und die Struktur der DNA aufgeklärt waren, erkannte die Wissenschaft 
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sofort das Potenzial, das ihnen diese Entdeckung offenbart. Man träumte von der Wunderwaffe 

zur Behandlung von Erbkrankheiten, Krebs und genetischen Defekten [8]. Die ersten 

experimentellen Studien konnten aufgrund des limitierten technologischen Entwicklungsstands 

zur damaligen Zeit erst Jahre später umgesetzt werden. Die Herausforderung war es, das 

genetische Material funktionsfähig in die entsprechenden Zielzellen zu transportieren. Da es 

für die Souveränität unseres Organismus jedoch unerlässlich ist, fremde DNA nicht in unsere 

Zellen aufzunehmen und zu prozessieren, gibt es eine Vielzahl hocheffektiver Mechanismen 

um dieses Genmaterial abzufangen und unschädlich zu machen. Nackte DNA kann 

Zellmembranen nicht passieren und wird im Blutkreislauf durch intrazelluläre Enzyme 

abgebaut [9]. Um Nukleinsäuren in Zellen zu transportieren benötigt man daher adäquate 

Transportsysteme (Vektoren), die die Nukleinsäuren komplexieren und vor zirkulierenden 

Nukleasen schützen, sowie sicher über die Zellmembran der Zielzellen geleiten [10]. Dabei 

sollte der Vektor möglichst keine Immunreaktionen verursachen, er darf nicht toxisch für den 

Patienten sein und sollte selektiv an die Zielzellen adressierbar sein. Weiterhin sollte der Vektor 

keine Dissipation im Körper durch das Lymphatische System oder den Blutkreislauf 

verursachen [11]. 

 

Knapp ein halbes Jahrhundert nach der Grundsteinlegung waren Rosenberg und Mitarbeiter 

davon überzeugt, zuvor genannte Hürden überwunden zu haben und führten 1989 die erste 

klinische Studie auf dem Gebiet der Gentherapie durch. Sie verwendeten einen Retrovirus zur 

Transduktion tumorinfiltrierender Lymphozyten, die für ein Neomycin-Marker-Gen codierten 

[12]. In Fachkreisen blickte man erwartungsvoll auf die Ergebnisse der Studie. Ersehnte man 

doch einen disruptiven Durchbruch, der die Gentherapie als universelles Konzept zur 

Behandlung diverser schwer therapierbarer Krankheiten befähigt [13]. Retrospektiv war dieser 

Enthusiasmus wohl etwas schwärmerisch, berücksichtigt man die derzeit doch sehr rudimentäre 

Technologie in den Bereichen der Zellkultivierung und Vektorforschung. Die große 

Ernüchterung und öffentliche Diskreditierung folgten, als sich statt der erhofften 

Therapieerfolge schwere immunologische Nebenwirkungen offenbarten [14]. 

 

In den 90er Jahren wurden rund 500 Gentherapiestudien durchgeführt, jedoch ohne 

nennenswerte Erfolge. Der große Durchbruch blieb aus und somit auch allmählich das Interesse 

der Pharmazeutischen Industrie, die bis dato die Forschung mit monetären Zuwendungen und 

Förderungen unterstützte. So verlagerte sich die Gentherapeutische Forschung nahezu 
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ausschließlich an die universitären Einrichtungen. Die Ausnahme machten einige wenige 

kleinere Biotech-Unternehmen.  

 

Wieder aus dem Fokus verschwunden, kam es Anfang der 2000er Jahre zu ersten von der 

Öffentlichkeit kaum wahrgenommenen klinischen Erfolgen. Einen eindrucksvollen Beweis für 

die Wirksamkeit der Gentherapie zeigte die erfolgreiche Behandlung von Leukämie Patienten 

mit gentherapeutisch veränderten CAR-T-Zellen [15]. Diese Arbeit bildete die Grundlage der 

später in der EU zugelassenen Medikamente Kymriah® und Yescarta®. Hierbei werden dem 

Patienten durch Apherese eigene T-Zellen entnommen und ex-vivo mittels lentiviralen 

Vektoren transfiziert und vermehrt. Die entsprechenden DNA-Sequenzen werden in das Genom 

der Zielzellen integriert, sodass die genetischen Veränderungen auch nach der Zellteilung an 

die Tochterzellen weitergegeben werden. Durch die Transfektion wird ein chimärer 

Antigenrezeptor (Ăchimeric antigen receptorñ, CAR) auf der Zelloberfläche präsentiert, welcher 

an das CD19-Antigen der B-Zellen des Immunsystems komplementär bindet. Die so 

modifizierten und expandierten Zellen werden dem Patienten reinfundiert. Da es bei der 

Anwendung relativ häufig zu schweren immunologischen Nebenwirkungen kommt, wird diese 

Art der Gentherapie vor allem bei schwer therapierbaren malignen hämatologischen Formen 

der Leukämie, wie ALL (akute lymphatische Leukämie) und NHL (Non-Hodgkin-Lymphom) 

angewendet [16Έ18]. 

 

In den darauffolgenden Jahren häufen sich die Berichte von weiteren Behandlungserfolgen. 

Sowohl bei angeborenen monogenen Erbkrankheiten als auch bei verschiedenen onkologischen 

Erkrankungen konnten Gentherapeutische Arzneimittel erfolgreich Anwendung finden [19]. 

Das erste in der Europäischen Union zugelassen Gentherapeutikum war Glybera® (Alipogene 

tiparvovec). Es wurde im Oktober 2012 für die Behandlung der äußerst seltenen Erbkrankheit 

Lipoprotein-Lipase-Defizienz (LPLD) zugelassen. In Deutschland leben weniger als 50 

Menschen mit dieser Erkrankung, bei der es bedingt durch eine Genmutation zum Verlust eines 

regulatorischen Enzyms für den Abbau von Nahrungsfetten kommt. Bereits fünf Jahren nach 

der Zulassung hat der Hersteller uniQure Glybera® 2017 wieder vom Markt genommen. Das 

sehr kleine Patientenkollektiv und die enorm hohen Therapiekosteten von rund 1.000.000 ú pro 

Patient machten es wirtschaftlich nicht lukrativ [20]. 

 

Ungeachtet dieses Niederschlags steigt das Interesse der Pharmazeutischen Industrie und der 

universitären Einrichtungen an Gentherapeutischer Forschung seit nunmehr 10 Jahren 
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ununterbrochen an. Abbildung 1.2 veranschaulicht das rasant steigende Volumen an 

Gentherapeutischen Arzneimitteln, die sich bis 2018 in den präklinischen Studien befanden.  

 

 

Abbildung 1.2: Volumen der Gentherapeutischen Arzneimittel, die sich in der präklinischen 

Vorregistrierungsphase befinden (1995ï2018) [21] 

 

In der klinischen Anwendung spielen Gentherapeutische Arzneimittel bis heute jedoch nur eine 

sehr untergeordnete Rolle, die nur einem sehr kleinen Patientenkollektiv zugutekommen. In 

Abbildung 1.3 wird eine zeitlich eingeordnete Übersicht, der in der EU zugelassene 

Gentherapeutika dargestellt. Eine Akkumulation der Zulassungen, vor allem in den letzten 

Jahren, zeigt den zunehmenden Erfolg dieser Art von Arzneimittel. Um jedoch das enorme 

Potenzial auszuschöpfen, welches uns die Gentherapie bereithält, bedarf es weiterer intensiver 

Forschungsbemühungen. Die Therapie muss zielgerichteter, effektiver, verträglicher und vor 

allem wirtschaftlicher werden, um ihre adäquate Rolle in der klinischen Anwendung zu 

bestreiten [22]. 

 

Aufgeführt werden muss in diesem Zusammenhang jedoch, dass das Covid-19 Vakzin 

Comirnaty® der Hersteller BioNTech und Pfizer das weltweit umsatzstärkste Arzneimittel im 

Jahr 2021 war und wohl auch 2022 werden wird [23]. Aufgrund der eingangs beschriebenen 

Klassifizierungskriterien wird es aber nicht den Gentherapeutika zugeordnet, obgleich die der 

Vakzin-Entwicklung zugrunde liegende Forschung aus der Entwicklung diverser 
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Gentherapeutika übernommen ist. Es ist jedoch ein eindrucksvolles Beispiel, wie schnell sich 

durch veränderte Gegebenheiten ein disruptiver Umschwung im Arzneimittelmarkt beobachten 

lässt.  

 

 

Abbildung 1.3: Zeitstrahl von den in der EU-Zulassungen Gentherapeutischen Arzneimittel. 

Berücksichtigt sind die Jahre 2010 bis 2022. Nach Angaben des Paul-Ehrlich-Institut. 
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1.1 Somatische Gentherapie  
 

Unter somatischer Gentherapie versteht man den Transfer von therapeutischen Genen in 

Körperzellen, die nicht den Fortpflanzungszellen zugehörig sind. Sie steht im Gegensatz zu der 

Keimbahntherapie, die nur auf Fortpflanzungszellen, zu denen Spermatozoen, Eizellen und 

deren Vorläuferzellen gehören, ausgerichtet ist. Die Auswirkungen der somatischen 

Gentherapie beschränken sich dadurch ausschließlich auf den behandelten Patienten selbst, 

nicht aber auf dessen Nachkommen. Nur durch die Keimbahntherapie kann es zu dauerhaften 

Veränderungen des Genoms kommen, die vererbbar sind und somit auch Auswirkungen auf 

das Leben zukünftiger Generationen haben können [24Έ26]. Durch die nicht absehbaren Folgen 

für spätere Generationen ist in Deutschland ausschließlich die somatische Gentherapie erlaubt. 

Genetische Veränderungen von Keimbahnzellen sind aus ethischen Gründen nur an 

Tiermodellen möglich [27,28]. Angesichts der gesetzlichen Rahmenbedingungen ist es nicht 

überraschend, dass sich alle zuvor beschriebenen Forschungsbemühungen und daraus 

entstandenen Zulassungen Gentherapeutischer Arzneimittel auf den Bereich der somatischen 

Gentherapie beschränken. 

 

Greift man den einleitenden Gedanken der veränderten Welt aller Gattaca auf, ist die Aufteilung 

der Gentherapie in diese beiden Unterkategorien von entkräftender Bedeutung, wirkt sich die 

genetisch Veränderung der somatischen Gentherapie doch nur auf den behandelten Patienten 

selbst und nicht auf dessen Nachkommenschaft aus [29]. Die düsteren Befürchtungen der 

Filmemacher können an diesem Punkt also klar entkräftet werden. 

 

1.2 In-vivo und ex-vivo  
 

Ein weiteres Unterscheidungskriterium in der Gentherapie ist die Umgebung, in der die 

Transfektion stattfindet. Je nachdem wird zwischen zwei technischen Verfahren unterschieden. 

Bei der in-vivo Therapie findet die Transfektion der Zellen im Patienten selbst statt. Die 

Gentherapeutischen Vektoren werden dem Patienten appliziert, dort findet dann die 

Transfektion der adressierten Zellen statt, die zu der gewünschten therapeutischen Wirkung 

führt. Die Applikation kann hierbei entweder in das Zielgewebewebe direkt oder über andere 

Applikationswege letztlich über den Blutkreislauf erfolgen. Am geläufigsten ist die Injektion 

in die Blutbahn, aber auch die pulmonale Applikation mit einem elektrischen Vernebler ist 
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möglich, stellt aber entsprechende Ansprüche an das verwendete Vektorsystem [30,31]. 

Generell sind die Anforderungen an die Vektoren bei der in-vivo Therapie besonders hoch, da 

diese hierbei in direktem Kontakt mit dem Patient stehen und Komplikationen so unmittelbare 

Auswirkungen für den Patienten haben. Neben der Verträglichkeit müssen vor allem die 

Anforderungen der jeweiligen Applikation und Stabilität bei der vorangegangenen Lagerung 

Berücksichtigung finden [32Έ35]. 

 

 

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Unterschiede von ex-vivo und in-vivo 

Gentherapie am Beispiel der Applikation von Lipopolyplexen als Gentherapeutischer Vektor.  

 

Bei der ex-vivo Therapie erfolgt die Transfektion der Zellen unter Laborbedingungen in Kultur. 

Sie findet also außerhalb des menschlichen Körpers statt. Einen übersichtlichen Vergleich soll 

hier Abbildung 1.4 liefern. Dazu werden dem Patienten entweder selbst (autolog) oder einem 

passenden Spender (allogen) die entsprechenden Zellen im Vorfeld entnommen und 

vervielfältigt. Die Modifikation mit dem Gentherapeutischen Vektor erfolgt dann in Zellkultur. 

Nach der erfolgreichen Transfektion der Zellen werden diese dem Patienten wieder reappliziert 

[36]. Die Anforderungen an den Vektor selbst sind bei diesen Verfahren vergleichsweise 

gering, da es zu keinem direkten Kontakt zwischen Vektor und Patient kommt. Außerdem 

ermöglicht dieses Verfahren, dass die Effektivität der Transfektion vor der Applikation 

überprüft werden kann oder Reinigungsschritte durchgeführt werden können. Sollte es 

beispielsweise zum Auftreten von Komplikationen bei der Transfektion kommen, so kann die 

Therapie einfach mit neuen Zellen wiederholt werden.  
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Voraussetzung für die ex-vivo Therapie ist, dass die Zellen, zumindest temporär, in Kultur 

gehalten werden können. Durch intensive Forschungsanstrengungen und kontinuierliche 

Verbesserungen der Nährmedien und Kulturhaltung ist das heute bei einer Vielzahl von 

Zelllinien möglich. Als besonders prädestiniert hervorzuheben sind hier die Hämatocyten, da 

sie von Natur aus außerhalb eines Zellverbands in einem Flüssigmedium leben. Aber auch 

einige Stammzellen aus Ăfestenñ Geweben konnten an das Wachstum in zum Teil sehr 

speziellen Kulturgefäßen adaptiert werden [37]. 

 

Beispiele für in der EU zugelassene ex-vivo Gentherapeutika sind die zuvor beschriebene CAR-

T Zelltherapie oder  die ADA-SCID Therapie [38,39]. Weitere sollen in naher Zukunft folgen. 

Letztendlich bleiben jedoch mehrere Hindernisse bestehen, die gegen eine breite Anwendung 

der ex-vivo Gentherapie sprechen. Die Herstellung der entsprechenden Arzneimittel ist durch 

die hohen Anforderungen an die Produktionsstätte, den hohen Bedarf an Fachpersonal und der 

entsprechenden Geräteausstattung sehr kostenintensiv. Des Weiteren ist die Durchführung der 

Therapie selbst und die nötige Anamnese im Vorfeld sehr zeitintensiv. Jeder Patient benötigt 

ein individuelles, auf ihn abgestimmtes und extra produziertes Arzneimittel. Durch den hohen 

Aufwand, der mit der Lukrativität für die Hersteller im Ungleichgewicht steht, nimmt in 

Zukunft wohl vor allem die in-vivo Gentherapie einen immer dominanteren Stellenwert ein. 

Besonders die vielversprechenden Ansätze, die unter dem Begriff ĂGenom-Editingñ 

zusammengefasst werden, gewinnen immer mehr an Relevanz für die klinischen Praxis [40]. 

 

1.3 Virale Vektoren 
 

Von Natur aus ist ein Virus darauf ausgerichtet, sein genetisches Material möglichst effektiv in 

seine Wirtszelle einzuschleusen und dort vervielfältigen zu lassen. Ihre über Jahrmillionen 

evolutionär optimierten Fähigkeiten als natürliche Genfähren sind der Grund, warum Viren als 

erste genetische Vektoren Verwendung fanden.  

 

Um ihn therapeutisch nutzen zu können, wird dem Virus seine virale Nukleinsäure-

Komponente entnommen und gegen das therapeutische Gen bzw. die therapeutische RNA 

ausgetauscht. Infolge werden von den transfizierten Zellen keine neuen Viren produziert, 

sondern die eingebrachte DNA/RNA prozessiert. Die hohe Effektivität viraler Vektoren ist in 

diversen klinischen Studien belegt [41Έ43].  
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Aktuell gibt es mehrere zugelassene, auf viralen Vektoren basierte Gentherapeutika in der EU 

[44]. Für die Gentherapeutische Forschung haben sich vor allem Retroviren, Lentiviren, 

Adenoviren und Adeno-assoziierte Viren bewährt. Je nach Anwendungsgebiet und den daraus 

resultierenden Anforderungen an den Vektor, wie Effizienz, Transgenexpression, Einfachheit 

der Produktion, Sicherheit, Toxizität und Stabilität wird zwischen den verschiedenen 

Virenarten entschieden [45,46]. Eine Übersicht soll hier Tabelle 1.1geben. 

 

  Tabelle 1.1 

Virale Vektoren in der Gentherapie 

 Adenovirus Lentivirus Retrovirus AAV  

Virales Genom dsDNA ssRNA ssRNA ssDNA 

Beladungsmenge 7,5kb (*30 kb) 9 kb 9 kb <5 kb 

Integration in 

Genom 

Nein  Ja Ja Nein **  

Übersicht über die Eigenschaften von viralen Vektoren, die in der Gentherapie Verwendung 

finden [47]. 

* 30 kb bei ñentkerntemò Adenovirus. 

** native AAVs (Adeno-assoziierte Viren) können in das Genom integrieren. 

 

Nachteile der viralen Vektoren sind neben der limitierten Beladungsmenge vor allem das Risiko 

von übermäßigen Reaktionen des Immunsystems. Viren wirken charakteristisch immunogen, 

was gerade für Therapien mit Mehrfachapplikation schwerwiegende Komplikationen mit sich 

bringen kann [48Έ50]. Die Immunantwort auf den Vektor kann so schwerwiegend ausfallen, 

dass es sogar zum Tod des Patienten kommen kann. 1998 kam es im Rahmen einer klinischen 

Gentherapiestudie in Folge einer solch schweren Überreaktion auf einen adenoviralen Vektor 

zum Tod eines Probanden [51]. Auch eine Insertionsmutagenese der Virus-DNA in das 

menschliche Erbgut ist ein mögliches Risiko, dass bei einer sorgsamen Kosten-Nutzen 

Bewertung Beachtung finden sollte [52].  
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1.4 Nicht-Virale Vektoren 
 

Um die immunologischen Probleme, die bei der Verwendung viraler Vektoren aufgetreten sind, 

zu umgehen, hat sich die Forschung schon früh mit der Entwicklung nicht-viraler 

Trägersysteme befasst. Wesentliche Vertreter dieser Gruppe sind kationische Polymere, Lipide, 

Nano- und Micropartikel oder verschiedene Kombinationen untereinander. [53]. Diese 

alternativen Vektoren besitzen keine virale Komponente, wodurch das Risiko von 

Immunreaktionen deutlich verringert wird. Auch die vielfältigen Möglichkeiten der 

Modifikation sind ein spezifischer Vorteil. Da nicht-virale Vektoren grundsätzlich de novo 

synthetisiert werden, kann durch die Auswahl der entsprechenden Komponenten vielseitig 

Einfluss auf die späteren Eigenschaften des Vektors genommen werden. Vor allem mit Blick 

auf gezielte Ădrug targetingñ Strategien ergeben sich hier klare Vorteile, soll die Therapie doch 

möglichst auf eine bestimmte, Ăerkrankteñ Zellgruppe ausgerichtet sein. Außerdem können die 

Trägersysteme entsprechend der späteren Verwendung bezüglich ihrer Eigenschaften wie 

Beladungsmenge, Größe und Struktur hergestellt werden [54].  

 

Die neue Entwicklung dieser Vektoren praktisch de novo und ihre Verbesserung vor allem 

hinsichtlich ihrer Transfektionseffizienz waren ein kontinuierlicher Prozess, der seine Zeit 

forderte. So erzielten nicht-virale Trägersysteme in ihren Anfängen weitaus niedrigere 

Transfektionsraten als ihre viralen Kontrahenten [55,56]. Angesichts der Jahrmillionen viraler 

Evolution und Optimierung ist dieser Umstand aber nicht verwunderlich. Durch das intensive 

globale Forschungsinteresse in den letzten zwei Dekaden folgten zahlreiche Verbesserungen 

und Weiterentwicklungen der nicht-viralen Trägersysteme, die die Effizienz und die 

Modifikationsmöglichkeiten Schritt für Schritt vorangetrieben haben. Besonders hinsichtlich 

der spezifischen Selektion der Zielzellen, erhöhter Stabilität und dem Schutz vor Abbau kam 

es zu eindrücklichen Fortschritten [57Έ59].  

 

Ein weiterer wichtiger Gesichtspunkt im Hinblick auf den erfolgreichen Übergang von 

Forschung in anwendbare Praxis erschließt sich aus der Möglichkeit des unkomplizierten 

Upscalen der Herstellungsmethode vom Labor in den großtechnischen Maßstab [60]. Letztlich 

ist die Wirtschaftlichkeit der Therapie für den Hersteller der entscheidende Motivationsgrund, 

um überhaupt die zur Erforschung notwenigen monetären Zuwendungen zur Verfügung zu 

stellen. Sowohl die einfachere großtechnische Herstellung als auch der wesentlich geringere 
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regulatorische Aufwand der für den sicheren Umgang mit  viralen Vektoren betrieben werden 

muss, senken die Therapiekosten für nicht-virale Vektoren vergleichsweise deutlich [61]. 

 

1.4.1 Liposomen 

Liposomen besitzen eine Reihe von Eigenschaften, die sie als Vektoren für die Gentherapie 

prädestinieren. Ihre Herstellung kann mit geringem Material- und Zeitaufwand erfolgen. Sie 

besitzen eine hohe Biokompatibilität und können mit einer Vielzahl an Medikamenten, 

Nukleinsäuren und Diagnostika beladen werden [62,63]. Liposomen werden spontan durch die 

sphärische Anordnung von Phospholipiden in einem wässrigen Milieu gebildet. Die 

verwendeten Lipide charakterisieren sich durch eine hydrophile, polare Kopfgruppe an einer 

hydrophoben Kohlenstoffkette. Liposomen können wasserlösliche Wirkstoffe in ihrem 

hydrophilen Kern und wasserunlösliche Stoffel in ihrer Lipidmembran einschließen [64,65]. 

Besonders Nukleinsäuren können durch elektrostatische Wechselwirkung effizient in 

Liposomen verkapselt werden, diese Komplexe werden als Lipoplexe bezeichnet. Zu ihren 

Charakteristika wurde bereits eine Vielzahl von wissenschaftlichen Arbeiten veröffentlicht, 

weshalb auf eine gute Datenlage bezüglich Einschlusseffizienz und Freisetzungsmechanismen 

zurückgegriffen werden kann [66]. 

 

Für die Herstellung von Lipoplexen hat sich vor allem die Verwendung von kationischen 

Lipiden mit einer positiv geladene Kopfgruppe bewährt. Diese können die negativ geladenen 

Nukleinsäuren besonders effizient komplexieren. Beispiele hierfür sind DPPC (1,2-

Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin), DOTAP (1,2-Dioleoyl-3-

trimethylammoniumpropan) und DOTMA (1,2-Di-O-octadecenyl-3-

trimethylammoniumpropan) [67Έ69] . Allerdings sorgt die kationische Ladung auch teils für 

eine unspezifisch Bindung an Serumproteine, wodurch es zu einem erhöhten Risiko von 

toxischen Nebenwirkungen bei der Anwendung am Patienten kommen kann. Daher hat sich die 

Verwendung von Helferlipide wie DOPE (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin) 

[70] oder Cholesterol [71,72], Phosphatidylcholinen [73,74] oder PEGlierten Lipiden bewährt, 

die sich in die Doppelmembran der Liposomen einlagern [75,76]. Durch diese Modifikationen 

wird die Oberflächenladung der kationischen Lipide und somit auch das Interaktionspotenzial 

mit dem Retikuloendothelialen-Systems (RES) reduziert, wodurch es zu einer Verlängerung 

ihrer Halbwertszeit sowie Verringerung ihrer Toxizität kommt [77].  
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Eine klare Stärke von Liposomen ist die Vielzahl an Modifikationsmöglichkeiten, die durch die 

Struktur der Lipide ermöglicht wird. So können gezielt einzelne Prozesse, wie die Aufnahme 

in die Zelle oder die intrazelluläre Wirkstofffreisetzung beeinflusst werden. Abbildung 1.5 

bietet eine komprimierte Übersicht über verschiedene Wege der liposomalen 

Wirkstofffreisetzung. 

 

 

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung von verschiedenen Wegen der liposomalen 

Wirkstofffreisetzung. Liposomen können spezifisch (a) oder unspezifisch (b) an der 

Zelloberfläche adsorbieren oder mit der Zellmembran verschmelzen (c), um anschließend ihren 

Inhalt in das Zytoplasma freizusetzen. (d) zeigt die Destabilisierung des adsorbierten Liposoms 

durch Zellmembrankomponenten, der freigesetzte Wirkstoff kann die Zellmembran 

anschließend durch Mikropinozytose passieren. Liposomen können direkt oder 

Transferprotein-vermittelt Lipidkomponente mit der Zellmembran austauschen (e) oder über 

spezifische oder unspezifische Endozytose in die Zelle aufgenommen werden (f). Das Endosom 

wird anschließend zum Lysosom, aus dem die Wirkstofffreisetzung erfolgt (g), oder es folgt 

eine Endosomen-Destabilisierung (h), in dessen Folge es zur Lyse der Membranen kommt [62]. 

 

Der große Nachteil der Lipoplexe ist ihre vergleichsweise geringe Transfektionseffizienz, die 

vor allem auf Defizite bei der effizienten Wirkstofffreisetzung zurückzuführen ist. Da dies als 

eigentliche Kernkompetenz von Gentherapeutischen Vektoren verstanden wird, hat sich deren 

Verwendung für therapeutische Zwecke oftmals nicht durchgesetzt [78]. 
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1.4.2 Kationische Polymere 

Durch die Verwendung von kationischen Polymeren hat man einen Meilenstein bezüglich der 

Transfektionseffizienz unter den nicht-viralen Trägersystemen gesetzt. Die verwendeten 

Polymere besitzen ein stickstoffreiches Grundgerüst mit unterschiedlich stark ausgeprägter 

Verzweigung, wodurch sie bei physiologischem pH-Wert eine positive Ladung tragen. 

Aufgrund dieser positiven Ladung sind kationischen Polymere in der Lage, negative geladene 

Nukleinsäuren durch elektrostatische Wechselwirkungen zu komplexieren. Diese Komplexe 

nennt man Polyplexe [79Έ81]. Aufgrund eines positiven Ladungsüberschusses nach der 

Komplexierung besitzen Polyplexe die Fähigkeit, an negativ geladene Oberflächenstrukturen 

von Zellenmembranen zu adhärieren und schließlich durch Endozytose in den Intrazellularraum 

zu gelangen. 

 

 

Abbildung 1.6: Synthese von bPEI und lPEI aus den jeweiligen Ausgangsstoffen Aziridin oder 

2-Ethyl-2-Oxazolin. 

 

Poly-L-Lysin (PLL) war das erste kationische Polymer, das für die DNA-Transfektion 

eingesetzt wurde [82]. Der wohl prominenteste und vielversprechendste Vertreter aus der 

Gruppe der kationischen Polymere ist aber Polyethylenimin (PEI). Strukturell unterscheidet 

man zwei unterschiedliche Arten von PEI. Verzweigtes PEI (bPEI) wird durch säurekatalysierte 

Polymerisation von Aziridinmonomeren synthetisiert, wodurch es zur zufälligen, netzartigen 

Verknüpfung der einzelnen Polymere kommt. Komplementär dazu entsteht lineares PEI (lPEI) 
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aus der Polymerisation von 2-Ethyl-2-Oxazolin Monomeren, die sich kettenförmig 

aneinanderreihen. Eine strukturelle Darstellung ist in Abbildung 1.6 gegeben. 

 

Sowohl bPEI als auch lPEI besitzen charakteristisch protonierbare Amingruppen an jeder 

dritten Position im Molekül, wodurch sie eine hohe kationische Ladungsdichte besitzen. Diese 

spielt für die Nukleinsäure-Komplexierung eine entscheidende Rolle [83Έ86]. Polyplexe 

können über Endozytose in Endosomen verpackt in die Zielzellen aufgenommen werden. Durch 

den nachfolgenden osmotischen Fluss in das Endosom kommt es zur Ruptur der endosomalen 

Membran und somit zur Freisetzung der Nukleinsäure [87,88]. Der Freisetzungsmechanismus 

selbst ist nicht endgültig aufgeklärt, am häufigsten wird jedoch die These des ĂProtonen-

Schwamm-Effektesñ vertreten, um gerade die herausragende Effizienz von PEI im Vergleich 

zu anderen Polymeren zu erklären. Der ĂProtonen-Schwamm-Effektñ postuliert, dass Protonen 

von vesikulären ATPasen in das Endosom gepumpt werden, in dessen Folge es zum Einstrom 

von Chloridionen und Wasser kommt. Dieser Einstrom führt zur osmotischen Schwellung und 

letztlich zur Ruptur des Endosoms, wodurch das Genmaterial freigesetzt wird [89]. Unstrittig 

und in einer Vielzahl von Arbeiten beschrieben, ist die bemerkenswerte Effizienz von PEI als 

Gentherapeutischer Vektor [90Έ93]. Ein limitierender Faktor für den Einsatz von Polyplexen 

ist der Konflikt zwischen Transfektionseffizienz und Toxizität. Niedermolekulares PEI besitzt 

im Allgemeinen eine geringere Zelltoxizität. Bei der Verwendung von PEI mit einem höherem 

Molekulargewicht lässt sich neben der höheren Transfektionseffizienz aber auch eine 

gesteigerte Toxizität beobachten [94]. 

 

1.4.3 Lipopolyplexe 

In den letzten Jahren hat sich eine neue Generation der nicht-viralen Trägersysteme in den 

Fokus der Forschung gedrängt. Durch die Verkapselung der zuvor beschriebenen 

Vektorsysteme aus kationischen Polymeren (Polyplexe) mit einer Lipiddoppelschicht erhält 

man Lipopolyplexe. Abbildung 1.7 bietet eine strukturelle Übersicht. Durch die Kombination 

der bekannten Polyplexe mit Liposomen ist eine Fusion der positiven Eigenschaften beider 

Systeme gelungen. Die gute Biokompatibilität, einfache Oberflächenmodifikation, geringe 

Zytotoxizität und hohe zelluläre Aufnahme sind Eigenschaften, die von Seiten der Lipoplexe 

übernommen wurden. Die effiziente Kondensation von Nukleinsäuren, die umfangreiche 

intrazelluläre Freisetzung und folglich auch die hohe Transfektionseffizienz sind 

Eigenschaften, die den Polyplexen zuzuschreiben sind [95Έ97]. Zusätzlich verhindert die 
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Lipiddoppelschicht der Lipopolyplexe sowohl Wechselwirkung mit anionischen Bestandteilen 

des Blutserums und sorgt somit für eine verlängerte Stabilität nach intravenöser Applikation als 

auch die spontane Aggregationen untereinander, wodurch die biologische Aktivität für längere 

Zeiträume gewährleistet werden kann [98Έ100].  

 

 

Abbildung 1.7: Strukturelle Darstellung des Aufbaus, der Beladung und der Modifikation von 

PEI-basierten Lipopolyplexen. (a) Aufbau von Polyplexen aus verzweigtem oder linearem PEI 

mit DNA/RNA. (b) Aufbau von Lipopolyplexen aus den kationischen Lipiden DOPE (1,2-

Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin) und DPPC (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphocholin) mit Cholesterol. (c) Lipopolyplexe aus PEG-lierten Liposomen durch 

Verwendung von DSPE-PEG (1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphorylethanolamin) konjugiert 

mit Polyethylenglykolketten. (d) Umgekehrte Lipopolyplexe, bei denen die Polyplexe kovalent 

an hydrophobe Anker (z. B. Triamcinolonacetonid) gebunden sind. (e) Lipopolyplex mit 

Zielliganden (z. B. Antikörper, Transferrin, Aptamere), die durch modifizierte Lipide über 

Polyethylenglykol (PEG) an die Oberfläche konjugiert sind. 
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Durch geringfügige Veränderungen der verschiedenen Herstellungsparameter wie 

Inkubationszeit im Ultraschallbad oder Porengröße der verwendeten Extrudermembran lässt 

sich der Durchmesser der Lipopolyplexe gut regulieren. Besonders zum gezielten Adressieren 

bestimmter Zellentypen durch Passives Drug Targeting wie es in der Krebstherapie zum Einsatz 

kommt, ist das ein klarer Mehrwert. Durch die Gewebeveränderung infolge einer onkologisch 

induzierten, expansiven Zellproliferation kommt es zu einer gesteigerten Permeabilität und 

Retention der Vektoren im tumorösen Gewebes. Durch diese Lücken im Endothel können 

Nanopartikuläre Systeme, die im Größenbereich um 200 nm liegen, aus den Blutgefäßen in das 

erkrankte Gewebe gelangen, wohingegen der Austritt in gesundes Gewebe durch das 

geschlossene Endothel verhindert wird [101Έ104]. Darüber hinaus ermöglicht die modulare 

Architektur der Lipopolyplexe eine Reihe von Modifikationsmöglichkeiten an ihrer 

Oberfläche. Beispielsweise können Polyethylenglycol, Antikörpern und deren Fragmente, 

Peptiden, Proteinen, Glykoside und Aptameren angeknüpft werden, ohne die Struktur der 

Polyplexe im Inneren der Doppelmembran zu verändern oder die Integrität der Lipidhülle zu 

beeinträchtigen [105,106].  

 

Die aufgeführten Stärken und mannigfaltigen Modifikationsmöglichkeiten machen 

Lipopolyplexe zu vielseitigen und effizienten Transportsystemen für den Einsatz in der 

onkologischen Gentherapie. Nicht nur im Vergleiche mit nicht-viralen Vektoren besitzen 

Lipopolyplexe eine herausragende Transfektionseffizienz, die sie zum hoffnungsvollen 

Anwärter für zukünftige Therapiekonzepte macht [107]. 

 

1.4.4 Feste Nanopartikel 

DNA an feste Nanopartikel zu binden, um sie so in die Zelle zu transportieren ist vor allem im 

Zusammenhang mit der ballistischen Injektion als neues Verfahren zur gentherapeutischen 

Applikation entstanden. Es ist daher auch nicht verwunderlich, dass für die Herstellung der 

ersten Vertreter aus der Gruppe der ĂNanoplexeñ, Materialien mit einer hohen Dichte 

verwendet wurden. Vor allem metallische Nanopartikel aus Wolfram, Eisen oder Gold sind hier 

aufzuführen. An die Oberfläche dieser Trägermaterialien lassen sich eine Vielzahl von 

Molekülen, darunter auch Nukleinsäuren, adsorbieren oder binden und so in die Zelle 

verbringen [108Έ111].  
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Im Vergleich zu kationische Trägersystemen verhalten sich Nanoplexe weitgehend inert und 

allgemein unproblematisch hinsichtlich zytotoxischer Reaktionen. Außerdem besitzen sie eine 

ausgeprägte physikalische Stabilität, was sie beispielsweise im Vergleich zu Liposomalen 

Trägersystemen für bestimmte Applikationsformen prädestiniert. Auch gegenüber thermischer 

Belastung weisen Nanopartikel eine hohe Stabilität auf, wodurch sie sehr einfach sterilisiert 

werden können. Vor allem im Hinblick auf eine spätere kommerzielle Nutzung ist dieser Punkt 

als wesentlicher Vorteil zu verstehen [112,113].  

 

Das große Defizit der Nanoplexe ist ihre niedrige Transfektionseffizienz. Da die damals 

verwendeten Metalle nicht biologisch abbaubar waren, kommt es zu einer geringeren 

Freisetzung der Nukleinsäuren im Zytosol [114]. Im Laufe der Jahre hat sich der 

Forschungsschwerpunkt in diesem Themengebiet von der ballistischen Applikation vor allem 

auf das endozytäre Einbringen der Trägersysteme in die zu transfizierenden Zellen verlagert. 

Durch verschiedene Modifikationen wurden hier vornehmlich Gold-Nanopartikel zu effektiven 

Vektoren weiterentwickelt und die zuvor beschriebenen Defizite bei der Nukleinsäure-

Freisetzung überwunden. Durch die Kombination von Gold-NP mit Polyethylenimin wurde 

beispielsweise eine Steigerung der Transfektionseffizienz um das 6-8 fache im Vergleich zu 

den entsprechenden Polyplexen beschrieben [115,116]. 

 

Auch Silica-Nanopartikel sind vor allem aufgrund ihrer einfach zu modifizierenden Oberfläche 

und hohen Biokompatibilität bei der Herstellung von Nanoplexen im Fokus der Wissenschaft. 

Zahlreiche Arbeiten belegen die Effizienz dieser Trägersysteme und ihr Potenzial für die 

Gentherapie [117Έ121].  

  



- 22 - 

 

2 Zielsetzung 
 

Das grundsätzliche Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von effizienten Vektoren für den 

Einsatz in der Gentherapie. Dafür werden nachfolgend drei Projekte beschrieben, in denen wir 

unterschiedliche Ansätze verfolgen jeweils mit dem Ziel, eine effizientere Behandlung von 

onkologischen Erkrankungen zu ermöglichen. Die nachfolgende Arbeit unterteilt sich daher in 

mehrere Kapitel, in denen die einzelnen Projekte jeweils gesondert behandelt werden. 

 

2.1 Zielsetzung Projekt 1: Polyethylenimin-Silica-

Nanopartikel 
 

Ziel des 1. Projekts, das in Kapitel 4 beschrieben wird, war die Herstellung und 

Charakterisierung eines Transfektionssystems auf Basis von Silica-Nanopartikeln in 

Kombination mit niedermolekularem Polyethylenimin. Durch die Verknüpfung dieser zwei 

etablierten Systeme aus der Gruppe der nicht-viralen Vektoren soll eine Optimierung im 

Vergleich zu Nanoplexen und Polyplexen vor allem hinsichtlich entscheidender Eigenschaften 

wie Transfektionseffizienz, Stabilität und Toxizität erzielt werden. 

 

Silica-basierte Nanoplexe haben in der Vergangenheit Defizite bei dem Schutz der eingesetzten 

Nukleinsäuren auf dem Weg in die Zelle gezeigt, sodass diese von Nukleasen abgebaut wurden. 

Durch die Komplexierung mit PEI soll dieser Vorgang verhindert werden. Weiterhin streben 

wir durch die Verknüpfung beider Trägersysteme eine Verringerung von toxischen 

Nebenwirkungen an, die sich durch die Abnahme der Reaktionsintension zu den Zellen des 

Immunsystems ergeben soll. Beide Optimierungen sollen letztendlich zu einer Steigerung der 

Transfektionseffizienz und damit der Wirksamkeit unseres Vektors führen. Auch in Hinblick 

auf die spätere Lagerungsstabilität erwarten wir durch die Komplexierung eine Verbesserung. 

 

Um die beschriebenen Ziele zu erreichen ist die optimale Verhältnismäßigkeit der jeweiligen 

Bestandteile des Vektors von enormer Bedeutung. Durch die Beeinflussung unterschiedlicher 

Zusammensetzungen auf Charakteristika wie Größe, Toxizität und Transfektionseffizienz muss 

erörtert werden, welche Formulierung zu dem besten Ergebnis führt. Außerdem soll der Vektor 

bezüglich seiner Charakteristika mit Polyplexen als etabliertes Transfektionssystem verglichen 

werden um Stärken und Schwächen zu erkennen. 
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2.2 Zielsetzung Projekt 2: Biolumineszenz induzierte 

PDT 
 

Das 2. Projekt, das in Kapitel 5 beschrieben wird, befasst sich mit der Entwicklung und 

Charakterisierung eines Trägersystems zur selbstinduzierten PDT. Für die intrazelluläre 

Aktivierung des Photosensitizers sollen die Zielzellen hierfür durch Transfektion zur 

Biolumineszenz befähigt werden. In die liposomale Hülle des Transfektionssystems wollen wir 

den PS direkt einarbeiten, sodass später nur ein Trägersystem, das alle benötigten Komponenten 

beinhaltet, appliziert werden muss. 

 

Durch die selbstinduzierte, intrazellulare Aktivierung des PS wollen wir den primären 

limitierenden Faktor der PDT, die geringe Penetrationstiefe des Anregungslichts, umgehen. 

Folglich kann das Anwendungsspektrum dieser innovativen Therapieform auf schwer 

zugängliche und tiefer liegende Gewebe ausgeweitet werden. Für die erfolgreiche Umsetzung 

dieses Projekts müssen jedoch mehrere Hürden bewältigt werden, zum einen muss durch unser 

Vektorsystem die erfolgreiche Transfektion der Zielzellen gewährleistet werden, zum anderen 

muss ein zum BL-System kompatibler PS in entsprechender Menge in die Zielzellen 

transportiert werden und dort durch eine ausreichend hohe Lichtmenge mit passender 

Wellenlänge aktiviert werden, um den umliegenden Zellverbund selektiv abtöten zu können. 

 

Um eine effiziente Transfektion der Zielzellen zu gewährleisten und einen passenden PS in die 

Hülle einarbeiten zu können, haben wir Lipopolyplexe als Vektoren verwendet. Diese haben 

wir mit pCMV-luc und den benötigten Substraten für die BL-Reaktion beladen und den PS 

Hypericin in die Lipiddoppelmembran der Vektorhülle eingekapselt. Durch die 

vielversprechenden Belege aus vorangegangenen Arbeiten, in denen die effiziente Paarung von 

Firefly-Luciferase und Hypericin beschrieben wurde, begründet durch die hohe Kompatibilität 

ihrer Emissions- und Absorptionsspektren und die Kompossibilität mit Lipopolyplexen als 

Vektorsystem, sehen wir großes Potenzial für unsere Formulierung. 

 

Für die Herstellung der Lipopolyplexe benötigen wir Hypericin-Liposomen als Edukt, die wir 

mit Polyplexen aus pCMV-luc komplexieren. Da die Quantenausbeute der BL der kritische 

Faktor für den Erfolg dieser Arbeit ist, werden wir zur Minimierung von möglichen 

Fehlerquellen die Edukte der Luciferase-Reaktion in einer getrennten Zubereitung zu den 
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Zellen gegeben. In einem späteren Schritt werden auch diese durch eine entsprechende 

Verkapslung mit in die Lipopolyplexe verpackt. 

 

2.3 Zielsetzung Projekt 3: Lipopolyplexe als Vektoren 

für MDR1-Silencing 
 

Unser Ziel für das 3. Projekt in Kapitel 6 war die Entwicklung und Charakterisierung eines 

nicht-viralen Trägersystems aus der Gruppe der Lipopolyplexe, der mit einer MDR1-mRNA 

komplementären siRNA beladen werden soll, um möglichst effektiv das MDR1-Gen 

herunterzuregeln. Infolge des MDR1-Knockdowns erwarten wir eine Steigerung der 

Sensitivität gegenüber Zytostatika, die infolge der Resistenzentwicklung durch eine erhöhte 

Genexprimierung von MDR1 verloren gegangen ist. Am Beispiel des Anthracyclin-

Zytostatikums Doxorubicin sollen die Auswirkungen des MDR1-Knockdowns auf dessen 

Wirksamkeit überprüft werden. Auch die mögliche Beeinflussung auf andere Eigenschaften 

wie Zellproliferation und -metastasierung sollen überprüft werden.  

 

Lipopolyplexe wurden bereits in der Vergangenheit in zahlreichen wissenschaftlichen Arbeiten 

als hoch effektive Transportsysteme zum Verbringen von Nukleinsäuren in Zellen beschrieben. 

In Anlehnung daran sind sie auch für uns das Vektorsystem der Wahl, um sie nach 

Komplexation der entsprechenden siRNA zur RNA-Interferenz zu Verwenden. 

 

Nach der Herstellung der Lipopolyplexe sollen diese hinsichtlich ihrer physikochemischen 

Eigenschaften sowie Transfektionseffizienz und Toxizität charakterisiert werden. 

Anschließend wollen wir die Effektivität des MDR1-Knockdowns durch unsere Lipopolyplexe 

quantifizieren, sowie dessen Auswirkungen auf verschiedene Charakteristika wie 

Zellmigration, -invasion und -kolonisation bestimmen. Letztlich soll die Auswirkung der 

Reduzierung von MDR1 auf die Sensitivität gegenüber dem Modellzytostatikum Doxorubicin 

bestimmt werden. Hierdurch sollen perspektivische Lösungsansätze für die in der klinischen 

Praxis rasant zunehmende Ausbreitung von Zytostatikaresistenzen geschaffen werden. 
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3 Material  und allgemeine Methoden 
 

3.1 Verwendetes Material 
 

In den nachfolgenden Tabellen sind alle Geräte, Materialien und Stoffe unter Nennung ihrer 

entsprechenden Bezugsquelle aufgelistet, die für diese Arbeit verwendet wurden. 

 

  Tabelle 3.1 

Verwendete Geräte 

Bezeichnung Bezugsquelle 

Analysenwaage, Sartorius Secure Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Eppedorf Pipette 100-1000 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Pipette 10-200 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Pipette 1-10 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Multikanal Pipette Pipet-Lite XLS L8-300 Mettler Toledo, Gießen, Deutschland 

Multikanal Pipette Pipet-Lite XLS L12-300 Mettler Toledo, Gießen, Deutschland 

Mettler Toledo Seven Easy Ph Meter Mettler Toledo, Gießen, Deutschland 

Glasrundkolben 5 ml Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Glasrundkolben 20 ml Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Durchlichtmikroskop Axioskop Carl Zeiss Microsocpy, Jena, Deutschland 

Inkubationsschüttler, IKA KS 4000 IKA -Werke, Staufen, Deutschland 

Kontaktthermometer IKA -Werke, Staufen, Deutschland 

Kryo-Elektronenmikroskop JSM 7500F JEOL, Akishima, Japan 

Pneumatischen Eierstempel Schuett-Biotec GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Rasterelektronenmikroskop EVO HD15 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, 

Deutschland 

Sputter Coater Q150R ES  Quorum Technologies Ltd, East Grinstead, 

Vereinigtes Königreich 

Malvern Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments, Worcester, England 

JPK Nanowizzard 3 Jpk, Berlin, Deutschland 
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Elektrophorese Netzgerät MP-300V Major Science, Saratoga, Kalifornien, USA 

Elektrophorese Netzgerät LKB 2197 LKB Bromma, Sollentuna, Schweden 

LaboGene Scanlaf Mars 1500 Runner Labogene, Allerød, Dänemark 

Stereomikroskop Stemi 2000-C Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland 

Konfokalmikroskop Zeiss LSM 700 Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland 

Mikroskop Olympus CKX53 Olympus Europa SE & CO. KG, Hamburg, 

Deutschland 

Fluoreszenzlichtquelle| 

Olympus U-HGLGPS | 

Olympus Europa SE & CO. KG, Hamburg, 

Deutschland 

CO2-Inkubator Heracell 150i Thermo Fisher Scientific GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

FluoStar Optima BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland 

Neubauer-Zählkammer Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Olympus R1 SLI Cell Counter Olympus Europa, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Hettich UNIVERSAL 320 R Andreas Hettich GmbH & Co. KG, 

Tuttlingen, Deutschland 

Vortex-Mischer ZX4 Velp Scientifica Srl, Usmate Velate, Italien 

Aerogen Solo Aerogen GmbH, Ratingen, Deutschland 

Aerogen-USB-Steuereinheit Aerogen GmbH, Ratingen, Deutschland 

Wasserbad Köttermann 3048 Köttermann GmbH, Uetze, Deutschland 

Rotationsverdampfer 

Heidolph Laboroto 4001 

Heidolph Instruments, Schwabach, 

Deutschland 

Rotationsverdampfer 

Hei-VAP Core 

Heidolph Instruments, Schwabach, 

Deutschland 

Ultraschallbad Sonorex Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, 

Berlin, Deutschland 

Magnetrührer, IKA®RH basic IKA -Werke, Staufen, Deutschland 

Ultraschallbad Elmasonic P Elma Schmiedbauer GmbH, Singen, 

Deutschland 

Gelelektrophoresezubehör BioRad, Hercules, Kalifornien, USA 

Mini -Extruder Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA 

Rührfisch Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Auflistung aller Geräte, die für die Versuchsdurchführung der Arbeit verwendet wurden 
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  Tabelle 3.2 

Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Bezugsquelle 

Einmalpipettenspitzen, 10 µl, 200 µl, 

1000 µl 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Combitips® advanced-Pipettenspitzen 50 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

HPTLC-Platten Merck, Darmstadt, Deutschland 

Micro Tube 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Objektträger, 76 mm x 26 mm Knittel Gläser, Braunschweig, Deutschland 

Petrischalen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Polykarbonatmembranen 0,2 µm Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Silika Wafer Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Sterilfilter Aufsatz 0,2 µm Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Auflistung aller Verbrauchsmaterialien, die für die Versuchsdurchführung der Arbeit 

verwendet wurden 

 

  Tabelle 3.3 

Verwendete Chemikalien und Ausgangsstoffe 

Bezeichnung Bezugsquelle 

Siliciumdioxid-Nanopartikel Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Levasil® 200/40 AkzoNobel, Offenbach, Deutschland 

Polyethylenimin (verzweigt) 25 kDa BASF, Ludwigshafen, Deutschland 

Polyethylenimin (linear) 2 kDa Polysciences, Eppelheim, Deutschland 

1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-propan Lipoid, Ludwigshafen, Deutschland 

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamin 

Lipoid, Ludwigshafen, Deutschland 

1-[3-(Dimethylamino)-propyl]-piperazin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Aceton Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland 

Cholesterol Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Dimethylsulfoxid Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Essigsäure Merck, Darmstadt, Deutschland 

GelRed Biotium Inc, Kalifornien, USA 

HEPES Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

MTT-Reagenz (3-(4,5-Dimethylthiazol- 

2-yl) -2,5-Diphenyltetrazoliumbromid) 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Natriumhydroxid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Salzsäure 37% Merck, Darmstadt, Deutschland 

Silikonöl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

ROTI Histofix 4 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

DPPC (1,2-Di-palmitoyl-sn-glycero-3-

phosphocholin) 

Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA 

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

phosphoethanolamin) 

Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA 

Cholesterol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Auflistung aller Chemikalien und Substanzen, die für die Versuchsdurchführung der Arbeit 

verwendet wurden 

 

  Tabelle 3.4 

Verwendete Puffer und Reagenzien 

Bezeichnung Zusammensetzung Menge 

DNA-Ladepuffer Glycerol 3,9 ml 

 SDS (10% w/v) 500 ul 

 EDTA (0,5 M) 200 ul 
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 Bromphenolblau 0,025 g 

 Xylencyanol 0,025 g 

 Milli -Q Wasser 10 ml 

Physiologischer Puffer 

(pH 7,4) 

HEPES 0,058 g (=0,15 M) 

 Natriumchlorid 3,375 g (=0,01 M) 

 Milli -Q-Wasser 100 ml 

TAE-Puffer (10x) Tris-HCl 48,4 g (=400 mM) 

 Essigsäure 11,42 ml (=20 mM) 

 EDTA, 0,5 M; pH 8,0 40,00 ml (=20 mM) 

 Milli -Q-Wasser 1 L 

Triton X-100  

(0,1 % v/v) 

Triton X-100 100 µl 

 Milli -Q-Wasser ad 10 ml 

MTT-Reagenz  

(0,2 mg / ml) 

MTT-Reagenz 0,2 g 

 Milli -Q-Wasser ad 100 ml 

Luciferase Assay Reagenz 1M Glycyglycin pH 8,0 2 ml 

 100 mM MgCl2 1 ml 

 500 mM EDTA 20 µl 

 Dithiothreitol (DTT) 50,8 mg 

 Adenosintriphosphat (ATP) 27,8 mg 

 Coenzym A Trilithiumsalz 21,3 mg 

 Tricin 359 mg 

 Milli -Q-Wasser ad 100 ml 

Luciferin-Mix 10mM 1M Glycyglycin pH 8,0 0,47 ml 

 D-Luciferin 50 mg 

 Milli -Q-Wasser ad 15,8 ml 

Auflistung aller Puffer und Reagenzien, die für die Versuchsdurchführung der Arbeit 

hergestellt oder verwendet wurden 
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  Tabelle 3.5 

Verbrauchsmaterialien in der Zellkultur 

Bezeichnung Bezugsquelle 

Cytotoxicity Detection Kit Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 

High Capacity cDNA-Reverse-

Transkriptions-Kit  

ThermoFisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

Quant Studio 3 RT-PCR-Systems Applied Biosystems, Foster City, USA 

PowerUp® SYBR® Green Mastermix ThermoFisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

DMEM, Zellkulturmedium Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Fetales Kälberserum FKS Gibco ThermoFisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

IMDM, Zellkulturmedium Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Trypsin -EDTA für Zellkultur Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Nunc 96-Well Platte Nunc GmbH & Co. KG., Wiesbaden, 

Deutschland 

 Nunc 12-Well Platte Nunc GmbH & Co. KG., Wiesbaden, 

Deutschland 

Nunc 6-Well Platte Nunc GmbH & Co. KG., Wiesbaden, 

Deutschland 

Transwell Einsatz Corning, New York, USA 

Befruchteten Eier Mastkükenbrüterei Brormann, Rheda-

Wiedenbruck, Deutschland 

NanoShuttle-PL® Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

pCMV-GFP Plasmid Factory, Bielefeld, Deutschland 

pCMV-luc Plasmid Factory, Bielefeld, Deutschland 

siMDR1 Eurogentec, Seraing, Belgium 

Triton X-100 BioRad, Hercules, Kalifornien, USA 

Auflistung aller Verbrauchsmaterialien, die für die Versuche in der Zellkultur verwendet 

wurden 
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  Tabelle 3.6 

Verwendete Software 

Bezeichnung Bezugsquelle 

MS-Office 2016 Microsoft, Redmond, USA 

MS-Office 2019 Microsoft, Redmond, USA 

ChemDraw Professional 20.1.1 Perkin Elmar, Waltham, USA 

JPK Data Processing JPK, Berlin, Deutschland 

Origin Pro 9.0 Originlab, Massachusett, USA 

Inkscape 1.2 Inkscape Community 

Citavi 6 Swiss Academic Software, Wädenswil, 

Schweiz 

Auflistung der Software, die für die Auswertung und Umsetzung der folgenden Arbeit 

verwendet wurde 
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3.2 Allgemeine Methoden 
 

In diesem Kapitel sind allgemeine Methoden beschrieben, die wiederholt in verschiedenen 

Versuchsteilen dieser Arbeit Verwendung fanden. Methoden, die nur für ein bestimmtes 

Kapitel relevant waren, werden gesondert in dem jeweiligen Kapitel behandelt. 

 

3.2.1 Liposomenherstellung 

  

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Herstellung von Liposomen mit der 

Filmbildungsmethode und anschließenden Homogenisierung mit einem Extruder. 

 

Die verwendeten Liposomen wurden nach der Filmbildungsmethode [122] hergestellt. 

Abbildung 3.1 gibt eine bildliche Übersicht der einzelnen Schritte der Herstellung. Im Vorfeld 

wurden Stammlösungen der verwendeten Lipide DOPE (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamin), DPPC (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin) und Cholesterol 

mit einer Konzentration von 10 mg / ml in organischem Lösungsmittel hergestellt. Die 



- 33 - 

 

Stammlösungen wurden bei -20 °C gelagert. Als organisches Lösungsmittel wurde ein Gemisch 

aus einem Teil Methanol und zwei Teilen Chloroform verwendet. 

Abbildung 3.2: Struktur der für die Liposomenherstellung verwendeten Lipide DOPE, DPPC 

und Cholesterol. 

 

Zur Herstellung der Liposomen wurde 1 ml des organischen Lösungsmittels in einen 10 ml 

Rundkolben vorgelegt und anteilig die jeweiligen Stammlösungen der Lipide ergänzt. Dabei 

wurde ein Stoffmengenverhältnis von 70 / 15 / 15 (mol / mol / mol) in Mol gebraucht. Der 

Rundkolben wurde an einen Rotationsverdampfer angeschlossen und das organische 

Lösungsmittel mit Hilfe einer Vakuumpumpe mit nachfolgendem Programm aus Tabelle 3.7, 

abrotiert. Nachdem das Lösungsmittel vollständig verdampft war, wurde der entstandene 

Lipidfilm mit 1 ml, auf 41 °C vortemperiertem HEPES Puffer resuspendiert und durch 

sorgfältiges Drehen im Ultraschallbad vollständig in die wässrige Phase überführt. 

Anschließend wurde die entstandene Liposomensuspension zur Homogenisierung für weitere 

10 min im Ultraschallbad inkubiert. 
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  Tabelle 3.7 

Vakuumpumpen-Programm   

Ⱥt p[mbar] 

00:00:00 995 

00:00:30 800 

00:05:00 300 

00:10:00 2 

00:10:00 2 

00:10:00 2 

Die Tabelle zeigt das mehrstufige Programm, welches an der Vakuumpumpe des 

Rotationsverdampfers eingestellt wurde, um das organische Lösungsmittel abzurotieren 

 

Das Ultraschallbad wurde ebenfalls auf 41° C temperiert. Anschließend wurden die Liposomen 

21-mal durch eine Polycarbonatmembran mit einem Porendurchmesser von 200 nm extrudiert. 

Um größere Aggregate abzuscheiden und ein Verstopfen der Membran zu verhindern, wurden 

Vorfilter verwendet. Der Extruder wurde im Vorfeld mit einer Heizplatte auf 51° C vorgeheizt, 

die Temperatur wurde während der Anwendung konstant gehalten. Anschließend wurden die 

Liposomen in ein 1,5 ml Eppendorf Tube überführt und bei 4° C bis zur weiteren Verwendung 

im Kühlschrank gelagert. 

 

3.2.2 Polyplexe und Lipopolyplexe 

Die Ausbildung von Polyplexen beruht auf der Komplexierung infolge von elektrostatischer 

Anziehung zwischen PEI und DNA/RNA. Abbildung 3.3 gibt hier eine schematische Übersicht 

der Komplexbildung. 

 

 

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Herstellung von Polyplexen sowie 

Lipopolyplexen unter Verwendung von pDNA, lPEI und Liposomen 
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Wie durch nachfolgende Versuche und vorangegangene Arbeiten [100] beschrieben, haben wir 

ein N/P-Verhältnis von 10 verwendet. Das N/P-Verhältnis ist der Quotient aus der Anzahl der 

Amine im PEI-Gerüst und der Anzahl der Phosphatgruppen des verwendeten Plasmids. 

 

Die Herstellung der Polyplexe erfolgte durch behutsames Vermengen der gleichen Volumina 

von pDNA und PEI. PEI wurde im Vorfeld mit HEPES-Puffer auf eine Konzentration von 

1 mg / ml verdünnt, aliquotiert, bei -20 °C gelagert und bei Bedarf aufgetaut. Direkt vor der 

Herstellung haben wir die entsprechenden Mengen pDNA und PEI mit sterilfiltriertem HEPES-

Puffer auf gleiche Volumina eingestellt. Die PEI-Verdünnung wurde in das Gefäß der pDNA 

überführt und 10-mal sanft durch wiederholtes Pipettieren durchmischt. Den Polyplexen 

wurden 20 min bei Raumtemperatur eingeräumt, um sich entsprechend auszubilden. Im 

Anschluss wurde sie sterilfiltriert. Wenn sie nicht sofort für weitere Versuche verwendet 

wurden, erfolgte die Lagerung der Polyplexe bei 4° C im Kühlschrank. Die Herstellung erfolgte 

unter einer Laminar-Flow Werkbank. 

 

 

Abbildung 3.4: Skizze der zur Herstellung von Polyplexen und Lipopolyplexen benötigten 

Arbeitsschritte. 
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Die Lipopolyplexe wurden direkt im Anschluss aus den hergestellten Polyplexen und den in 

Kapitel 3.2.1 hergestellten Liposomen produziert. Hierzu wurde die entsprechende Menge der 

Liposomensuspension mit sterilfiltriertem HEPES-Puffer auf das gleiche Volumen wie die 

Polyplexe eingestellt. Anschließend wurden beide Edukte vereint und durch 20 kräftige 

Pipettenhübe gut durchmischt. Eine schematische Übersicht der Herstellung gibt Abbildung 

3.4. Die Lipopolyplexe wurden für 60 min bei Raumtemperatur inkubiert, um ihnen die 

benötigte Zeit zur Komplexbildung zu gewähren. Die Lagerung erfolgte bei 4° C im 

Kühlschrank. Ein Massenverhältnis von Liposomen zu PEI wurde gemäß vorangegangener 

Arbeiten [100] von 0,39 gewählt. Die Herstellung erfolgte an einer Laminar Flow Werkbank 

im Reinraum. 

 

3.2.3 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) 

Für die Größenbestimmung unserer nanoskaligen Transfektionssysteme und deren 

Zwischenstufen haben wir das Verfahren der Photonenkorrelationsspektroskopie verwendet. 

Die Messungen wurden an einem Zetasizer Nano ZS der Firma Malvern durchgeführt. Bei 

dieser Messmethode, die auch als Dynamische Lichtstreuung (DLS) oder Quasielektrische 

Lichtstreuung (QELS) bekannt ist, wird der hydrodynamische Durchmesser der in der Probe 

befindlichen Partikel in wässrigem Medium bestimmt. Der Aufbau des Geräts wird durch 

Abbildung 3.5 beschrieben.  

 

Kurz vor Durchführung der jeweiligen Messung wurde die Probe entsprechend verdünnt und 

in eine Messküvette (Typ: DTS0160) überführt. Nach einer voreingestellten Inkubationszeit 

von 60 sec bei 23° C startete der Messvorgang und die Probe wurde von einem HeNe-Laser (10 

mW) bestrahlt. Der Laserstrahl trifft auf die, in der Messküvette befindlichen, Partikel und wird 

von diesen gestreut. Das von den Partikeln abgelenkte Streulicht trifft auf einen Detektor, der 

sich in einem Winkel von 173° zum Laser befindet. Die detektierten Signale werden durch 

einen nachgeschalteten Korrelator verarbeitet und anschließend an den Computer 

weitergeleitet. Durch die resultierende Interferenz der Lichtstreuungen der einzelnen Partikel 

der Probe entstehen Fluktuationen in der Streulichtintensität, die von dem Messgerät zeitlich 

ausgewertet werden. Anhand der Intensität der Streulichtschwankung des abgelenkten 

Laserlichts kann über die Stokes-Einstein Gleichung die wahrscheinliche Größe der Partikel 

berechnet werden.  
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des Aufbaus des Zetasizer Nano ZS mit einer 

Übersicht der Anordnung der einzelnen Bauteile. 

 

Grundlage dieser Messmethode ist die Diffusion der vermessenen Partikel in ihrem Medium, 

welche durch die Brownsche Molekularbewegung verursacht wird [123,124]. Die 

Diffusionsgeschwindigkeit der betrachteten Teilchen verhält sich umgekehrt proportional zu 

deren Größe. Je kleiner der Partikel ist, umso höher ist dessen Diffusionsgeschwindigkeit und 

umso höher ist auch die Geschwindigkeit der Änderung der gestreuten Lichtquanten. 

Beschrieben wird diese Abhängigkeit durch die Stokes-Einstein-Beziehung [125]. 

 

Stokes-Einstein-Beziehung: 

Ὀ
Ὧz Ὕ

φz ɥ ɜz Òz
 

 

D = Diffusionskoeffizient 

k = Boltzmann-Konstante 

T = Temperatur in Kelvin 

ɜ = Viskosität des Mediums 

r = Partikelradius 
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Die genaue Position der Laserquelle in Relation zur Messküvette und die Intensität des Lasers 

über die Regulierung der Blende wurden vor jeder Messung durch das Messgerät automatisch 

reguliert. Die Messung einer Probe wurde als Triplikat aus drei Messdurchgängen mit jeweils 

mindestens 10 Einzelmessungen durchgeführt und als Mittelwert ± Standardabweichung 

dargestellt. Die relative Standardabweichung der verschiedenen Partikelgrößen eines 

Messdurchgangs einer Probe wird durch den Polydispersitätsindex (PDI) beschrieben. Der PDI 

kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobei ein Wert unter 0,2 als monodisperse Probe 

interpretiert werden kann und angestrebt wird. 

 

3.2.4 Laser-Doppler-Anemometrie 

Das Messverfahren der Laser-Doppler-Anemometrie wurde verwendet, um das Zetapotenzial 

unserer Proben zu bestimmen. Die Messung des Zetapotenzials gehört zu den 

Standardcharakterisierungstechniken bei der Beschreibung von nanopartikulären Systemen. 

Neben der Stabilität der Dispersion und somit auch der Integrität bei Lagerung spielt es auch 

eine entscheidende Rolle für die zelluläre Internalisierung von Transfektionssystemen 

[126,127].  

 

Das Zetapotenzial ist eine Näherung an das direkte Oberflächenpotential eines Partikels, der 

sich in einem Dispersionsmedium befindet. Durch die Anlagerung gelöster Ionen aus dem 

Medium, bedingt durch die Anziehungstendenzen zum Ladungsausgleich und entropische 

Effekte, lagern sich mehrere Schichten aus Ionen und Gegenionen an die Partikeloberfläche.  

 

Die innerste Schicht, die direkt an die Partikeloberfläche angrenzt, nennt sich Sternschicht oder 

Helmholtz-Doppelschicht. Sie besteht aus der inneren Helmholzschicht, die durch die 

entropisch begünstigte Anlagerung von Hydroxydionen Ionen an die Partikeloberfläche 

entsteht und Ionen mit komplementärer Ladung zur Partikeloberfläche, die die äußere 

Helmholzschicht ausbilden. Die Bindungsaffinität der Ionen zu der Oberfläche des Partikels ist 

in dieser Schicht stark ausgeprägt. An die Sternschicht angelagert, befindet sich die diffuse 

Schicht. Deren Ionen bilden eine stabile Formation aus, die Anziehungskraft nimmt jedoch mit 

zunehmendem Abstand zur Partikeloberfläche kontinuierlich ab. Ab einer gewissen Entfernung 

kommt es zur Ausbildung einer Grenzschicht, bis zu dieser die Anziehung stark genug ist, dass 

die Ionen bei Bewegung des gesamten Partikels gebunden bleiben und sich in die gleiche 

Richtung mitbewegen. Außerhalb dieser Grenze findet keine gerichtete Bewegung statt, so dass 

an dieser Grenze eine Scherebene entsteht. Das Potential an dieser Scherebene ist das 
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Zetapotenzial. Durch die Anlagerung von Ionen wird letztlich die eigentliche Ladung des 

Partikels maskiert, sodass er nach außen annähernd Ladungsneutral erscheint [128]. Eine 

Übersicht zu der Anordnung der verschiedenen Schichten gibt Abbildung 3.6. 

 

 

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung eines Partikels und der Ionen in seinem 

Dispersionsmedium. An die negativ geladene Partikeloberfläche lagert sich eine Schicht 

Hydroxidionen an, darauf folgt eine Schicht Anionen. Gemeinsam bilden diese die Sternschicht 

aus. Darauf folgt die diffuse Schicht aus Anionen und Kationen. 

 

Die Bestimmung des Zetapotenzials erfolgte indirekt nach dem Messprinzip der Laser-

Doppler-Anemometrie und wurde unmittelbar nach der Größenbestimmung, ebenfalls mit dem 

Zetasizer Nano ZS, durchgeführt. Hierzu wurde die elektrophoretische Mobilität der Partikel 

nach dem Anlegen einer definierten Spannung an die zwei Elektroden der Messzelle gemessen. 

Je nach Ladung bewegen sich die Partikel zu den entsprechenden Elektroden, wobei Partikel 

mit einem höheren Potential eine höhere Geschwindigkeit aufweisen. Die Partikel durchqueren 

auf dem Weg zur Elektrode den Laserstrahl, wodurch es wieder zur Streuung an der 

Partikeloberfläche kommt. Das Streulicht wird von einem Detektor erkannt und an das 

Messgerät weitergeleitet, das die Fluktuation der Lichtintensität in Abhängigkeit zur 

Partikelgeschwindigkeit bestimmt. Mit Hilfe der Henry-Funktion bzw. Hückel- und 

Smoluchowski-Näherung kann im Anschluss das Zetapotanzial berechnet werden [129]. 
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Henry-Funktion: 

5%
ςz ʀz ʁz Æ+Á

σz ɜ
 

 

UE = Elektrophoretische Mobilität 

Ů = Dielektrische Konstante der Probe 

ɕ = Zetapotenzial 

f(Ka) = Henry Funktion  

ɖ = dynamische Viskositªt 

 

3.2.5 Rasterkraftmikroskopie  (AFM)  

Zur detaillierten Untersuchung der Morphologie und Oberflächenstruktur unserer 

Trägersysteme haben wir ein Rasterkraftmikroskop oder Atomkraftmikroskop (AFM) 

verwendet. Die Messungen wurden an einem Nanowizzard 3 der Firma JPK Instruments in 

einer schallisolierten Kabine bei 23° C Raumtemperatur durchgeführt.  

 

Bei der Rasterkraftmikroskopie wird die Probe von einer feinen Nadel abgetastet. Der vorderste 

Teil, der sich an der Spitze der Nadel befindet und in direktem Kontakt mit der Probe steht, 

wird als Cantilever bezeichnet. Die Auswahl des passenden Cantilevers ist essenziell für eine 

qualitativ hochwertige Abbildung der Probe. Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer 

Eigenschaften ähnlich wie verschiedene Federn entsprechend ihrer Kraftkonstante, Amplitude 

und Frequenz. Je nach Beschaffenheit und Struktur der Probe muss ein geeigneter Cantilever 

ausgewählt werden [130].  

 

Beim Abtasten der Probe können die Partikel als Höhen und Tiefen wahrgenommen werden. 

Infolgedessen kommt es zu unterschiedlich starker Auslenkungen der AFM-Nadel in x, y und 

z Richtung, wodurch die Amplitude des Cantilevers beeinflusst wird. Während der Messung 

strahlt ein Laser auf die Rückseite des Cantilevers, von dieser er auf eine Photodiode reflektiert 

wird. So kann jede durch die Höhenunterschiede der Probe ausgelöste Bewegung detektiert 

werden. Eine schematische Darstellung der Messung ist in Abbildung 3.7 dargestellt. 
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung einer Rasterkraftmikroskopiemessung. An der 

Spitze der AFM-Nadel befindet sich der sogenannte Cantilever. Ein Laser bestrahl die 

Rückseite des Cantilevers, während dieser die Probe abtastet. Jede Auslenkungen wird so durch 

den Laserstrahl übertragen und von einer Photodiode detektiert. 

 

Alle Messungen wurden unter Verwendung eines AFM Cantilever HQ: NSC14/Al BS der 

Firma Mikromasch Europe mit einer Resonanzfrequenz von 160 kHz und einer Kraftkonstanten 

von 5 N/m durchgeführt. Die Scangeschwindigkeit betrug 0,5 - 1,5 Hz im Εintermittent-

contactñ-Modus. Hierbei berührt der Cantilever die Probe nur zwischenzeitlich und hat keinen 

dauerhaften Kontakt zu ihr [131]. Die Proben wurden vor der Messung entsprechend verdünnt, 

auf einen 1 x 1 cm großen Silikonwafer aufgebracht und 20 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. In dieser Zeit setzten sich die Partikel auf dem Silikonwafer ab. Anschließend wurde 

die überschüssige Flüssigkeit mit einer Pipette entfernt und die Partikel bei Raumtemperatur 

bis zum gänzlichen Verdampfen des Lösungsmittels getrocknet. Die anhaftenden Partikel 

wurden analysiert. Die Bildausschnitte hatten eine Größe von 3 x 3 µm.  

 

3.2.6 Zellkultiv ierung 

Für die Versuche in der Zellkultur wurden die entsprechenden Zelllinien als Monolayerkultur 

in der Petrischale kultiviert. Diese wurden bei konstant 37° C und 5 % CO  in einem Inkubator 

aufbewahrt. Als Nährmedium wurden DMEM oder IMEM mit 10 % fetalem Kälberserum 
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verwendet und regelmäßig ausgetauscht. Bei Erreichen einer Zellkonfluenz von ca. 80 % 

wurden die Zellen auf zwei neue Petrischalen aufgeteilt. Dazu wurde das Nährmedium 

vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit PBS-Puffer (ohne Ca2+ und Mg2+) gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen trypsinisiert, um sie vom Boden der Petrischale abzulösen. 

Die abgelösten Zellen wurden mit Nährmedium aus der Petrischale gespült und in einen 15 ml 

Tube überführt. Dieser wurde für 5 Minuten bei 10.000 U / min zentrifugiert, um die Zellen 

abzutrennen. Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt und das entstandene Zellpellet in 

frischem Medium resuspendiert. Aus der Zellsuspension wurde ein entsprechendes Volumen 

entnommen und in die neuen Petrischalen überführt. Diese wurden mit ausreichend 

Nährmedium aufgefüllt und zur Entwicklung in den Inkubator gestellt. 

 

3.2.7 MTT -Assay 

Das MTT-Assay ist eine weit verbreitete Methode, um die zytotoxischen Effekte von 

verschiedensten Substanzen auf die verwendeten Zellen in-vitro zu bestimmen. Dafür wird die 

metabolische Aktivität der Zellen quantifiziert, nachdem sie der entsprechenden Testsubstanz 

für einen definierten Zeitraum ausgesetzt waren. Da die metabolische Aktivität grundsätzlich 

stark mit der Zellviabilität korreliert und mit vergleichsweise geringem Aufwand zuverlässig 

bestimmt werden kann, gilt der MTT-Assay als universelle Charakterisierungsmethode der 

Toxizität in-vitro und  ist in der naturwissenschaftlichen Forschung weit Verbreitet.  

 

 

Abbildung 3.8: Farbreaktion des gelben, wasserlöslichen MTT-Salzes zum violetten, schwer 

wasserlöslichen Formazan.  
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MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid) ist ein gelbliches 

Reagenz, welches von intrazellulären mitochondrialen Succinat-Dehydrogenasen zum violetten 

Formazan umgewandelt wird. Eine strukturelle Darstellung der Reaktion ist in Abbildung 3.8 

zu sehen. Das gebildete Formazan ist wasserunlöslich und kann, nachdem es von den Zellresten 

abgetrennt wurde, photometrisch quantifiziert werden. Vergleicht man den Formazangehalt der 

Proben, die mit der getesteten Substanz behandelt wurden, mit dem Formazangehalt 

unbehandelter Zellen, kann die Viabilität der Probe berechnet werden [132Έ134]. 

 

Für den MTT-Assay wurden die Zellen mit einer Dichte von 104 Zellen / Well in 96-Well-

Platten in je 200 µl Nährmedium ausgesät und für 24 h in den Inkubator gestellt. Für den 

Versuchstag wurde eine Zellkonfluenz von 70 % - 80 % angestrebt. Nach der Inkubationszeit 

wurden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und mit 100 µl / Well der entsprechenden Probe 

oder Referenz aufgefüllt. Als Negativkontrolle wurden 100 µl serumfreies Medium verwendet. 

Als Positivkontrolle wurden 100 µl Triton-X Lösung (1 %) verwendet. Die Zellen wurden für 

4 h in den Inkubator gestellt, danach wurden die Wells mit serumhaltigem Medium auf 200 µl 

aufgefüllt und vorsichtig durchmischt. Anschließend wurden die Platten für weitere 20 h in den 

Inkubator gebracht. Die Probezugabe erfolgte immer in 4-facher Ausführung. Alle 

Verdünnungen erfolgten mit serumfreiem Medium.  

 

Am nächsten Tag wurde der Überstand abgesaugt und durch 200 µl einer 0,2 mg / ml Lösung 

von MTT in serumfreiem Medium ersetzt. Anschließend wurden die Zellen für 4 h in den 

Inkubator gestellt. Alle Arbeitsschritte unter Beteiligung von MTT-Reagenz wurden durch 

entsprechende Vorkehrungen unter Lichtausschluss durchgeführt. Nachdem den Zellen die 

entsprechende Zeit zur Umwandlung gewährt wurde, wurde der Überstand aus den Wells 

abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS-Puffer (pH-Wert 7,4) mit Ca2+ und Mg2+ 

gewaschen. Die Wells wurden mit 200 µl Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgefüllt und für 30 min 

in einem Orbitalschüttler bei 200 U / min durchmischt, damit das entstandene Formazan 

vollständig gelöst wird. Der Überstand aus DMSO und Formazan wurde in eine neue 96-Well 

Platte überführt und zur Auswertung in ein FLUOstar Optima Plattenlesegerät gebracht. Die 

quantitative Bestimmung des Formazangehalts erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge 

von 670 nm. Die Absorption der unbehandelten Zellen der Negativkontrolle wurde für die 

Auswertung als 100 % Viabilität gesetzt. Die Absorption der Positivkontrolle wurde als 

Blindwert von allen Messwerten subtrahiert.  
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4 Projekt 1: Polyethylenimin-Silica-Nanopartikel 
 

4.1 Einleitung 
 

Der folgende Abschnitt beschreibt die Herstellung und Charakterisierung eines Vektorsystems, 

welches aus der Verknüpfung der eingangs beschriebenen Vertretern aus der Gruppe der nicht-

viralen Vektoren; Kationische Polymere und Feste Nanopartikel, hervorgeht. 

 

4.1.1 Polyethylenimin 

Intensive Forschung und Entwicklungsarbeit an der Verbesserung nicht-viraler Vektorsysteme 

führte zu stetig steigender Transfektionseffizienz und sinkender Toxizität. Die Basis dieser 

Trägersysteme bildeten festen Nanopartikel, kationische Polymere, Dendrimere, Peptide und 

Lipide. Als besonders hervorzuhebender Vertreter der Gruppe der kationischen Polymere gilt 

Polyethylenimin (PEI). Aufgrund seiner hohen kationischen Ladungsdichte ist PEI in der Lage 

nicht-kovalente Komplexe mit Nukleinsäuren auszubilden. Diese sogenannten Polyplexe 

werden durch Endozytose in die adressierten Zellen aufgenommen, wo sie ihre 

gentherapeutisch aktive Ladung in das Zytosol freisetzen. Durch die Verwendung von PEI-

basierten Polyplexen wurden so gute Transfektionsergebnisse erreicht, dass sie lange Zeit als 

Goldstandard unter den nicht-viralen Vektoren galten. Durch eine Vielzahl von 

wissenschaftlichen Arbeiten können wir heute auf einen umfangreichen Kenntnisstand 

bezüglich der Polyplexe zurückgreifen [82,83,85,87Έ93,135,136]. 

 

PEI wird grundsätzlich in zwei unterschiedliche strukturelle Gruppen eingeteilt. Je nach 

Herstellungsmethode lässt sich eine verzweigte (bPEI) oder eine lineare (lPEI) Struktur 

synthetisieren [137,138]. In Abbildung 4.1 sind die jeweiligen Strukturen dargestellt. Der Grad 

der Verzweigung hat einen wesentlichen Einfluss auf die Fähigkeit Nukleinsäuren zu 

komplexieren. Lineares PEI zeigt eine geringere Anlage, Nukleinsäuren zu komplexieren als 

verzweigtes PEI. Auch die Stabilität der ausgebildeten Polyplexe ist bei der Verwendung von 

bPEI größer. Ungeachtet dessen konnte in mehreren in vivo Studien gerade unter der 

Verwendung von lPEI sehr hohe Transfektionseffizienzen beschrieben werden. Dieser 

Widerspruch ist wohl größtenteils auf die geringere Zytotoxizität der linearen Variante 

zurückzuführen [139Έ141]. 
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Abbildung 4.1: Strukturelle Darstellung von linearem PEI (links) und verzweigtem PEI 

(rechts). 

 

Weiterhin spielt das Molekulargewicht des verwendeten Polyethylenimin eine entscheidende 

Rolle. Hochmolekulares PEI zeigt in vitro eine deutlich gesteigerte Transfektionseffizienz, 

allerdings auf Kosten einer erhöhten Toxizität. Diese ist auf eine signifikant stärkere Adhärenz 

an Zelloberflächen zurückzuführen, die die Zellen schädigt. Als guter Kompromiss hat sich ein 

Bereich zwischen 5 und 25 kDa bewährt [90,94,142Έ144].  

 

4.1.2 Silica-Nanopartikel 

Unter den anorganischen Materialien, die in Vektoren Verwendung finden, sind 

Siliziumdioxid-basierte Trägersysteme aufgrund ihrer einzigartigen Eigenschaften besonders 

vielversprechend. Siliziumdioxid, auch bekannt als Silica oder Quarz, ist ein Siliziumoxid mit 

der chemischen Formel SiO2. Es kommt ubiquitär in unserer Umwelt vor und ist unerlässlicher 

Bestandteil von verschiedenen lebenden Organismen. Auch für unserer Industrie spielt es eine 

wichtige Rolle. Silica-Nanopartikel sind häufiger Bestandteil von Kosmetika, Pharmazeutika, 

Lebensmitteln, Lacken und Farben oder Bauteilen der Autoindustrie [145,146]. 

 

Die charakteristische Oberfläche der Silica-NP ermöglicht die Adsorption von Nukleinsäuren 

zu gentherapeutisch aktiven Komplexen (Nanoplexe). Die Effizienz dieser Nanoplexe 

hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit als Gentherapeutische Vektoren ist schon seit über 20 Jahren 

bekannt [147,148]. Sie besitzen eine hohe Biokompatibilität und im Vergleich zu den zuvor 

beschriebenen organischen Trägersystemen eine wesentlich höhere physikalische Stabilität 
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gegenüber verschiedensten Beanspruchungen. Außerdem lassen sich Silica-NP auch im 

industriellen Maßstab kostengünstig und einfach herstellen. Durch ihre hohe Thermostabilität 

besteht die Möglichkeit sie zu autoklavieren. In Anbetracht der Anforderungen für die spätere 

Applikation, die größtenteils als Parenteralia erfolgt, ein nicht unwesentlicher Mehrwert [149Έ

151]. In der letzten Dekade wurden verschiedene Arten von Siliziumdioxid-basierten Vektoren 

für unterschiedliche Anwendungen entwickelt und untersucht. Neben dem Gentransfer befasste 

sich die Forschung vor allem mit der biomedizinischen Bildgebung und Drug-Delivery. Durch 

eine Vielzahl von klinische Studien konnte die gute Verträglichkeit und Effizienz auch auf 

diesen Gebieten unter Beweis gestellt werden [152Έ156]. Durch ihre Struktur sind Silica-NP 

besonders zugänglich, um sie mit anderen Molekülen zu verbinden oder zu modifizieren. 

Abbildung 4.2 gibt hier einen Überblick über diverse Möglichkeiten, die zum Einsatz kommen. 

Beispielsweise können über endständige funktionelle Gruppen Antikörper gebunden werden 

um die Therapie gezielt auf bestimmte Zellen auszurichten. Oder bei der Herstellung des 

Grundgerüst können diverse strukturelle Modifikationen vorgenommen werden, wodurch 

beispielsweise Einfluss auf die biologischen Abbaueigenschaften und die Wirkstofffreisetzung 

genommen werden kann [157,158]. 

 

 

Abbildung 4.2: Strukturelle Darstellung eines Silica-Nanopartikels mit verschiedenen 

Beladungsvariationen (rechtes Drittel), Modifikationen zur Spezialisierung des Targetings 

(linkes Drittel) oder Verwendung für Bildgebende Verfahren (unteres Drittel) [145].  
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4.2 Methoden 
 

4.2.1 Herstellung des Vektorsystems 

Als Basis für unser Trägersystem haben wir eine Silica-Nanopartikel Suspension verwendet. 

Aufgrund seiner terminalen OH-Gruppen besitzt Siliziumdioxid bei physiologischem pH-Wert 

eine negative Oberflächenladung. Im ersten Schritt haben wir diese Ladung genutzt, um die 

Nanopartikel mit PEI zu verknüpfen. Durch die Komplexierung der Silica-NP mit PEI bildet 

sich eine positiv geladene Oberflächenstruktur aus, an die sich die negativ geladenen 

Phosphatgruppen der Nukleinsäuren gut anheften können. Zu Beginn haben wir als 

Ausgangsstoff pulverförmige Silica-NP verwendet, die wir in HEPES-Puffer suspendiert 

haben. Durch die Ergebnisse mehrerer Vorversuche sind wir zur Verwendung einer 

kommerziell erhältlichen Silica-NP-Suspension ausgewichen. Levasil® 200/40 ist eine 

alkalische, wässrige Dispersion aus kolloidaler Kieselsäure, die etwa 40 Gew.-% Feststoff 

enthält. Die Silica-Dispersion ist Na+ / NH3
+ gepuffert und besitzt nach Herstellerangaben einen 

Partikeldurchmesser von ca. 17 nm (Bestimmt mit einem Rasterelektronenmikroskop von 

AkzoNobel). 

 

 

Abbildung 4.3: Herstellung und Beladung unseres Transfektionssystems. Silica-NP werden 

mit PEI verbunden, im Anschluss wird der Komplex mit pDNA beladen. Die einzelnen 

Herstellungsschritte erfolgen im Ultraschallbad. 

 

Die optimalen Herstellungsparameter und Mengenverhältnisse haben wir in Vorversuchen 

bestimmt und anschließend für alle weiteren Versuche verwendet. PEI wurde zu einer 

Stammlösung mit 1 mg / ml mit HEPES-Puffer verdünnt. Die Lagerung erfolgte bei 4° C im 

Kühlschrank. Levasil® wurde direkt vor dem Versuch 1/20 mit HEPES-Puffer verdünnt. Beide 

Suspensionen wurden getrennt für 10 min. in einem Ultraschallbad (37 kHz) bei 
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Raumtemperatur beschallt. Anschließend haben wir die Levasil®-Suspension langsam zu der 

PEI-Suspension getropft. Die Vereinigung erfolgte unter fortlaufender Verwendung des 

Ultraschallbads. Die entstandenen Komplexe wurden anschließend für weitere 10 min im 

Ultraschallbad (37 kHz) belassen.  

 

Zur Beladung des Trägersystems haben wir pCMV-luc als Modellplasmid verwendet. Dazu 

wurde die Plasmidlösung mit HEPES-Puffer auf das Volumen der Trägersuspension angepasst. 

Direkt im Anschluss an die 10 min Inkubationszeit im Ultraschallbad wurde die Plasmidlösung 

tropfenweise zugegeben. Nach der Vereinigung wurden den Komplexen 30 min im 

Ultraschallbad zur Entwicklung gewährt. Dabei wurde die Temperatur stets unter 35° C 

gehalten. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur wurden die beladenen 

Vektoren entweder für weitere Versuche im Anschluss verwendet oder bei 4° C im Kühlschrank 

gelagert. 

 

Als Referenz für die folgenden Versuche wurden ebenfalls Polyplexe, wie in Kapitel 3.2.2 

beschrieben, hergestellt. Die Herstellung erfolgte mit drei unterschiedlichen N/P-Verhältnissen 

von 10, 15 und 20. 

 

4.2.2 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) 

Die Proben wurden, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, vorbereitet und vermessen. Für die 

Vermessung der selbst hergestellten Silica-NP-Suspension wurden die Proben direkt vor der 

Messung für 5 min im Ultraschallbad (37 kHz) inkubiert. Hierdurch sollten die 

Voraussetzungen während der Herstellung bestmöglich imitiert und entstandene Agglomerate 

getrennt werden. 

 

4.2.3 Laser-Doppler-Anemometrie 

Die Proben wurden, wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben, vorbereitet und vermessen. Für die 

Vermessung der selbst hergestellten Silica-NP-Suspension wurden die Proben direkt vor der 

Messung für 5 min im Ultraschallbad (37 kHz) inkubiert. Hierdurch sollten die 

Voraussetzungen während der Herstellung bestmöglich imitiert und entstandene Agglomerate 

getrennt werden. 

 



- 49 - 

 

4.2.4 Rasterkraftmikroskopie  (AFM)  

Die Proben wurden, wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben, vorbereitet und vermessen. 

 

4.2.5 Rasterelektronenmikroskopie (REM) 

Die Rasterelektronenmikroskopie ist ein bildgebendes Verfahren, mit dem sich hochauflösende 

Aufnahmen erstellen lassen. Bei dieser Methode wird die untersuchte Probe von einem 

Elektronenstrahl rasterweise beschossen. Dieser, von einer Kathode erzeugte 

Primärelektronenstrahl, wird durch vorgeschaltete Kondensatorlinsen sehr fein gebündelt, um 

präzise, zeilenweise über die Oberfläche des Objekts geführt zu werden. Auf der 

Probenoberfläche werden infolgedessen sekundäre Elektronen freigesetzt, die von einem 

internen Detektor registriert und als Signale an einen Computer übermittelt werden. Der 

Computer wandelt diese Signale in entsprechende Grauwertinformationen um und stellt sie 

synchron zur Messung auf einem Bildschirm dar. Je nach Beschaffenheit und Struktur der Probe 

variiert die Intensität der emittierten Elektronen des jeweiligen Rasters. Mit Hilfe  

elektrostatischer Linsen lässt sich dieses Raster sehr fein anlegen, wodurch sehr hohe 

Auflösungen erreicht werden können [159Έ161]. 

 

In der Probenkammer, in der die Probe auf dem Probenteller fixiert ist, wird während der 

Messung ein Vakuum erzeugt. So lässt sich verhindern, dass in der Luft befindliche Elektronen 

zu Unschärfen führen. Eine wesentliche Störungsquelle sind Aufladungseffekte, die bei der 

Vermessung von isolierenden Materialien durch Emissionsschwankungen der 

Sekundärelektronen während der Bestrahlung auftreten. Um diese Effekte zu vermeiden, 

werden die Proben mit einer hauchdünnen Edelmetallschicht aus beispielsweise Wolfram, Gold 

oder Platin überzogen (besputtert) [162,163]. 

 

Die Bilder der folgenden Arbeit wurden mit einem EVO HD15 (Carl Zeiss) mit einer 

Beschleunigungsspannung der Primärelektronen von 5 kV aufgenommen. Zum Einsatz kam 

ein Sekundärelektronendetektor. Die Proben wurden auf Silica-Wafer pipettiert und zur 

Trocknung staubgeschützt für etwa 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss 

wurden sie zur Verbesserung der Leitfähigkeit mit einer ca.15 nm dünnen Goldschicht 

besputtert. Hierfür wurde ein Q150R ES (Quorum Technologies Ltd) mit 20 mA für 50 s 

verwendet. 
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4.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 

Um das optimale Verhältnis von pDNA zu unserem Vektor zu bestimmen, haben wir das 

Verfahren der Gelelektrophorese verwendet. Hierbei werden die zu vergleichenden Proben in 

nebeneinander gereihte Taschen einer Gelmatrix gegeben. Die Matrix ist komplett mit 

Elektrophoresepuffer bedeckt. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes bewegen sich die 

Proben in der Geltasche, entsprechend ihrer Ladung, unterschiedlich schnell zur Kathode oder 

Anode an den Gelkanten. Zum einen wird die Geschwindigkeit der Moleküle durch ihre Ladung 

bestimmt, zum anderen wirkt die verwendete Gelmatrix wie ein Molekularsieb, sodass auch die 

Größe einen maßgeblichen Einfluss hat [164].  

 

Für die Herstellung der Matrix haben wir Agarose in einer Konzentration von 1 % ergänzt mit 

Ethidiumbromid (0,1 µg / ml) verwendet. Agarose-Gele eignen sich aufgrund ihrer Struktur 

und Porengröße besonders gut für die Auftrennung von Nukleinsäuren. Ethidiumbromid wird 

als DNA-Maker verwendet. Es interkaliert zwischen die Basenpaare der Nukleinsäuren, 

wodurch sich das Anregungsspektrum von Ethidiumbromid verschiebt. Bei Anregung mit UV-

Licht wird die Fluoreszenz der Substanz stark erhöht und die DNA so sichtbar [165Έ167]. Die 

Agarose wurde in FSME-Puffer (pH 8,3) suspendiert und anschließend kurz in der Mikrowelle 

erhitzt. Nachdem die Lösung auf ca. 65° C abgekühlt war, wurde das Ethidiumbromid ergänzt, 

gut durchmischt und in den Gelträger mit Probekamm ausgegossen. Nach 30 min 

Polymerisationszeit war das Gel ausgehärtet und der Kamm zur Bildung der Probentaschen 

wurde entfernt. Das Gel wurde in die Elektrophoresekammer überführt und bis zur 

vollständigen Bedeckung mit FSME-Puffer übergossen. 

 

Unser Vektor wurde, wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, hergestellt und mit unterschiedlichen 

Mengen an pDNA komplexiert (Konz. beladene Trägersysteme: 5 µg / ml, 8 µg / ml, 10 µg / 

ml pDNA). Die Proben wurden mit 1 µl Ladepuffer gemischt und anschließend in die 

Ladetaschen im Agarosegel pipettiert. Freie pDNA diente als Kontrolle. Die 

Elektrophoresekammer wurde an ein Thermo Hybaid Electro 4 Gelsystem (Thermo Hybaid) 

bei 85 V für 1 h angeschlossen. Die konstante Stromversorgung wurde durch eine LKB 2197 

Netzteil (LKB Bromma) sichergestellt. Nach Ablauf der Zeit wurde das Agarosegel vorsichtig 

unter einen BioDoc Analyze Ti5-Trans-Illuminator (Whatman Biometra) platziert und bei einer 

Wellenlänge von 312 nm analysiert. Zur Dokumentation wurde ein Bild des Gels bei 

beschriebener Bestrahlung gemacht. 
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4.2.7 Zellkulti vierung 

Die Versuche in der Zellkultur wurden an humanen Ovarialkarzinomzellen (SK-OV-3) oder 

murinen Fibroblasten (L929) durchgeführt. Die Zellen wurden, wie in Kapitel 3.2.6 

beschrieben, kultiviert. 24 h vor dem jeweiligen Experiment wurden die Zellen mit einer Dichte 

von 1,2 x 104 Zellen / Well in 96-Well Platten ausgesät. 

 

4.2.8 MTT -Assay 

Um die zytotoxischen Eigenschaften unserer Proben zu untersuchen, wurde der MTT-Assay, 

wie in Kapitel 3.2.7 beschrieben, durchgeführt. 

 

4.2.9 Luciferase Assay 

Um die Effizienz eines Vektors bestimmen zu können, bedarf es spezieller Reportergene, die 

es erlauben, den Anteil erfolgreich veränderter Zellen nach einer Gentransfektion zu 

quantifizieren. Hierzu werden die Vektoren mit dem entsprechenden Reportergen beladen und 

den Zellen appliziert. Wird das genetische Material erfolgreich von den adressierten Zellen 

aufgenommen, wird in der Regel die intrazelluläre Exprimierung eines speziellen Enzyms 

veranlasst. Die Menge dieses exprimierten Enzyms verhält sich entsprechend proportional zu 

der Transfektionseffizienz des verwendeten Vektors und lässt sich durch die Quantifizierung 

seiner speziellen enzymatischen Reaktion bestimmen. Beispiele für gängige Reportergene sind 

pCMV-luc für Luciferase, lacZ-Gen für ɗ-galactosidase, das Cat-Gen für Chloramphenicol-

Acetyltransferase oder das GFP-Gen, das für das grün fluoreszierende Protein (GFP) codiert 

und bei Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht grün fluoresziert [168Έ172].  

 

Für die Bewertung unserer Transfektionssysteme haben wir pCMV-luc als Reportergen 

verwendet, das für das Enzym Firefly-Luciferase codiert. Anschließend an die Transfektion mit 

unseren Komplexen wurden die Zellen lysiert und für die Auswertung die enzymatische 

Reaktion von D-Luciferin zu Oxyluciferin quantifiziert. Dafür werden den Proben die 

benötigten Edukte D-Luciferin und ATP im Überschuss zugegeben, sodass die Menge der 

entstandenen Luciferase der einzige limitierende Faktor der enzymatischen Reaktion ist. 
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Abbildung 4.4: Abbildung der Luciferase-katalysierten Decarboxylierung von D-Luciferin zu 

Oxyluciferin, bei der Licht mit einem Emissionsmaximum von etwa 560 nm emittiert wird.  

 

Bei der in Abbildung 4.4 dargestellten Oxidation von D-Luciferin zu Oxyluciferin wird Licht 

emittiert, welches durch Fluometrie erfasst werden kann und sich proportional zur Quantität 

der vorhandenen Luciferase verhält [173,174]. Für den Luciferase-Assay wurden die Zellen mit 

einer Dichte von 1,2x104 Zellen / Well in 96-Well-Platten und 200 µl Nährmedium ausgesät 

und für 24 h in den Inkubator gestellt. Für den Versuchstag wurde eine Zellkonfluenz von 70 - 

80 % angestrebt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und 

mit 100 µl der entsprechenden Probe oder Referenz je Well aufgefüllt. Als Negativkontrolle 

wurden 100 µl serumfreies Medium verwendet. Die Zellen wurden für 4 h in den Inkubator 

gestellt, anschließend mit serumhaltigem Medium auf ein Gesamtvolumen von 200 µl 

aufgefüllt und vorsichtig durchmischt. Den Zellen wurde eine Transfektionszeit von insgesamt 

48 h im Inkubator eingeräumt. Die Probezugabe erfolgte immer in 4-facher Ausführung. Alle 

Verdünnungen wurden mit serumfreiem Medium hergestellt.  

 

Zur Auswertung wurden die Zellen erst zweimal mit PBS-Puffer (pH-Wert 7,4) mit Ca2+ und 

Mg2+ gewaschen und anschließend mit Lysepuffer für 30 min in einem Orbitalschüttler bei 200 

U/min durchmischt. Das Lysat wurde in eine weiße 96-Well-Platte überführt und mit einem 

FLUOstar Optima Plattenlesegerät vermessen. Dieses war mit einer internen Pumpe zum 

Einspritzen der frisch vereinten Mischungen aus Luciferin-Mix 10mM und Luciferase Assay 

Reagenz, direkt vor der Messung, ausgestattet. Über das Protokoll der Software wurde eine 

Integrationszeit von 10 s eingestellt. Die Quantifizierung erfolgte als relative 

Lumineszenzeinheiten (RLU) bei einer Wellenlänge von 560 nm.  
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4.3 Ergebnisse und Diskussion 
 

4.3.1 Physikochemische Charakterisierung 

Die Ergebnisse der physikochemischen Charakterisierung unseres Vektorsystems werden in 

dem nachfolgenden Kapitel ausgewertet und diskutiert. Neben der Größe und dem 

Zetapotenzial wurde die Lagerstabilität und die Fähigkeit pDNA zu komplexieren, sowie die 

dadurch vorgegebenen Verhältnismäßigkeiten der einzelnen Komponenten bestimmt.  

 

4.3.1.1 Größe und Zetapotenzial 

Durch die Veränderungen von Größe und Zetapotenzial der Silica-Nanopartikeln nach der 

Verknüpfung mit PEI und der Beladung mit pDNA lassen sich Erkenntnisse über die Struktur 

der jeweiligen Partikel gewinnen. Wie die Messergebnisse aus Tabelle 4.1 veranschaulichen, 

nimmt die Größe der Partikel nach jedem Bindungsschritt zu. Aufgrund der Größenzunahme 

und der begleitenden Erhöhung des Zetapotenzials infolge der Anlagerung des positiv 

geladenen PEI an die negativ geladenen Silicaoberfläche ist von einer erfolgreichen und 

beständigen Komplexierung auszugehen. Im nächsten Bindungsschritt kann infolge der 

Anlagerung der negativ geladenen pDNA erwartungsgemäß eine Vergrößerung der Komplexe 

beobachtet werden. Begleitet wird diese von einer geringen Erniedrigung des Zetapotenzials 

durch ausgleichende Tendenzen der Nukleinsäure. 

 

Unsere beladenen Vektoren haben eine Größe von etwa 110 nm und eignen sich daher die 

adressierten Gewebe nach der Theorie des passiven Drug Targeting zu erreichen. 

Nanopartikuläre Gentherapeutika in einem Größenbereich von typischerweise 100 bis 200 nm 

profitieren in besonderer Weise von dem EPR-Effekt (Enhanced Permeability and Retention), 

wodurch besonders hohe Wirkstoffkonzentrationen in Tumorzellen erzielt werden [175].  

 

Die deutlich von den Herstellerangaben (5-15 nm, bestimmt durch 

Transmissionselektronenmikroskopie) abweichenden Messergebnisse von pulverförmigem 

SiO-NP in Hepes-Puffer deuten auf deren stark ausgeprägte Neigung zur Bildung von 

Agglomeraten hin. Dieses Phänomen wurde auch in vorangegangene Arbeiten beschrieben 

[176]. Auch die daraus hergestellten Komplexe sind im Vergleich zu den unter der Verwendung 

von Levasil® hergestellten Komplexen deutlich größer (vgl. Tabelle 4.1). 
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  Tabelle 4.1 

 

Aber auch bei der Größenbestimmung von Levasil® 200/40 zeigen sich deutliche Differenzen 

zwischen den von uns gemessenen Werten aus Tabelle 4.1 (ca. 46 nm) und den 

Herstellerangaben (ca. 17 nm, bestimmt durch Rasterelektronenmikroskopie). Dies könnte auch 

bei Levasil® auf eine gewisse, wenn auch wesentlich geringere, Tendenz zur Bildung von 

Agglomeraten hinweisen. Zum anderen ist bei der Dynamischen Lichtstreuung oft mit einer 

vergrößerten Darstellung der Partikel zu rechnen, da es durch die in Kapitel 3.2.4 beschriebenen 

Anlagerung von Ionen an die Partikeloberfläche kommt. Umso stärker die eigentliche 

Oberflächenladung der Partikel ist, umso mehr Ionen können angelagert werden und umso 

größer ist der hydrodynamische Partikeldurchmesser. Auch ein gewisser Toleranzspielraum, 

vor allem bei der Vermessung sehr kleiner polydisperser Proben, sollte für die Interpretation 

der Messergebnisse berücksichtigt werden, da schon wenige größere Strukturen zu starken 

Abweichungen führen können [177,178].  

 

Messergebnisse der Photonenkorrelationsspektroskopie und Laser-Doppler-Anemometrie 

Formulierung Größe ± S.D. [d.nm] PDI ± S.D. Zeta potential ±S.D. [mV] 

SiO-NP 171.9 ±17.1 0.254 ±0.092 -25.8 ± 0.36 

SiO +PEI 229.5 ±28.8 0.379 ±0.050 28.4 ± 0.97 

SiO +PEI +pDNA 271.5 ±7.61 0.341 ±0.029 25.2 ± 0.25 

Levasil® 45.9 ±0.8 0.159 ±0.013 -12.8 ± 0.15 

Levasil®+PEI 85.45 ±0.2 0.168 ±0.008 30.9 ± 0.35 

Levasil®+PEI+pDNA 109.2 ±0.6 0.144 ±0.009 28.4 ± 1.05 

Polyplexe 102.7 ±2.3 0.353 ±0.027 6.60 ± 2.38 

Alle Messgrößen werden als Z-Average dargestellt, welcher aus der Partikelgrößenverteilung 

der Intensität abgeleitet ist. Alle Werte sind als Mittelwert ± Standardabweichung aus jeweils 

3 Messvorgängen dargestellt. 
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Abbildung 4.5: Graphische Darstellung der Messergebnisse eines Zetasizer Nano. Die 

Partikelgrößenverteilung ist als Anzahl gewählt. A zeigt die Auswertung der Vermessung von 

selbst suspendierten SiO-NP. B zeigt die Auswertung der Vermessung von Levasil® 200/40. 

C zeigt die Auswertung der Vermessung von Levasil®-PEI-Komplexe. Rot, grün und blau 

stellen die Graphen der drei aufeinander folgenden Einzelmessungen eines Messdurchlaufs dar.  
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Um die Agglomerationsvorgänge detaillierter zu betrachten, haben wir die graphische 

Darstellung der Messergebnisse nach deren Anzahl (Number) umgestellt und die drei 

jeweiligen Einzelmessungen eines Messdurchlaufs differenziert betrachtet. Wie in Abbildung 

4.5 zu erkennen ist, kommt es bei der selbst hergestellte Silica-NP-Suspension sogar in dem 

kurzen Zeitintervall zwischen den Einzelmessungen des Messdurchlaufs zu einer deutlichen 

Zunahme des Durchmessers. Bei der Vermessung der Levasil®-Suspension ist diese Tendenz 

wesentlich geringer ausgeprägt. Falls nicht anders beschrieben, wurden daher für die 

nachfolgenden Versuche Levasil® als Ausgangssubstanz für die Herstellung unseres 

Trägersystems verwendet.  

 

Nach der Komplexbildung mit PEI lassen sich keine Veränderungen zwischen den drei 

Einzelmessungen mehr erkennen. Es ist folglich davon auszugehen, dass die Bindung an PEI 

die Abstoßungseffekte der einzelnen SiO2-NP durch die veränderte Oberflächenladung und -

struktur deutlich begünstigt, sodass mit einer wesentlichen Verbesserung hinsichtlich der 

späteren Lagerungsstabilität zu rechnen ist. Eine Zusammenlagerung während der Lagerung 

der beladenen Trägersysteme würde einen erheblichen bis vollständigen Verlust der 

Wirksamkeit der späteren Therapie mit sich bringen. Um die These der besseren 

Lagerungsstabilität zu überprüfen, haben wir die Partikelgröße unserer Vektoren vor als auch 

nach der Komplexierung mit pDNA über einen Zeitintervall von mehreren Tagen wiederholt 

bestimmt. Wie durch Abbildung 4.6 verdeutlicht wird, können sowohl die unbeladenen als 

auch die mit pDNA beladenen Vektoren problemlos über einen Zeitraum von mindestens einer 

Woche bei 4° C gelagert werden. 

 

Abbildung 4.6: Graphische Auswertung der Messergebnisse des hydrodynamischen 

Durchmessers bei Lagerung über einen längeren Zeitintervall bei 4° C. Grafik A zeigt den 

unbeladenen Vektor aus Levasil® und PEI. Grafik B zeigt den gleichen Vektor, der im 

Anschluss an die Herstellung mit pDNA beladen wurde. Alle Werte werden als Mittelwert ± 

Standardabweichung aus jeweils 3 Messvorgängen dargestellt. 
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4.3.1.2 Gelelektrophorese 

Durch die elektrophoretische Abtrennung der ungebundenen DNA von unseren Komplexen 

erhalten wir Erkenntnisse hinsichtlich der maximal möglichen Beladungsmenge und damit 

auch über die Stöchiometrie der Komplexierung und dem optimalen N/P-Verhältnis. Das N/P-

Verhältnis ist eine sehr wichtige Kerngröße für die Herstellung unseres Trägersystems mit 

Einfluss auf Transfektionseffizienz und Toxizität der gebildeten Komplexe [179].  

 

Die nach der Komplexierung mit dem Vektor noch überschüssige DNA wird nicht mehr an das 

Trägersystem gebunden, sondern bewegt sich frei im Puffer. Abbildung 4.7 zeigt die 

Abtrennung der freier pDNA im elektrischen Feld. Ist sie fest an den Vektor gebunden, wird 

die Mobilmachung verhindert und die DNA-Bande verlässt die Ladetasche nicht. Ist in der 

Probe freie DNA enthalten, ist diese als laufende Bande in der Matrix, parallel zur freien pDNA, 

zu erkennen [94]. Abbildung 4.7 ist zu entnehmen, dass bis zu einer Konzentration von 

5 µg / ml die gesamte pDNA fest an unseren Vektor gebunden werden kann. Ab einer 

Beladungsmenge von 7,5 µg / ml bleibt freie DNA im Überschuss vorhanden.  

 

 

Abbildung 4.7: Aufnahme der Gelelektrophoresematrix mit Detektion der DNA durch 

Ethidiumbromid. A zeigt den Vergleich von ungebundener pDNA zu beladenen Silica-PEI-

Vektoren auf 5 µg / ml, 7,5 µg / ml, 10 µg / ml Endkonzentration. B ist ein Kontrollversuch mit 

der optimalen Beladungsmenge an pDNA. 
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Folglich ist die maximale Beladungsmenge überschritten. Die maximale Beladungsmenge, die 

für weitere Versuche verwendet wurde, liegt bei 5 µg / ml. Dies entspricht einem N/P-

Verhältnis bezogen auf die eingesetzte PEI-Konzentration von etwa 10. 

 

4.3.2 Bildgebende Verfahren 

 

4.3.2.1 Rasterkraftmikroskopie 

Die Levasil®-PEI-Suspension wurden zur Vorbereitung auf die Vermessung mit Milli -Q 

Wasser auf eine Konzentration von 0,1 mg / ml verdünnt und wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben 

vorbereitet und vermessen.  

 

 

Abbildung 4.8: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von Levasil®-PEI-Komplexen im 

Ăintermittent contactñ-Modus mit 0.5 bis 1.5 Hz. Für die Messungen wurde ein Cantilever NSC 

14/AlBs mit pyramidaler Si3N4 Spitze verwendet. Die Kraftkonstante betrug 5 N/m, die 

Resonanzfrequenz 160 kHz. Bild A und B zeigen Aufnahmen von verschiedenen 

Konzentrationen derselben Probe. 
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In Abbildung 4.8 ist zu sehen, dass unser Vektor kugelförmige, kompakte Strukturen ausbildet. 

Verglichen mit den Messergebnissen der Photonenkorrelationsspektroskopie sind die 

Komplexe etwas kleiner dargestellt. Eine Begründung für die Unterschiede haben wir bereits 

in Kapitel 4.3.1.1 behandelt.  

 

4.3.2.2 Rasterelektronenmikroskopie 

Wie schon bei der Darstellung mit dem Rasterkraftmikroskop beobachtet, sind auch in 

Abbildung 4.9 die Levasil®-PEI-Komplexe vor als auch nach der Beladung mit DNA als 

sphärische Strukturen zu erkennen. Durch die Komplexierung der DNA nimmt der 

Durchmesser der Komplexe, entsprechend unseren Erwartungen und in Übereinstimmung mit 

vorherigen Messergebnissen, zu. Die Bereits in Kapitel 4.3.2.1 beobachtete Differenz zwischen 

dem Partikeldurchmesser, der mit PCS bestimmt wurde und dem Partikeldurchmesser, der 

durch die bildgebenden Verfahren dargestellt wird, können wir auch hier wieder beobachten. 

 

 

Abbildung 4.9: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Levasil®-PEI-Komplexen 

(A) und Levasil®-PEI-DNA-Komplexen (B). Der weiße Maßstab in der unteren, rechten Ecke 

stellt 100 nm dar. 
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4.3.3 Zellkultur  

 

4.3.3.1 Toxizität 

Unter Verwendung des MTT-Assays haben wir das zytotoxische Potenzial bestimmt, welches 

von den von uns verwendeten Ausgangssubstanzen unseres Trägersystems sowie dem 

Trägersystem selbst ausgeht. Die Auswertung der Ergebnisse von dem in Kapitel 4.2.8 

beschriebenen Versuch wird in Abbildung 4.10 graphisch dargestellt. Aus den Ergebnissen 

lässt sich die Erkenntnis ziehen, dass ebenfalls, wie aus der Vermessung mit der 

Photonenkorrelationsspektroskopie in Kapitel 4.3.1.1 hervorgeht, die kommerziell erhältliche 

Levasil®-Suspension der manuell hergestellten SiO2-NP-Suspension, auch hinsichtlich ihrer 

Toxizität klar überlegen ist. Selbst in hohen Konzentrationen von 5 mg / ml ist keine 

signifikante Veränderung der Zellsterblichkeit im Vergleich zu unbehandelten Zellen 

erkennbar. Die Unterschiede in der Ausprägung der zytotoxischen Eigenschaften der zwei 

verschiedenen Silica-NP Formulierungen sind mit der unterschiedlich stark ausgeprägten 

Tendenz zur Ausbildung von Agglomeraten zu erklären. Durch die Zusammenlagerung werden 

zelltoxischen Tendenzen der Nanopartikel verstärkt [180]. Die vorliegenden Ergebnisse haben 

uns in dem Vorhaben bestärkt, für weitere Versuche Levasil® als Ausgangssubstanz zu 

verwenden. 

 

 

Abbildung 4.10: Auswertung des MTT-Assay an L929 Zellen nach der Inkubation mit 

verschiedenen Konzentrationen von Levasil® (links) oder einer manuell hergestellten Silica-

NP-Suspension (rechts). Als Negativkontrolle wurde serumfreies Medium verwendet und für 

die Auswertung als 100 % Viabilität gesetzt. Als Positivkontrolle wurde Triton-X Lösung (1 %) 

verwendet und die Absorption als Blindwert von allen Messwerten subtrahiert. 

 



- 61 - 

 

Auch zwei für die Herstellung unseres Vektors in Frage kommende Polyethylenimine wurden 

auf ihre zytotoxischen Eigenschaften hin überprüft. Abbildung 4.11 vergleicht die Toxizität 

von PEI mit einem höheren Molekulargewicht (25 kDa) mit niedermolekularem PEI (2 kDa). 

Wie bereits verschiedene Arbeiten zu diesem Thema vermuten ließen, können wir in der 

Auswertung in Abbildung 4.11 eine höhere Toxizität bei PEI mit einem höheren 

Molekulargewicht beobachten [143,144].  

 

 

Abbildung 4.11: Auswertung des MTT-Assay an L929 Zellen nach der Inkubation mit 

verschiedenen Konzentrationen von PEI mit 25 kDa (links) oder 2 kDa (rechts). Als 

Negativkontrolle wurde serumfreies Medium verwendet und für die Auswertung als 100 % 

Viabilität gesetzt. Als Positivkontrolle wurde Triton-X Lösung (1 %) verwendet und die 

Absorption als Blindwert von allen Messwerten subtrahiert. 

 

Da begleitend mit der höheren Toxizität des 25 kDa PEI auch eine höhere 

Transfektionseffizienz einhergeht, haben wir für die Herstellung unserer Vektoren das höher 

Molekulare PEI verwendet. Nach unserer These rechnen wir durch die Bindung an die Silica-

NP mit einer Reduktion der toxischen Eigenschaften, wodurch wir trotz höherer 

Transfektionseffizienz keine toxischen Nebenwirkungen erwarten.  

 

Diese These wird durch die Auswertung der Toxizitätsuntersuchungen in Abbildung 4.12 

bestätigt. Durch Bindung an die Silica-NP verringert sich die Toxizität im Vergleich mit dem 

freien PEI deutlich. Selbst mit einer Konzentration von 1 mg / ml (entspricht etwa 0,6 mg PEI) 

kann keine signifikante Veränderung auf die Viabilität der Zellen beobachtet werden. Die 

äquivalente Menge an ungebundenem PEI zeigt jedoch eine Reduktion um ca. 50 %. Dieser 

toxische Effekt von freiem PEI ist dessen positive Ladung geschuldet. Durch die Bindung an 
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die Silica-NP wird die Ladung des gesamten Komplex erniedrigt und folglich auch das 

zytotoxische Potenzial [181,182]. 

 

Um eine bessere Übersicht über den toxischen Bereich unseres Vektors zu bekommen, haben 

wir einen zweiten Versuch mit einer deutlich erhöhten Konzentration (2,5, 5,0, 10,0 mg / ml) 

durchgeführt. In der Auswertung im rechten Teil der Abbildung 4.12 können wir für den 

wesentlich höheren Konzentrationsbereich unserer Vektoren eine Abnahme der Zellvitalität 

beobachten. Zusammengefasst erhöht sich die LD50 Konzentration von freiem PEI zu 

komplexierten PEI etwa um den Faktor 50 (vgl. Abbildung 4.12, rechte Hälfte und linke 

Hälfte). Diese Veränderung zeigt eine enorme Optimierung, die wir durch die Kombination 

dieser beiden Systeme erreichen konnten. Mit Blick auf eine zukünftige Verwendung als 

Arzneimittel bedeutet dies eine wesentlich höhere Effizienz durch eine erweiterte 

therapeutische Breite. 

 

 

Abbildung 4.12: Auswertung des MTT-Assay an L949 Zellen nach der Inkubation mit 

verschiedenen Konzentrationen unseres Vektors aus Levasil® und PEI (25 kDa). Als 

Negativkontrolle wurde serumfreies Medium verwendet und für die Auswertung als 100 % 

Viabilität gesetzt. Als Positivkontrolle wurde Triton-X Lösung (1 %) verwendet und die 

Absorption als Blindwert von allen Messwerten subtrahiert. 

 

4.3.3.2 Transfektionseffizienz 

Für die Bewertung der Transfektionseffizienz unter Verwendung verschiedener Verhältnisse 

von unserem Vektor und pDNA haben wir zum einen das optimale N/P-Verhältnis für die 

Herstellung und zum anderen die finale Effektivität unseres Vektors bestimmen können. Dazu 

wurden die entsprechenden Komplexe wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben hergestellt und mit 

pCMV-luc-Plasmid beladen. Die Beladungsmenge an Plasmid wurde entsprechend einem N/P-
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Verhältnis von 10, 15 oder 20 vorgenommen. Als Referenz dienten Polyplexe, die wie in 

Kapitel 3.2.2 beschrieben, hergestellt wurden mit äquivalenten N/P-Verhältnissen und 

Plasmidmengen. Wie durch die Auswertung der Gelelektrophorese in Kapitel 4.3.1.2 bekannt 

ist, kommt es bei der Komplexierung unseres Vektors mit DNA in einem niedrigerem N/P-

Verhältnis als 10 zum Überleiben von ungebundener pDNA. Daher wurde ein N/P-Verhältnis 

von 10 als untere Grenze für die Versuche gesetzt.  

 

Abbildung 4.13: Transfektionseffizienz unseres Vektors komplexiert mit pCMV-luc an 

SK-OV-3 Zellen in drei unterschiedlichen N/P-Verhältnissen. Polyplexe mit demselben 

N/P-Verhältnis dienten als Referenz.  

 

Durch die Ergebnisse in Abbildung 4.13 wird dargestellt , dass für unser Trägersystem die 

höchste Transfektionseffizienz bei einem N/P-Verhältnis von 10 vorliegt. Damit konnte die 

höchste Transfektionseffizienz bei dem niedrigsten untersuchten Verhältnis beobachtet werden. 

Diese Erkenntnis steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der Polyplexen, bei welchen ein 

höheres N/P-Verhältnis mit einer höheren Transfektionseffizienz einhergeht. Bei Polyplexen 

führen typischerweise hohe N/P-Verhältnisse zu höheren Transfektionsraten, da durch den 

höheren Anteil an freien kationischen Polymeren die intrazelluläre Freisetzung der 

Nukleinsäuren verbessert wird [183,184]. Allerdings gilt dieser Überschuss an freiem 

kationischem Polymer auch als Hauptursache für systemische Toxizität, die durch DNA-

Polyplexe bei hohen N/P-Verhältnissen hervorgerufen wird [185]. Durch die Komplexierung 
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von PEI mit den SiO2-NP scheint dieser Überschuss an kationischem Polymer keine 

Auswirkungen mehr zu haben. Die vergleichsweise hohe Transfektionsraten unseres Vektors 

lassen auf die Vermutung schließen, dass die intrazelluläre Freisetzung der pDNA unseres 

Vektors grundsätzlich so hoch ist, dass keine signifikante Steigerung durch erhöhte PEI-

Konzentrationen mehr erreicht werden kann. 

 

Allgemein konnten wir, ungeachtet des N/P-Verhältnis, für unser Vektorsystem eine höhere 

Transfektionseffizienz verglichen mit Polyplexen beobachten. Für die verwendete 

Formulierung haben wir eine Steigerung um 43 % nachgewiesen. Gerade die hohe Effizienz 

unter der Verwendung von niedrigeren PEI-Konzentrationen in unserem Vektor sind eine 

positive Erkenntnis, da sie auf eine bessere spätere Verträglichkeit infolge der fehlenden freien 

Polymere hinweist.  

 

 

4.4 Tagungsbeitrag 
 

 

Sascha M. Hubing, Shashank R. Pinnapireddy, Jan Schulze, Patrik Schlote, Udo Bakowsky 

Polyethylenimine-silica-nanoparticles as efficient vector for gene delivery 

Controlled Release Society (CRS), 20. -21. February 2020, Munich, Germany (Poster) 
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4.5 Zusammenfassung 
 

Ziel des Projekts war es, eine neuartige Formulierung herzustellen und zu charakterisieren, die 

aus der Komplexierung von Silica-Nanopartikeln und Polyethylenimin entsteht. Die Vektoren 

sollten in einem Größenbereich liegt, der eine effektive zelluläre Internalisierung ermöglicht. 

Außerdem sollten die Transfektionseffizienz und Toxizität im Vergleich mit Polyplexen und 

Nanoplexen überlegen sein. 

 

Mit Hilfe der physikochemischen Charakterisierungsmethoden konnten wir sowohl die 

erfolgreiche Komplexbildung nachweisen als auch erste Rückschlüsse hinsichtlich des 

optimalen stöchiometrischen Verhältnisses der Zusammensetzung gewinnen. Sowohl durch die 

Bestimmung von Größe und Zetapotenzial nach den einzelnen Bindungsschritten als auch 

durch die bildgebenden Verfahren konnten wir die Komplexierung von unserem Trägersystem 

belegen. Durch die mehrtägig angelegte Messreihe zur Überprüfung der Resilienz gegenüber 

Agglomerationsvorgängen haben wir die Aufrechterhaltung der strukturellen Integrität unseres 

Vektors über mehrere Tage nachgewiesen. Die Neigung zur Bildung von Agglomeraten, die 

wir bei Silica-NP in besonderem Maße beobachtet haben, konnte somit verhindert werden. 

Hinsichtlich der späteren Handhabbarkeit und Lagerung ist diese Wandlung ein enormer 

Zugewinn. 

 

Die entscheidende Kenngröße zum Vergleich von Gentherapeutischen Vektoren ist die 

Transfektionseffizienz, die entscheidend von der Toxizität beeinflusst wird. Durch die 

verschiedenen Toxizitätsstudien in der Zellkultur konnten wir die gute Verträglichkeit unseres 

Vektors nachweisen. Besonders im Vergleich zu freiem PEI konnte hier eine deutliche 

Reduktion der Zytotoxizität durch die Verknüpfung mit Silica-NP erreicht werden. Für die 

Verwendung als Arzneimittel ist diese Beobachtung von besonderer Relevanz, weil gerade die 

Toxizität ein limitierender Faktor für den Einsatz nicht-viraler Gentherapeutika bedeutet. 

Folglich ist bei einer zukünftigen Anwendung mit reduzierten Nebenwirkungen und einer 

verbesserten Compliance zu rechnen, woraus ein erheblicher Mehrwert entsteht. Durch das 

Luciferase-Assay konnten wir eine signifikante Erhöhung der Transfektionseffizienz im 

Vergleich mit Polyplexen nachgewiesen. Speziell bei einem niedrigen N/P-Verhältnis konnten 

wir eine Verdopplung der Transfektionsrate beobachten. Besonders diese herausragende 

Perfomance macht unseren Vektor zu einem attraktiven Kandidaten für den gentherapeutischen 

Einsatz. 
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5 Projekt 2: Biolumineszenz induzierte PDT 
 

5.1 Einleitung 
 

Der nachfolgende Abschnitt befasst sich mit der Herstellung und Charakterisierung eines 

Biolumineszenz induzierten PDT-Systems. Das für die Aktivierung des Photosensetizers 

benötigte Licht soll dabei von den Zielzellen selbst erzeugt werden. Diese Fähigkeit wird den 

Zellen durch Transfektion mit Lipopolyplexen übertragen. Ein geeigneter Photosensitizer wird 

in der Lipidhülle der Lipopolyplexe eingeschlossen, um ihn parallel mit an den Wirkort zu 

transportieren. 

 

5.1.1 Photodynamische Therapie 

Die Anfänge der Photodynamischen Therapie (PDT) gehen auf das Jahr 1900 zurück. Der 

Medizinstudent Oscar Raab machte im Kontext seiner Arbeit eine wegweisende Entdeckung: 

Einige Mikroorganismen, die in Gegenwart bestimmter Farbstoffen aufbewahrt wurden, 

verstarben nach längerer Verweildauer im Tageslicht [186]. Die Verknüpfung der Anregung 

eines Photosensitizers durch Licht mit der anschließenden toxischen Reaktion legte den 

Grundstein für die PDT, die sich im folgenden Jahrhundert zu einem vielversprechenden und 

hochselektivem Therapiekonzept zur Behandlung schwer therapierbarer Erkrankungen wie 

beispielsweise Krebs entwickeln sollte [187]. 

 

Die PDT ist eine nicht-invasive Therapieform. Sie basiert auf der lokalen oder systemischen 

Applikation einer lichtempfindlichen Verbindung, des sogenannten Photosensitizers (PS). 

Dieser soll sich in dem zu therapierenden Gewebe akkumulieren und wird dort durch eine 

Lichtquelle aktiviert. Dies geschieht durch Absorption von Licht einer spezifischen 

Wellenlänge, wodurch der PS über die Zwischenstufe eines angeregten Singulett-Zustands in 

einen stabileren angeregten Triplett-Zustand verbracht wird. In Gegenwart von Sauerstoff 

kommt es folglich zu einer photochemischen Reaktion, durch die es zur Bildung von reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS), wie beispielsweise Singulett-Sauerstoff, kommt. Diese reaktiven 

Spezies haben ausgeprägte toxische Effekte auf die Zellen in ihrer unmittelbaren Umgebung. 

Der Wirkradius bezieht sich allerdings nur auf Zellen in direkter Nachbarschaft des aktivierten 

Photosensitizers und ermöglichen so eine sehr selektive und zielgerichtete Therapie des 

adressierten Gewebes [188Έ190].  
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Die Herausforderungen einer effektiven PDT sind neben der passenden Auswahl des 

Photosensitizers, der allgemein keine toxischen Nebenwirkungen verursachen und selektiv 

pathogenes Gewebe zerstören sollte, die Lichtquelle mit der entsprechenden 

Anregungswellenlänge nah genug zum Wirkort zu bringen, sowie eine gute Versorgung des 

adressierten Gewebes mit Sauerstoff zu gewährleisten [191,192]. 

 

In den letzten Jahren konnte vor allem durch die Kombination von Photosensitizern mit 

nanoskaligen Wirkstoffträgern signifikante Verbesserungen der PDT erreicht werden. 

Therapieeffizienz und Selektivität wurden gesteigert, Nebenwirkungen konnten gleichzeitig 

reduziert werden [193Έ195]. Vor allem die Verpackung der Photosensitizer in liposomale 

Formulierungen wurde in mehreren Studien als besonders vielversprechende Methode 

beschrieben und lässt uns erwartungsvoll in die Zukunft blicken [196Έ198]. 

 

5.1.2 Biolumineszenz 

Biolumineszenz (BL) ist eine biochemische Reaktion, die es Lebewesen ermöglicht, autark 

Licht zu erzeugen. Das wohl bekannteste Vorkommen von BL ist die Lichtemission von 

Glühwürmchen. Sie wird durch das Enzym Luciferase ermöglicht. Dieses katalysiert die ATP-

abhängig Oxidation von Luciferin zu Oxyluciferin, wobei Licht emittiert wird [199Έ201].  

 

In jüngerer Zeit ist die BL vor allem im Zusammenhang mit "selbstleuchtenden PDT-

Systemen" in den Fokus der Forschung getreten. Die Idee, die Anregung des Photosensetizers 

nicht durch eine externe Lichtquelle durchzuführen, sondern die Zelle selbst mit dem 

entsprechenden Gen zur Lichterzeugung zu befähigen, würde das Anwendungsgebiet der PDT 

deutlich erweitern. Die Aktivierung des Photosensitizers ist bis dato nämlich ein wesentlicher 

limitierender Faktor, der die Anwendbarkeit dieser innovativen Therapieform bisweilen auf gut 

zugängliche Gewebe beschränkt. Tiefer liegende Gewebe und Organe können aufgrund der 

geringen Penetrationstiefe des Anregungslichts nicht adäquat therapiert werden [202]. Eine 

schematische Übersicht über den Ablauf der PS-Aktivierung durch BL gibt die folgende 

Abbildung 5.1. 
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Abbildung 5.1: Vereinfachte Darstellung der Biolumineszenz induzierten PDT. Nach 

Transfektion mit pCMV-luc bildet die Zelle Luciferase. Diese wird in Peroxisomen 

transportiert, wo sie die Oxidation von D-Luciferin zu Oxyluciferin katalysiert. Bei dieser 

Reaktion wird Licht emittiert, welches von dem Photosensetizer Hypericin absorbiert wird. 

Folglich kommt es zur Entstehung von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die zur Apoptose 

der Zelle führen. 

 

Doch für die Aktivierung des Photosensetizers durch Biolumineszenz sind einige Hürden zu 

nehmen. Das Absorptionsprofil des PS muss sehr eng mit dem Emissionsprofil des BL-Systems 

übereinstimmen und es muss eine hohe Quantenausbeute an Licht emittiert werden, um eine 

effiziente Aktivierung des PS zu erzielen. Um dies zu gewährleisten, müssen die Edukte der 

BL-Reaktion, das entsprechende Enzym, sowie der PS in demselben Zellkompartiment bzw. in 

unmittelbarer Nachbarschaft zueinander und in entsprechender Konzentration vorhanden sein 

[203Έ205]. Verschiedene Studien, die sich in diesem Zusammenhang mit Luciferase-Systemen 

beschäftigt haben, konnten in den letzten Jahren von vielversprechenden Beobachtungen 

berichten [206Έ208]. 
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5.1.3 Hypericin  

Hypericin ist ein natürlich vorkommendes Anthrachinon-Derivat, welches in bestimmten 

Pflanzenarten der Gattung Hypericum vorkommt und durch seine rötliche Färbung 

wesentlicher Bestandteil deren Farbgebung ist. Durch Bestrahlung mit Licht einer Wellenlänge 

von 595 nm kommt es zu einer Photodynamischen Reaktion und der Bildung von Singulett-

Sauerstoff und anderen reaktiven Sauerstoffspezies [209Έ211]. 

 

 

Abbildung 5.2: Strukturformel von Hypericin 

 

In den letzten Jahren wurden viele Arbeiten rund um den therapeutischen Einsatz von Hypericin 

in der PDT veröffentlicht. Vor allem die Behandlung von onkologischen Erkrankungen stand 

hierbei im Vordergrund. Aber auch die Toxizität gegenüber bestimmten Viren, insbesondere 

der umhüllten Viren, zu denen das Humane Immunschwächevirus (HIV) gehört, wurde 

nachgewiesen [212Έ214]. Da Hypericin generell eine sehr niedrige Bioverfügbarkeit besitzt, 

bietet sich zur besseren Aufnahme und Anreicherung im Gewebe die liposomale Verkapselung 

an. Durch diesen Verpackungsschritt kann die Effizienz der PDT deutlich erhöht werden 

[215,216]. 

 

Damit der Photosensitizer durch Biolumineszenz aktiviert werden kann, ist eine möglichst 

große Übereinstimmung deren Absorptions- und Emissionsspektrum erforderlich. Die 

Verwendung von Firefly-Luciferase mit Hypericin wurde in der Vergangenheit bereits als 
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effiziente Paarung beschrieben [217,218]. Wie in Abbildung 5.3 zu erkennen ist, liegt die 

maximale Biolumineszenz der Glühwürmchen-Luciferase in dem Bereich um 560 nm. Auch 

Hypericin besitzt bei dieser Wellenlänge einen sekundären Absorptionspeak. 

 

 

 

Abbildung 5.3 [217]: Absorptionsspektrum von Hypericin über dem Emissionsspektrum von 

D-Luciferin. 
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5.2 Methoden 
 

5.2.1 Herstellung der Liposomen 

Die Herstellung der Liposomen erfolgte wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben. Als Lipide wurden 

DPPC, DOPE und Cholesterol in einem Stoffmengenverhältnis von 70 / 15 / 15 (mol / mol / 

mol) verwendet.  

 

Für die Herstellung der Hypericin-Liposomen wurde vorab eine Hypericin-Stammlösung 

hergestellt. Hierfür wurden Hypericin zu 1 mg / ml in Methanol gelöst und bei 4° C im 

Kühlschrank gelagert. Bei der Vereinigung der Lipid-Stammlösungen haben wir die 

entsprechende Menge der Hypericin-Stammlösung beigefügt, bevor das Lösungsmittel 

abrotiert wurde. 

 

Die Herstellung der D-Luciferin-Liposomen erfolgte unter Verwendung einer 10 mM 

Luciferin-Stammlösung (vgl. Luciferin-Mix 10mM aus Tabelle 3.4). Diese wurde 

entsprechend der angestrebten Konzentration mit Hepes-Puffer verdünnt und zum Rehydrieren 

des Lipidfilms verwendet. Die ausgeführten Arbeitsschritte und anschließende Lagerung 

erfolgten unter Lichtausschluss. 

 

5.2.2 Herstellung der Polyplexe & Lipopolyplexe 

 

Die Herstellung der Polyplexe und Lipopolyplexe erfolgte wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben. 

Für die Herstellung der Polyplexe haben wir pCMV-luc als Plasmid verwendet. Für die 

Herstellung der Lipopolyplexe wurden die gebildeten Polyplexe mit den Liposomen aus Kapitel 

5.2.1 komplexiert. Zur besseren Interpretation der Rolle der einzelnen Komponenten haben wir 

die nachfolgenden Versuche unter Verwendung mehrere eigenständiger Darreichungsformen 

durchgeführt. Eine schematische Darstellung der Herstellung des angestrebten Endprodukts 

gibt Abbildung 5.4.  
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Abbildung 5.4: Schematische Darstellung der Herstellung von Lipopolyplexen. Als Ziel dieser 

Arbeit soll ein System entstehen, dass sowohl alle Edukte der BL-Reaktion, als auch das 

entsprechende Gen, sowie den PS in die Zielzelle transportieren kann. 

 

5.2.3 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) 

Die Vermessung und Vorbereitung der Proben erfolgten wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben.  

 

5.2.4 Laser-Doppler-Anemometrie 

Die Vermessung und Vorbereitung der Proben erfolgten wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben.  

 

5.2.5 Pulmonale Applikation der Lipopolyplexe 

Generell ermöglicht die pulmonale Applikation von Gentherapeutika eine lokale und selektive 

Therapie von schwerwiegenden Erkrankungen wie Mukoviszidose, COPD, Asthma oder 

Lungenkarzinomen [219,220]. Neben der hohen Compliance, die diese nicht-invasive 

Applikationsform mit sich bringt und die vor allem bei wiederholter Arzneimittelgabe ein 

wichtiger Faktor für den Erfolg der Therapie ist, können klassische Neben- und 

Wechselwirkungen die eine intravenöse Applikation mit sich bringt, wie beispielsweise durch 

die Bindung an Plasmaproteine hervorgerufen, weitgehend vermieden werden [221].  

 

Für die pulmonale Applikation wurden bereits eine Vielzahl unterschiedlicher Inhalatoren 

entwickelt, die im Handel erhältlich sind. Mit Hilfe dieser Inhalatoren können in einer 

Trägerflüssigkeit befindliche Arzneimittel durch Druckluft oder Ultraschall zu kleinen 

Aerosoltröpfchen vernebelt werden. Für diese Aerosole wird klassischerweise ein Durchmesser 
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von 0,5 ï 5,0 µm angestrebt, damit sie mit der Atemluft zu den Alveolen gelangen und dort 

aufgenommen werden können. Aufgrund einer möglichen Beeinflussung der Größe unserer 

Lipopolyplexe infolge des Vernebelungsprozesses sollte spezifisch darauf geachtet werden, ob 

und in welchem Umfang solche Effekte bei dem verwendeten Inhalator auftreten [222].  

 

Wir haben uns für die Verwendung des Aerogen® Solo Verneblers (Aerogen GmbH) 

entschieden. Vorangegangene Arbeiten beschreiben derartige Vernebler als besonders effizient 

hinsichtlich der Ausbeute des eingesetzten Arzneimittels, sowie der erzielten Deposition in der 

Lunge [223,224]. Verantwortlich hierfür ist vor allem die Gleichförmigkeit der entstehenden 

Aerosoltröpfchen, die durch eine vibrierende Membran vom Gerät erzeugt werden [225]. 

Gerade für Gentherapeutische Arzneimittel haben diese Faktoren aufgrund der hohen 

Therapiekosten einen ausgeprägten Stellenwert. 

 

 

Abbildung 5.5: Foto des verwendeten Aerogen® Solo Inhalators. Rechts in Verbindung mit 

einer modifizieren Combitips® advanced 50 ml-Pipettenspitze zur gerichteten Verneblung der 

Proben. 

 

Um die vernebelten Aerosoltröpfchen zur Charakterisierung wieder aufzufangen oder sie für 

zukünftige Versuche direkt auf Zellen leiten zu können, haben wir eine 50 ml Combitips® 

advanced Pipettenpitze (Eppendorf) so modifiziert, dass das ausgestoßene Aerosol gerichtet 

aufgefangen werden kann. Die hintere Öffnung der Pipettenspitze, die normalerweise von 

einem Deckel mit Adapter zum Aufstecken auf die Pipette verschlossen wird, kann passgenau 

auf eine 6-Well Zellkulturplatte aufgesetzt werden und verschließt diese bündig. Zur 
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Veranschaulichung ist in Abbildung 5.5 der verwendete Aerogen® Solo alleine, sowie in 

Kombination mit der modifizierten Pipettenspitze, abgebildet. 

 

Um die Resilienz unserer Lipopolyplexe gegenüber der mechanischen Krafteinwirkung 

während des Verneblungsprozesses zu überprüfen, haben wir 150 µl unserer Probe mit Hepes-

Puffer 10 nM auf 300 µl verdünnt und in das Reservoir des Aerogen® Solos überführt. Durch 

die Erhöhung des eingesetzten Volumens wird die Membran des Verneblers besser benetzt, was 

sich positiv auf die Aerosolbildung auswirkt. Anschließend haben wir den Vernebler in den 

modifizierten Pipettenaufsatz eingesetzt und über der Öffnung einer 6-Well Zellkulturplatte 

platziert. Die Netzeinheit wurde angeschlossen und der Verneblungsprozess gestartet. Nach 

60 s war das Arzneimittel-Reservoir aufgebraucht und wurde erneut mit 200 µl Hepes-Puffer 

zum Nachspülen befüllt. Nach weiteren 60 s wurde das Gerät abgeschaltet und dem Aerosol 

eine Ruhezeit von 120 s zur Abscheidung gewährt. Die aufgefangene Probe wurde wie in 

Kapitel 5.2.3 beschrieben vermessen und ausgewertet.  

 

5.2.6 Zellkultivierung  

Für die nachfolgend beschriebenen Versuche in der Zellkultur haben wir humane 

Zervixkarzinomzellen verwendet, die Luciferase exprimieren (HeLa-LG). Die Zellen wurden, 

wie in Kapitel 3.2.6 beschrieben, kultiviert. 24 h vor dem jeweiligen Experiment wurden die 

Zellen mit einer Dichte von 1,5 x 104 Zellen / Well in 96-Well Platten ausgesät. 

 

5.2.7 Bestimmung der Lichtemission 

Wie in Kapitel 4.2.9 ausführlich beschrieben, wir bei der Oxidation von D-Luciferin zu 

Oxyluciferin Licht mit einem Emissionsmaximum um 560 nm emittiert. Wie in Abbildung 5.3 

dargestellt ist, besitzt Hypericin bei dieser Wellenlänge ein komplementäres, sekundäres 

Absorptionsmaximum. Durch dieses Experiment wollen wir den wechselseitigen Bezug von 

unterschiedlichen Konzentrationen von Hypericin und D-Luciferin auf die Quantität der 

freigesetzten Lichtstrahlen an einer Luciferase exprimierenden Zelllinie untersuchen.  

 

Für den Versuch haben wir HeLa-LG Zellen mit einer Dichte von 1,5x104 Zellen / Well in 96-

Well-Platten mit 200 µl Nährmedium ausgesät und für 24 h zu einer Zellkonfluenz von 70 ï 

80 % anwachsen lassen. Am Versuchstag wurden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und 

mit 200 µl der entsprechenden Probe oder Referenz je Well aufgefüllt. Als Proben haben wir 
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Verdünnungen von Hypericin und D-Luciferin in Hepes-Puffer oder deren entsprechende 

liposomale Zubereitungen nach Kapitel 5.2.1 verwendet. Als Negativkontrolle wurden 200 µl 

serumfreies Medium auf die Zellen gegeben. Die Probezugabe erfolgte immer in 4-facher 

Ausführung. Anschließend wurden diese zurück in den Inkubator gestellt.  

 

Nach einem Zeitintervall von 0 h / 3,5 h / 4,5 h / 5,5 h und 24 h haben wir die jeweilige Emission 

bei einer Wellenlänge von 560 nm mit dem FLUOstar Optima Plattenlesegerät vermessen. Die 

Auswertung erfolgte als relative Lumineszenzeinheiten (RLU). Zur Überprüfung von statistisch 

signifikanten Unterschieden wurde ein zweiseitiger Students t-Test durchgeführt, wobei ein 

Wahrscheinlichkeitswert von p < 0,05 als signifikant angesehen wurde. Weiterhin wurde in [*] 

p < 0,05, [**] p < 0,01 und [***] p < 0,001 unterschieden. 

 

5.2.8 MTT -Assay 

Mit dem MTT-Assay haben wir ermittelt, ob die von der Luciferase-Reaktion emittierten 

Lichtstrahlen ausreichen, um eine adäquate phototoxische Reaktion, induziert durch die 

Anregung von Hypericin, zu verursachen. Hierzu haben wir den Einfluss von unterschiedlichen 

Konzentrationen von Hypericin und D-Luciferin auf die Zellüberlebensrate an einer Luciferase 

exprimierenden Zelllinie untersucht. 

 

Für den Versuch wurden HeLa-LG Zellen mit einer Dichte von 1,5x104 Zellen / Well in 96-

Well-Platten ausgesät und mit 200 µl Nährmedium bedeckt. Nach einer Wachstumsphase von 

24 h im Inkubator haben wir die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und 200 µl der 

entsprechenden Probe oder Referenz je Well ergänzt. Als Probe wurden Verdünnungen von 

Hypericin und D-Luciferin in Hepes-Puffer oder deren entsprechende liposomale 

Zubereitungen nach Kapitel 5.2.1 verwendet. Nach der Probenzugabe wurden die Zellen für 

24 h in den Inkubator gestellt. Die weitere Durchführung sowie Auswertung des Versuchs 

erfolgten in gleicher Weise wie in Kapitel 3.2.7 beschrieben. Die Überprüfung auf statistische 

Signifikanz erfolgte mit einem zweiseitigen Students t-Test. Ein Wahrscheinlichkeitswert von 

p < 0,05 wurde als signifikant angesehen. Weiterführend haben wir in [*] p < 0,05, [**] p < 

0,01 und [***] p < 0,001 unterschieden. 
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5.3 Ergebnisse und Diskussion 
 

5.3.1 Physikochemische Charakterisierung 

In dem nachfolgenden Kapitel werden die Ergebnisse der physikochemischen 

Charakterisierung der verwendeten Liposomen und Lipopolyplexe ausgewertet und diskutiert. 

Dabei wurden sowohl die Größe als auch das Zetapotenzial als maßgebliche Faktoren für eine 

effiziente zelluläre Aufnahme und als wichtige Charakterisierungsmerkmale für die 

Beschreibung nanoskaliger Transportsysteme ausgewertet [226,227]. 

 

  Tabelle 5.1 

 

In Tabelle 5.1 sind die Messergebnisse der verwendeten Liposomen und Lipopolyplexe mit der 

Photonenkorrelationsspektroskopie dargestellt. Alle Größen liegen in einem Bereich von 110 ï 

170 nm und sind damit geeignet für den gentherapeutischen Einsatz. Für ähnliche 

Trägersysteme in diesem Größenbereich wurde bereits in der Vergangenheit eine effektive 

Zellaufnahme nachgewiesen [83,228Έ230]. Das Zetapotenzial der Liposomen ist durch 

Verwendung der negativen Lipide als Bestandteil negativ [68], dass der Polyplexe aufgrund der 

Verwendung kationischer Polymere positiv [79]. Nach der Umhüllung der Polyplexe mit der 

liposomalen Doppelmembran wird die Oberflächenladung der Lipopolyplexe von den 

Messergebnisse der Photonenkorrelationsspektroskopie und Laser-Doppler-Anemometrie 

Formulierung Größe ± S.D. [d.nm] PDI ± S.D. Zetapotenzial ±S.D. [mV] 

Liposomen 

164.3 ± 4.1 0.196 ± 0.031 -20.73 ± 0.31 (DOPE:DPPC:Cholesterol) 

Liposomen (Hypericin) 

152.0 ± 2.6 0.170 ± 0.030 -23.57 ± 0.32 (DOPE:DPPC:Cholesterol) 

Liposomen (D-Luciferin) 

154.4 ± 0.7 0.156 ± 0.004 -17.47 ± 4.40 (DOPE:DPPC:Cholesterol) 

Lipopolyplexe (pCMV-luc) 

166.0 ± 2.4 0.424 ± 0.008 -43.20 ± 0.70 Vor Verneblung 

Lipopolyplexe (pCMV-luc) 

113.5 ± 2.3 0.242 ± 0.018 -25.10± 0.92 Nach Verneblung 

Alle Messgrößen werden als Z-Average dargestellt, welcher aus der Partikelgrößenverteilung der 

Intensität abgeleitet ist. Alle Werte sind als Mittelwert ± Standardabweichung aus jeweils 3 

Messvorgängen dargestellt 
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negativen Lipiden dominiert, weshalb auch hier erwartungsgemäß ein negatives Zetapotenzial 

gemessen wurde [99]. Sowohl Größe als auch Zetapotenzial der Liposomen wurden durch die 

Beladung mit Hypericin oder Luciferin nicht wesentlich verändert, weshalb auch hier mit einer 

effizienten Aufnahme in die Zelle gerechnet werden kann. Zusammengefasst kann durch die 

vorliegenden Ergebnisse auf funktionelle und intakte Liposomen sowie eine erfolgreiche 

Komplexbildung im Falle der Lipopolyplexe geschlossen werden.  

 

Die Abweichungen bei der Bestimmung von Durchmesser und Zetapotenzial vor und nach der 

Vernebelung mit dem Aerogen® Solo deuten auf eine Umstrukturierung der liposomalen 

Umhüllung der Lipopolyplexe durch die Krafteinwirkung während des Verneblungsprozesses 

hin. Infolge der hochfrequenten Vibrationen der Palladium-Membran, die ursächlich für den 

effektiven Vernebelungsprozess des Aerogen® Solo ist, lagert sich die Lipidhülle enger um die 

Polyplexe an. Dass die Größe von Liposomen durch die Krafteinwirkung im Ultraschallbad 

verringert werden kann, ist bereits umfänglich bekannt [231,232] und kann in Analogie hierzu 

bei dem Verneblungsprozess ebenfalls beobachtet werden. Eine Abtrennung von größeren 

Komplexen durch die Aerogen®-Membran kann aufgrund der Porengröße ausgeschlossen 

werden. Infolge des verringerten Durchmessers steigt auch das Zetapotenzial, da sich die 

vorhandenen Lipide besser verteilen können. Die Integrität der Lipopolyplexe wird letztendlich 

durch den Verneblungsprozess aber nicht beeinträchtigt. Durch den verringerten PDI können 

wir auf eine Homogenisierung hinsichtlich der Größe schließen, wodurch gleichzeitig eine 

Zerspaltung durch die mechanische Krafteinwirkung ausgeschlossen werden kann. Als 

Applikationsform ist die Verneblung mit dem Aerogen® Solo voraussichtlich für unsere 

Lipopolyplexe geeignet. 

 

5.3.2 Zellkultur  

 

5.3.2.1 Bestimmung der Lichtemission 

Der Schlüsselfaktor für den Erfolg der Biolumineszenz induzierten PDT ist die effiziente 

Aktivierung des Photosensitizers. Um festzustellen welche Lichtmenge durch die Luciferase-

Reaktion emittiert wird, inwieweit wir diese Menge beeinflussen können und ob bei 

Anwesenheit von Hypericin eine Verringerung dieser Menge durch Absorption zu beobachtet 

ist, haben wir mit nachfolgendem Experiment untersucht.  
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Da extern zugeführtes D-Luciferin als limitierender Faktor bei der Luciferasereaktion gilt, 

welches sowohl die Zytoplasmamembran als auch die Membran des Peroxisoms überwinden 

muss bevor es von der zellulär gebildeten Luciferase umgesetzt werden kann [233], haben wir 

eingangs den Einfluss der zugeführten Menge an D-Luciferin auf die Intensität der emittierten 

Strahlung bestimmt. Hierfür wurden unterschiedliche Konzentrationen (0,5 mM / 1,0 mM / 1,5 

mM) des Reaktionsedukts, sowie liposomales D-Luciferin (0,5 mM / 1,0 mM) hinsichtlich der 

detektierten RLU in unterschiedlichen zeitlichen Abständen zu der Zugabe auf die Zellen, 

verglichen.  

 

 

Abbildung 5.6: Auswertung der Quantifizierung des emittierten Lichts mit einer Wellenlänge 

von 560 nm, dargestellt als RLU (relative Lichteinheiten) nach Zugabe unterschiedlicher 

Zubereitungen von D-Luciferin. Als Kontrolle wurde Zellkulturmedium verwendet. Die 

Messung der Emission erfolgte im Abstand von 0 h / 3,5 h / 4,5 h / 5,5 h und 24 h nach der 

Probezugabe. Wahrscheinlichkeitswert [*] p < 0,05, [**] p < 0,01 und [***] p < 0,001. 

 

Die Auswertung des Versuchs in Abbildung 5.6 zeigt, dass für die drei unterschiedlichen 

Konzentrationen an D-Luciferin, mit Ausnahme der ersten Messung für die Konzentration 

1,5 mM, keine erkennbaren Veränderungen der freigesetzten Lichteinheiten zu beobachten 

sind. Eine Konzentration von 0,5 mM D-Luciferin kann daher als ausreichend betrachtet 

werden, da für die erfolgreiche Aktivierung von Hypericin die Gesamtmenge an Licht 

entscheidend ist [234]. Durch eine Konzentrationssteigerung kann weder die maximale Menge 

der RLU nach 3,5 h, noch eine Verlängerung der Emission erreicht werden. Auch durch die 

liposomale Verpackung von D-Luciferin kann das RLU-Maximum nicht erhöht werden. Jedoch 
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ist direkt nach der Probezugabe zum Zeitpunkt 0 h eine etwas erhöhte Lichtemission zu 

beobachten. Wir gehen von einer anfänglich schnelleren Überwindung der peroxisomalen 

Membran aus. Auf eine effizientere Aktivierung des Photosensetizers durch die liposomale 

Zubereitung deuten die marginalen Veränderungen jedoch nicht hin.  

 

Im nächsten Schritt haben wir zusätzlich zu D-Luciferin noch unterschiedliche Mengen an 

liposomalem Hypericin auf die Zellen gegeben. Die Vermessung erfolgte nach den gleichen 

Zeitintervallen wie zuvor, die Auswertung ist in Abbildung 5.7 dargestellt.  

 

 

Abbildung 5.7: Auswertung der Quantifizierung des emittierten Lichts mit einer Wellenlänge 

von 560 nm, dargestellt als RLU (relative Lichteinheiten) nach Zugabe unterschiedlicher 

Zubereitungen von D-Luciferin und Hypericin. Die Messung der Emission erfolgte im Abstand 

von 0 h / 3,5 h / 4,5 h / 5,5 h und 24 h nach der Probezugabe. Wahrscheinlichkeitswert [*] p < 

0,05, [**] p < 0,01 und [***] p < 0,001. 

 

Durch die Zugabe von Hypericin ist im Vergleich zu der Probe ohne Hypericin eine signifikante 

Abnahme der detektierten Lichteinheiten bei den ersten drei Messintervallen zu beobachten. 

Dieser Unterschied ist durch die Absorption der entsprechenden Differenz zur Probe ohne 

Hypericin zu erklären. Da die Strahlung ungerichtet ist und nur der Teil absorbiert wird, der auf 

die Hypericin-Moleküle trifft, konnte grundsätzlich nur mit einer marginalen Minderung der 

Strahlungsintensität gerechnet werden. Infolge einer Erhöhung der Hypericinkonzentration, die 

mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit einhergeht, dass ein emittierter Lichtstrahl auf ein 

Hypericin-Molekül trifft, haben wir daher mit einer weiteren Verringerung der detektierten 
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RLU oder einer Verlängerung der Absorption gerechnet. Diese Reduktion können wir in 

Abbildung 5.7 nicht beobachten, weshalb wir von schnellen Verteilungsvorgängen im Zytosol 

ausgehen, durch die die eingesetzte Konzentrationserhöhung an Hypericin zu marginal ist als 

dass sie ins Gewicht fällt.  

 

Durch die Verwendung von liposomalem D-Luciferin können wir Abbildung 5.7 trotz der 

Hypericin Gabe eine gesteigerte Lichtemission bei der ersten Messung (0 h) entnehmen. Auch 

bei den folgenden Messungen kann eine Erhöhung der RLU beobachtet werden, die sich ab der 

Messung 5,5 h wieder an die Messwerte des freien D-Luciferin angeglichen hat. Wir vermuten 

Verzögerungsvorgänge bei der Freisetzung aus der liposomalen Zubereitung, die zu dieser 

Verschiebung der Absorptionszeiträume führt. Bei den Hypericin-Liposomen ist eine solche 

Verzögerung parallel nicht zu beobachten, da direkt im Anschluss an die Probezugabe die RLU 

signifikant sinkt. Diese Beobachtung spricht seinerseits ebenfalls für eine Aktivierung des 

Hypericin infolge von Lichtabsorption, wodurch es zur Ruptur der Liposomen kommt und 

damit zur vollständigen Freisetzung des Hypericins. Dafür spricht auch die zeitlich auf die 

ersten drei Messungen beschränkte Absenkung der RLU-Detektion.  

 

Zusammengefasst konnte in Anwesenheit von Hypericin eine Absorption des emittierten Lichts 

beobachtet werden, die sich aber nicht proportional zu der eingesetzten Hypericinkonzentration 

verhält, sondern von ihr weitgehend unberührt bleibt. Durch die liposomale Zubereitung von 

D-Luciferin konnte eine Veränderung hinsichtlich der Lichtabsorption beobachtet werden, ob 

diese jedoch zu einer effizienteren Aktivierung des Photosensitizers führt und ob die 

beobachtete Absorption auch eine signifikante zytotoxische Reaktion induziert, muss durch 

nachfolgende toxikologische Untersuchungen aufgeklärt werden.  

 

5.3.2.2 Toxizität 

Um systemische Fehler durch die Überlagerung von toxischen Effekten, die durch das 

Reaktionsedukt selbst hervorgerufen werden können, zu vermeiden, haben wir eingangs die 

Toxizität von D-Luciferin an der von uns verwendeten Zelllinie untersucht. Die Auswertung in 

Abbildung 5.8 zeigt für eine D-Luciferin-Konzentration ab 1,0 mM eine signifikante 

Erniedrigung der Zellüberlebensrate. Für weitere Versuche haben wir daher eine Konzentration 

von 0,5 mM verwendet.  
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Abbildung 5.8: Auswertung des MTT-Assays an SK-OV-3 Zellen zur Überprüfung der 

Toxizität von D-Luciferin. Als Negativkontrolle wurde serumfreies Medium verwendet und für 

die Auswertung als 100 % Viabilität gesetzt. Als Positivkontrolle wurde Triton-X Lösung 1 % 

verwendet und die Absorption als Blindwert von allen Messwerten subtrahiert. 

Wahrscheinlichkeitswert [*] p < 0,05, [**] p < 0,01 und [***] p < 0,001. 

 

Um festzustellen, ob durch die in Kapitel 5.3.2.1 beobachtete Lichtabsorption von Hypericin 

auch zu der gewünschten zytotoxischen Reaktion führt, haben wir die Zellüberlebensrate mit 

einem MTT-Test bestimmt. Dafür haben wir in Analogie zu vorherigen Versuchen 

unterschiedliche Mengen an Hypericin und D-Luciferin (frei oder als liposomale Darreichung) 

zu den Zellen gegeben und die Auswirkung auf deren Viabilität untersucht. 

 

Die Auswertung in Abbildung 5.9 zeigt für die Verwendung von freiem D-Luciferin erst ab 

einer Konzentration von 1,5 mM eine signifikante Erniedrigung der Zellüberlebensrate. Unter 

Einbezug der Erkenntnisse aus Abbildung 5.8 ist dieser Effekt aber nicht Folge der PDT, 

sondern der Toxizität von D-Luciferin zuzuschreiben. Für die Verwendung von liposomalem 

D-Luciferin konnte für alle Proben eine signifikante Reduktion der Viabilität nachgewiesen 

werden. Auch in diesem Fall zeigt der Vergleich mit der Probe ohne Hypericin aber, dass der 

toxische Effekt auch hier auf die D-Luciferin Darreichung zurückzuführen ist. 
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Abbildung 5.9: Auswertung des MTT-Assays an HeLa-LG Zellen zur Überprüfung der 

phototoxischen Wirksamkeit von Hypericin. Negativkontrolle wurde serumfreies Medium 

verwendet und für die Auswertung als 100 % Viabilität gesetzt. Als Positivkontrolle wurde 

Triton-X Lösung 1 % verwendet und die Absorption als Blindwert von allen Messwerten 

subtrahiert. Wahrscheinlichkeitswert [*] p < 0,05, [**] p < 0,01 und [***] p < 0,001. 

 

In Anbetracht der Erkenntnisse aus den vorherigen Versuchen, dass eine Aufnahme des 

emittierten Lichts durch Hypericin erfolgt, ist das Ausbleiben der nachgeschalteten toxischen 

Reaktion auf eine nicht ausreichende Aktivierung von Hypericin durch die vorhandene 

Biolumineszenz zurückzuführen, also der Lichtschwellenwert des PS durch die 

Biolumineszenz nicht erreicht wird. Ableitend unterstreichen unsere Ergebnisse die 

Schlussfolgerungen vorangegangener Arbeiten, die übereinstimmend zu dem Schluss 

gekommen sind, dass die fLuc-Biolumineszenz nicht genügend Photonen generiert, um eine 

adäquate phototoxische Reaktion von Rose Bengal oder Hypericin zu induzieren [235,236].  

 

In der Literatur werden Lichtemissionwerte von 2,8 ï 2300 Photonen / s / Zelle für Luciferase 

exprimierende Zelllinien aufgeführt, wobei die bedeutende Mehrheit im unteren dreistelligen 

Bereich liegt. Für HeLa-luc Zellen wurde eine Biolumineszenz von 170 Photonen / s / Zelle 
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dokumentiert [235,237,238]. Nach Einsteins photoelektrischem Effekt ergibt sich folglich eine 

Energie von rund 3,5*10-19 J / Photon oder rund 6*10-17 J / Zelle. 

 

Albert Einsteins photoelektrische Effekt: 

 

Ὁ
Ὤz ὧ

‗
 

 

E = Energie 

h = Plancksche Konstante (6,63*10-34 J s) 

c = Lichtgeschwindigkeit (3*108 m / s) 

ɚ = Wellenlänge (0,560 µm) 

 

Für unseren Versuch mit einer Zelldichte von rund 6*105 Zellen / cm2 ergeben sich daraus 

3,6*10-11 J / cm2. Selbst wenn man von einem viel zu hohen Emissionsintervall von 24 h 

ausgeht, so ergeben sich lediglich 3,1*10-6 J / cm2. Verglichen mit der typischerweise 

eingesetzten Energie von über 1 J / cm2, wie sie bei der Verwendung von externen 

Bestrahlungsquellen zur Aktivierung der PDT Verwendung finden, ergibt sich eine enorme 

Differenz [239,240]. Das gerade einige neuere Publikationen in Widerspruch zu unseren 

Ergebnissen, die Biolumineszenz induzierte Aktivierung von Hypericin als effektive 

zytotoxische Therapie beschreiben [241,242], können wir nur auf die unzureichende 

Berücksichtigung der toxischen Effekte von D-Luciferin im jeweiligen Versuchsaufbau 

zurückführen.  
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5.4 Zusammenfassung 
 

Ziel dieses Projekts war die Entwicklung und Charakterisierung eines einzelnen Trägersystems 

zur Biolumineszenz induzierten PDT. Hierfür sollten Lipopolyplexe mit pCMV-luc beladen 

werden, um die adressierten Zellen durch Transfektion zur Biolumineszenz zu befähigen. Die 

dadurch emittierten Lichtstrahlen sollen den in der Hülle des Transportsystems eingebetteten 

Photosensetizer Hypericin aktivieren und folglich durch dessen toxische Reaktion zur Apoptose 

des adressierten Gewebes führen. 

 

Die Bestimmung von Größe und Zetapotenzial der Lipopolyplexe als auch der als Vorstufe 

verwendeten Liposomen, die mit Hypericin oder Luciferin beladen wurden, lässt auf 

funktionelle und intakte Lipopolyplexe und Liposomen schließen. Der Vergleich von 

Lipopolyplexen vor und nach Verneblung mit einem Aerogen® Solo zeigt die Resilienz unseres 

Vektorsystems gegenüber der mechanischen Beanspruchung, die bei der Aerosolbildung auf 

diese einwirkt. 

 

Durch die Untersuchung der wechselseitigen Beeinflussung von unterschiedlichen Mengen an 

Hypericin und D-Luciferin auf die Lichtemission einer Luciferase exprimierenden Ziellinie 

konnten wir Rückschlüsse auf die Aktivierung von Hypericin durch die Biolumineszenz der 

Zelllinie gewinnen. Bei dem Vergleich der emittierten Lichtstrahlen in Abwesenheit und 

Anwesenheit von unterschiedlichen Hypericin-Darreichungen konnten wir die Absorption 

einer Teilmenge des emittierten Lichts beobachten. Die Lichtabsorption wurde durch die 

Erhöhung der Hypericinkonzentration jedoch nicht beeinflusst.  

 

Als Folge der Lichtabsorption durch Hypericin konnten wir jedoch keine toxischen Effekte auf 

die verwendete Zelllinie feststellen. Signifikante Unterschiede, die wir bei MTT-Versuchen 

beobachten konnten, waren lediglich auf die eingesetzte Menge an D-Luciferin 

zurückzuführen. Trotz nachgewiesener Absorption durch den Photosensitizer kommt es zu 

keinen messbaren toxischen Effekten. Das bei der Biolumineszenz-Reaktion freigesetzte Licht 

reicht folglich nicht aus, um eine effiziente Aktivierung des Photosensetizers Hypericin zu 

erreichen.  
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6 Projekt  3: MDR1-Silencing mit Lipopolyplexen  
 

6.1 Einleitung 
 

Der folgende Abschnitt beschäftigt sich mit der Herstellung und Charakterisierung von 

Lipopolyplexen, die für den Knockdown von MDR1 eingesetzt werden sollen, um so resistente 

Tumorzellen wieder sensibler gegenüber gängigen Zytostatika zu machen. 

 

6.1.1 RNA-Interferenz 

Ein relativ junges Themenfeld der Gentherapie beschäftigt sich mit dem gezielten Einsatz von 

zellregulatorischen Prozessen, die auf RNA-Interferenz (RNAi) beruhen. Hierbei sorgen kurze, 

einzel- oder doppelsträngige RNA Moleküle aus 20-25 Basenpaaren, so genannte ñsmall 

interfering RNAsò (siRNA), durch selektive Blockade oder Spaltung von mRNA-Molekülen 

zum zielgerichteten ĂKnockdownñ spezifischer Gene. Das Wirkprinzip beruht auf der 

komplementären Paarung der siRNA mit der adressierten mRNA und verhindert folglich die 

Genexpression auf posttranskriptionaler Ebene [243,244]. 

 

Nachdem die siRNA über einen endogenen Mechanismus in die adressierten Zellen 

eingeschleust wurde, bildet sie mit Argonaute-Protein, Dicer und TRBP (transactivation 

response element RNA-binding protein) den RISC-Komplex (effector RNA-induced silencing 

complex) aus. Dieser wird durch Elimination des codogenen Strangs der siRNA aktiviert und 

kann mit Hilfe des gebundenen Antisense-Strangs die komplementäre mRNA binden. Die 

gebundene mRNA wird von der Dicer-Einheit des RISC-Komplexes gespalten, eine 

Translation kann folglich nicht mehr stattfinden [245Έ247]. Eine übersichtliche Darstellung soll 

Abbildung 6.1 geben. Sobald der noch gebundene Teil der mRNA durch zelluläre Nukleasen 

abgebaut ist, kann der RISC-Komplex recycelt werden und erneut komplementäre mRNA 

binden. Durch diesen spezifischen Wirkmechanismus, bei dem die therapeutisch aktive siRNA 

individuell an die adressierte mRNA angepasst ist, sind RNAi basierte Arzneimittel in der Lage 

eine selektive und nebenwirkungsarme Therapie verschiedener Krankheiten zu ermöglichen. 

Besonders zur Vereitelung von Resistenzentwicklungen während einer onkologischen Therapie 

gibt es vielversprechende Ansätze [248].  
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Abbildung 6.1: Bildung des siRNA-induzierten Silencing-Komplexes (RISC) der 

doppelstränigen siRNA mit Argonaute-Protein, Transactivation-Response-Binding-Protein 

(TRBP) und Dicer. Darauf folgt die Aktivierung des RISC durch asymmetrische Abwicklung 

des codogenen siRNA-Strangs. Durch den aktivierten RISC kommt es zur komplementären 

Bindung der adressierten mRNA, wodurch deren Translation verhindert wird. 

 

Da bei der Applikation von ĂunverpackterΔ siRNA sofort verschiedene Abwehrmechanismen 

in Gang gesetzt werden, ist eine entsprechende Verpackung durch nanoskalige Trägersysteme 

für einen therapeutischen Einsatz unerlässlich. Zum einen kommt es zu einer Reihe von 

Nebenwirkungen, die auf das immunogene Potenzial der siRNA zurückzuführen sind, zum 

anderen sorgen schlechte Stabilität, Abbau durch RNasen, schnelle renale Clearance, 

Schwierigkeiten beim Überwinden von Zellmembranen und schlechte endosomale Flucht für 

eine geringe Effektivität. In der Vergangenheit wurden bereits einige nanoskalige 
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Formulierungen entwickelt, mit deren Hilfe diese Hindernisse erfolgreich überwunden werden 

konnten [249,250]. 

 

Kürzlich haben zwei Arzneimittel, die auf dem Wirkmechanismus der RNA-Interferenz 

beruhen, von der Food and Drug Administration (FDA) eine Zulassung erhalten. In beiden 

Fällen ist der Konzern Alnylam, 2018 für ein Medikament zur Behandlung von hereditärer 

ATTR-Amyloidose [251,252], und 2020 für ein Medikament zur Behandlung der akuten 

intermittierenden Porphyrie (AIP) der Zulassungsinhaber [253]. Darüber hinaus haben Alnylam 

und Vir Biotechnology kürzlich die Arbeit an einem RNAi basiertem Medikament für die 

Behandlung von SARS-CoV-2 bekannt gegeben [254]. Einige aussichtsreiche RNAi-

Arzneimittel mehr befinden sich aktuell in der klinischen Erprobung. Aufgrund der derzeit 

intensiven Forschungsbemühungen wird in den nächsten Jahren mit einigen signifikanten 

Durchbrüchen und neuen Therapieoptionen aus diesem Gebiet gerechnet. Im Fokus stehen 

neben den genannten Krankheiten vor allem AIDS, Krebs, Lebererkrankungen und genetische 

Defekte [255].  

 

6.1.2 MDR1-Knockdown 

Die Herunterregelung bzw. das Ausschalten des Multidrug-Resistance-Protein 1 (MDR1) -

Gens hat sich in den letzten Jahren zu einem vielversprechenden therapeutischen Konzept 

entwickelt. Gerade für die Tumortherapie spielt die zunehmende Ausbreitung von Resistenzen 

gegen unterschiedliche Chemotherapeutika eine tragende Rolle. Ein weit verbreiteter und 

effektiver Resistenzmechanismus der Tumorzellen wird durch die Überexpression von P-

Glykoprotein (P-GP) erreicht. [256]. 

 

ĂMulti drug resistanceñ ist ein Phänomen, bei dem es zur Ausbildung einer Kreuzresistenz 

gegen eine ganze Reihe von Arzneimitteln ungeachtet deren Strukturen und Wirkmechanismen 

kommt [257]. Diese unspezifische Resistenzentwicklung wird durch den gesteigerten Einbau 

von P-GP in die Zellmembran der Tumorzellen vermittelt. P-Glykoprotein ist eine 

unspezifische Effluxpumpe, die unter ATP-Verbrauch Substrate über die Zellmembran aus der 

Zelle transportiert. Aufgrund dessen Überexpression können Zytostatika aus der Tumorzelle 

verbracht werden, wodurch die onkologische Wirksamkeit stark abnimmt bis hin zur 

kompletten Resistenz [258,259]. Wie in Abbildung 6.2 am Beispiel des Zytostatikums 

Doxorubicin dargestellt ist, wird die Überexpression von P-GP durch die Hochregulierung des 

MDR1-Gens gesteuert. Um die Sensitivität gegen die Chemotherapie wieder zurückzuerlangen 
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und die therapeutisch notwendige Dosis so weit wie möglich zu reduzieren, wird daher 

versucht, sequenzspezifisch die Expression von MDR1-mRNA zu senken. [260,261]. 

 

 

Abbildung 6.2: Mechanismus der Hemmung von MDR1 durch RNA-Interferenz am Beispiel 

von Doxorubicin. Durch die Bindung der MDR1-mRNA durch den RISC wird die Translation 

zu P-Glykoprotein verhindert, wodurch der aktive Transport von Doxorubicin aus der Zelle 

reduziert wird und die Konzentration an intrazellulärem Doxorubicin wieder ansteigt. 

 

Die erhöhte Expression von P-Glykoprotein sorgt aber nicht nur für den gesteigerten Efflux von 

Zytostatika. Auch eine proliferationsfördernde Beteiligung bei der Metastasierung, sowie 

protektive Effekte gegenüber Caspase vermittelter Apoptose, konnten bei Tumorzellen 

beobachtet werden [262,263]. Nachdem man in den letzten Jahren eine erhöhte Expression von 

MDR1 bei verschiedenen Tumorarten nachweisen konnte, die symptomatisch von einer 



- 89 - 

 

verringerten Zytotoxizität von diversen Zytostatika begleitet wurde [264Έ266], ist die 

gesamtheitliche Bedeutung des MDR1-Überexpression noch weitgehen unbekannt. Auch die 

Auswirkungen des MDR1-Knockdowns mit dem Ergebnis, dass erworbene Resistenzen 

reduziert und die behandelten Tumorzellen ihre Sensitivität gegenüber Zytostatika wieder 

zurückerwerben konnten, wurde bereits durch mehrere Studien belegt [267Έ270]. 

 

6.1.3 Doxorubicin 

Doxorubicin (DOX) ist ein Zytostatikum aus der Gruppe der Anthrazykline. Diese, aus 

Streptomyces-Arten isolierten Antibiotika, werden zur Therapie verschiedener Krebsarten 

eingesetzt. Doxorubicin spielt insbesondere bei der Behandlung von Mammakarzinomen eine 

wesentliche Rolle[271,272]. Auch in der onkologischen Forschung zählt Doxorubicin zu den 

am meisten verwendeten Chemotherapeutika. Die gute Datenlage und seine physikalisch-

chemischen Eigenschaften machen es gerade für Arbeiten, die sich mit der liposomalen 

Applikation befassen, geeignet [273]. 

 

 

Abbildung 6.3: Strukturformel von Doxorubicin mit dem Klassetypischen Anthrachinon-

Grundgerüst. 

 

Vor allem durch liposomale Formulierungen konnte eine Reduzierung von toxischen 

Nebenwirkungen und eine verbesserte antitumorale Aktivitäte erreicht werden. Das erste 

liposomal verkapselte Zytostatikum, das die klinische Zulassung erhielt, war Doxorubicin HCl 






























































































































