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Zusammenfassung

Die vorliegendé\rbeit beschaftigt sichllgemeinmit der Entwicklung vorGentherapeutiscine
Transfektionssystememit dem vorrangigen Ziel die Behandlungsmoélgkeiten bei
Tumorerkrankungen zu optimieren und auszubau2urch die Weiterentwicklung und
Verknupfung etablierte Systeme sollen neueMdglichkeiten geschaffen werdenum die
TherapieonkologischerErkrankungen zielgerichteter ureffizienter zu gestalten Die drei

nachfolgend beschriebenBnojekteadressieredieses Ziel auf unterschiedlicheWegen.

Im 1. Projektin Kapitel 4 werden PolyethyleniminSilica-Nanopartikel als effiziente
Gentherapeuti$e Vektorenbeschrieben Durch die Kombinationder beiden etablierten
Vertreter aus der Gruppe der nishtalen Vektorerkonnten wireinedeutliche Verbesserung
des TransportsystenesreichenDie zytotoxischen Nebenwirkungesmndim Vergleich zuden
einzlnen  Komponenten  wesentlich  geringerausgepragt, = wenngleich die
Transfektionseffiziena/erglichen mitPolyplexenum rund 9 % gesteigertwerden konnte
Auch die Resiliengegenlber lagerungsbedingten Veréanderumgede erhéhtwodurchsich

wesentliche Vorteilem Hinblick auf die spaterelandhabungrgeben.

Das 2. Projekt in Kapitel 5befasst sichmit der Tauglichkeit von Biolumineszenzzur
selbstinduziertePhotodynamischeiherapie.Hierflir haben wir Lipopolyplexererwendet
um Zellen duch Transfektion zur Biolumineszenz zu befahigénfolge der emittierten
Strahlung soll es zur Aktivierung einesin der LipopolyplexMembran eingearbeitet®
Photosensetizetkommen der die Zerstérung der angrenzenden Tumorzellen indu¥rt.
konntendie Absorptiondes B.-emittierten Lichts durctden eingesetzten PS nachweisen,
jedochals dessen Folge keintexischen Effele beobachtenLetztendlichkonnten wir den

Lichtschwellenwertder fur die PDT bendtigt wird, nicht durBiolumineszengyenerieren.

In dem3. Projektin Kapitel 6beschreibn wir Lipopolyplexe alseffektive Vektorenflir den
MDR1-Knockdown, in dessen Folgeirch die Uberexpression vorGtykoprotein vermittelte
Zytostatikaresistenzewieder zuriickgebildet werdefVir konntenfir unserenVektor eine
Reduzierung der MDRINRNA um ca. 60 % nachweisern dessen Folgewir eine
Sensitivitatssteigerundr 125 pg DOX / mlvon keiner toxischen Wirkundninzu einer

Zelluberlebensrate von knapp 50b%obachten konnten.

-1-



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, newilpiessare 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 descrgmdyethylenimine silica nanoparticles as efficient
gene therapy vectors. By combining two established representatives from the groupicdinon
vectors, we were able to achieve a significant improvement with regard to important properties.
With differenttoxicity 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 arfuajting factor

for the use of nowiral 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% compacegdyplexes. 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 multiday series of measuremsnb test the resilience to agglomeration events. The
tendency to form agglomerates, which we observed to a particular extent witiN§llicauld

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 fandetied
photodynamic therapy. For this purpose, we transfected cells with pldd\foaded
lipopolyplexes to enable them for bioluminescence. The light beams emitted by the B
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 hgpeand Bluciferin on the light

emission from a luciferasexpressing target line, we were able to draw conclusions about the

activation of hypericin by cell line bioluminescence. Comparing the emitted light beams in the
-2-



absence and presence of diffédeypericin enrichments, we observed the absorption of a subset
of the emitted light. However, the light absorption was not affected by the increase in hypericin
concentrationAs 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 ofuciferin used. Despite demonstrated absorption by thiopasitizer,

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 piplyplexes as effective vectors for MDR1
knockdown by RNA interference, as a result of which cytostatic resistance mediated by
overexpression of Blycoprotein is reversedJsing RFqPCR, we detected a reduction of
MDR1 mRNA by approximately 60%. Polyplex@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 12§ 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, whsttiden 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 stpoof the MDR1 knockdown therapy
approach, as tumor cell spread is impaired in addition to improved efficacy of cytostatic

therapy.



1 Gentherapie Ein einleitender Uberblick

Gentherapie ist gegenwartig nicht nur Fachkreiserein multilateral diskutiertes Thema:
Manipulierte LebensmitteDesignerbabys, die Genschere CRISPR/Cas und letztendlich auch
die aktuelle Diskussion rund uBffektivitat und Risiken deBARSCoV-2 Impfunghabenin
letzter Zeit fir Schlagzeilemesorgtund formten in der Bevolkeung den eher negativ

assoziierten Begriffier Gentherapie

DefinitionsgemaR versteht man unter Gentheral@sAEi nbri ngen von Erbi
Kerperzellen mit dem Zi el Erkrankungen zu
Vakzine mit rekombinanten Nukleinsauren, wie z.B. die mRbi#sierten Impfstoffe gegen
SARSCoV-2, fallen somitnach EURIchtlinie 20@/83/EGnichtin den Geltungsbereich der
Gentheraje [1]. Wie eingangs erwdhnassoziierergrol3e Teile der westlichen Bevdlkegun

d e n B eGgntherfpigd voAallem mit Gefihren Eine wesentliche Rollecheintdafiir die
innereUrangst vor mer genetischei®ptimierung deBevolkerung, in der kei Spielraunfir
Individualitat und personliche Entfaltungleibt, zu spielen[2,3]. Der US-amerikanische
ScienceFiction-Film Gattaca aus dem Jahr 198&hntauf dramaturgischaVeisevor den

Gefahren die in einer Weltohne ethische und moralische Grenzen durch genetische
Manipulationen denkbar wéaren Aber st Gentherapie wirklich so gefahrlichnd die

Veranderung unserer Gegrmundsatzlichschlech?

Naturlich nich! Durch die gro3en Fortschritte auf dem Forschungsgebiet der-DNA
Sequenzierung ist bekannt, dass etwa acht Prozent des menscimm@msvon viralem
Ursprung sindUber Generationen hinweg wurdee dremdDNA in unser Erbgut integriert
und von Generatiozu Generation weitergegebddese genetische Veranderungr jedoch
keinesfalls ein Nachteil fliunsere Vorfahrenderfuhrte zu Dysfunktionund Krankheit Noch

fur uns heutespielt diese viral&omponentesinewichtige Rolle fir dieFunktioralitatunseres

Immunsystemsindist somit einUberlebensvortejider sich evolutionar durchgesetzt it

Aktuell sorgt de sténdig steigende Lebenserwartung und die damit einhergehende

demaraphische EntwicklunginsererBevolkerungfiir eine nachhaltige/erandeung des

Krankheitgeschehes weltweit Erkrankungendie vor allem im fortgeschrittenen Alter eine

zunehmende Rolle spielen, nehmen lberproportionfb]ziWirft man beispielsweiseinen

Blick auf die Entwicklungvon onkologischereiden als Platzhalter fur Alterserkrankungen
-4-
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allgemeinsosieht man seit Jahren steige@dnlen deinzidenzer{(vgl. Abbildung 1.1). Lasst
man hier vor allem die gesamtrtschaftlichen und humanitaren Konsequenzetie eine
Krebserkrankung nicht nur fur den Erkrankterd dessen Umfeldondern flr unsere gesamte
Gesellschaftmit sich bringt, nicht auRer Achtwird die Dringlichkeitbei der Entwicklung
adaquateund effizienterTherapiekonzeptdeutlich[6].

% % % %,

Yy, Ty %y G 7, %,
s, %6, O, oy, ?900?9@0?9@0 %,

1998

2018

Abbildung 1.1: Anteile der verlorenen Lebensjahre (CEbasiert) in Deutschland 1998 und
2018 fur die jeweils 10 bedeutendsten Todesursachen gemal3 Level 2 derBololeslof-

Disease(GBD-)Klassifikation. Datenquelle: Institute for Hkh Metrics and Evaluation
(IHME) [7].

GrolRes Potenzial sehen viele Expertear auf dem Gebiet der Gentherapidoch die

Entwicklung entsprechender Arzneimittel ist sehr langwiangd komplex Nachdem in den

50er Jahren der Aufbau und die Struldar DNAaufgeklart waren erkanntedie Wissenschaft
-5-



sofortdas Potenziadasihnendiese Entdeckungffenbart Mantraumte vorderWunderwaffe
zur Behandlung von ErbkrankheiteiKrebs und genetischenDefekten [8]. Die ersten
experimentellen Studigronntenaufgrund delimitierten technologischen Entwickluagtands
zur damaligenZeit erst Jahre spater umgesetzt werdere Herausforderungvar es das
genetische Materidunktionsfahigin die entsprechende@ielzellen zu transportiererDa es
fur die Souveranitat unser€rganismugedochunerlasslich istfremde DNA nichtin unsere
Zellen aukunehmerund zu prozessieregibt eseine Vielzahlhocheffektiver Mechanismen
um dieses Genmaterial abZangen und unschadlich zu machen. Nackte DNA kann
Zellmembraen nicht passiegn und wird im Blutkreislauf durch intrazellulare Enzam
abgebauf9]. Um Nukleinséduren in Zelle zu transportiererbendétigt mandaheradaquate
Transporsysteme(Vektoren) die die Nukleinsaurerkomplexieren undvor zirkulierenden
Nukleasen schitzersowiesicher Uber die Zellmembrater Zielzellen geleiten[10]. Dabei
sollte derVektor moglichstkeinelmmunreaktionerverursache, er darf nicht toxischir den
Patienterseinundsollte selektivandie Zielzellen adressibar seinWeiterhin sollte der Vektor
keine Dissipation im Korper durch das Lymphatische System oder den Blutkreislauf

verursacheffill].

Knapp ein halbes Jahrhundert nach der Grundsteinlegung waren Roserbéiganbeiter
davon uberzeuggzuvor genannte Hurden Uberwunden zu habenfuhden 1989 die erste
klinische Studie auf dem Gebiet der Gentherapie d@ighzerwendeta einen Retrovirus zur
Transduktion tumorinfiltrierender Lymphozyten, die fur ein NeomyMarkerGencodierten
[12]. In Fachkreisa blickte man erwartungsvoluf dieErgebnisse er Studie Ersehntaman
doch einendisruptiven Durchbruchder die Gentherapials universelles Konzept zur
Behandlungliverse schwertherapiebare Krankheitenbefahigt[13]. Retrospektiwar dieser
Enthusiasmuw/ohl etwasschwarmerischbericksichtigt man digerzeitdochsehr rudimentare
Technologie in den Bereichen der ZellkiNvierung und Vektorforschung. Die grof3e
Erntchterung und o6ffentlicheDiskreditierung folgten, als sich statt der erhofften

Therapiedolge schwere immunologische Nebenwirkungéienbarteri14].

In den 90er Jahren wurden rund 500 Gentherapiestudien durchgefihrt, jedoch ohne
nennenswertErfolge Der grof3e Durchbrudblieb aus ungomit auch allmahlicbas Interesse
derPharmazeutischen Indugtride bis datadie Forschungnit monetaren Zuwendungamd

Foérderungenunterstitzte So verlagerte sich di&entherapeutische Forschunghezu

-6-



ausschlief3lichan die universitarea Einrichtungen Die Ausnahmemachteneinige wenige

kleinere BiotechUnternehmen.

Wieder aus dem Fokugerschwundenkam es Anfang der 2000er Jahre zu ersten von der
Offentlichkeit kaum wahrgenommenen klinischen Erfold&neneindrucksvolle Beweis fii

die Wirksamkeitder Gentherapieeige die erfolgreicheBehandlung von Leukami@atienten
mit gentherapatischveranderterfCAR-T-Zellen [15]. Diese Arbeit bildete die Grundlage der
spater in der EU zugelassenen Meadente Kymriah® und Yescarta®lierbei werden den
Patienen durch Aphereseeigene T-Zellen enthommen unax-vivo mittels lentiviralen
Vektoren transfiziert und vermehie entsprechendddNA-Sequenzewerden in das Genom
der Zielzellen integriert, sodass djenetischen Veranderungeach nactder Zellteilung an

die Tochterzellen weitergegeben werdenDurch die Transfektion wird ein chimére
Antigenrezeptof Ac hi mer i ¢ ant iagfdenZ#doberitiaehp prasentiert, weleA R)
an das CD19-Antigen der BZellen des Immunsystems komplementar bindet. Die so
modifizierten undexpandiertenZellen werden denPatienten reinfundiertDa es beider
Anwendungrelativ haufig zu schwereimmunologischeiNebenwirkungen kommt, wird diese
Art der Gentherapie vor allem bei schwer therapierbaren malignen hamatolodtechen
der Leukamiewie ALL (akute lymphatische Leukéamie) und NHL (NétodgkinLymphom)
angewendeftl6EL8].

In dendarauffolgenderlahrenhdufen sich didBerichtevon weiteren Behandlungserfolgen.
Sowohl bei angeborenen monogenen Erbkrankheitauch bei verschaerenonkologischen
Erkrankungerkonnten Gentherapeutische Arzneimittefolgreich Amwendung finder{19].

Das erste in der Européischen Union zugelassen Genthekape war Glybera® (Alipogene
tiparvovec). Es wurde im Oktober 2012 fir die Behandlung der &ul3erst seltenen Erbkrankheit
LipoproteinLipaseDefizienz (LPLD) zugelassen. In Deutschland leben weniger als 50
Menschen mit dieser Erkrankung, bei debedingtdurch eine Genmutation zum Verlust eines
regulatorischen Enzyms fir den Abbau von Nahrungsfetten koBerits funf Jahren nach

der Zulassung hat der Hersteller uniQure Glybera® 2017 wieder vom Markt genommen. Das
sehr kleine Patientenkollektivunddieer m hohen Ther api ekosteten
Patient machten es wirtschaftlich nicht lukrd2@].

Ungeachtet dieses Niederschlags steigt das Interesse der Pharmazeutischen Indukgrie und
universitaren Einrichtungen aentherapeutischer Forschung seit nunmébr Jahren
-7-



ununterbrochen anAbbildung 1.2 veranschaulicht das rasant steigende Volumen an

Gentherapeutischen Arzneimittebie sich bis 2018 in den préaklinischen Studien befanden.
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Abbildung 1.2: Volumender Gentherapeutischen Arzneimittelie sich in deprakliniscten
Vorregistrierungsphase beflen(1995 2018 [21]

In der klinischen Anwendung spielen Gentherapeutischeeftritiel bis heute jedoch nur eine

sehr untergeordnete Rolle, die nur einem sehr kleinen Patientenkolagtiekommenin
Abbildung 1.3 wird eine zeitlich eingeomkte Ubersicht, der in der EU zugelassene
Gentherapeutika dargestellt. Eine Akkumulation der Zulassungergllear in den letzten
Jahren, zeigt den zunehmenden Erfolg dieser Art von Arzneimittel. Um jedoch das enorme
Potenzial auszuschopfen, welches ues@kentherapie bereithélt, bedarf es weiterer intensiver
Forschungsbemuiuhungen. Die Therapie muss zielgerichteter, effektiver, vertraglicher und vor
allem wirtschatftlicher werden, um ihre adacu&olle in der klinischen Anwendung zu
bestreiterj22].

Aufgefuihrt werden muss in diesem Zusammenhang jedoch, dassGiasd-19 Vakzin
Comirnaty® der HerstelleBioNTechund Pfizer dasweltweit umsatzstarkste Arzneimitteh
Jahr 2022war und wohl auch 202%erden wird[23]. Aufgrund der eingangs beschriebenen
Klassifizierungskriterien wird eabernicht den Gentherapeutika zugeordrudigleich die der

Vakzin-Entwicklung zugrunde liegende Forschung aus der Entwickludigerse
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Gentherapeutikéibernommen istEs ist jedoch eirindrucksvolles Beispiglvie schnell sth
durch verandert&egebenheiteain disruptiver Umschwung im Arzneimittelmarkt beobachten

lasst.

Abecma 2022 + Skysona

Libmeldy Tecartus

Zynteglo

Marktriicknahme

Glybera 2018 -+

Imlygic

Glybera

2010

Abbildung 1.3: Zeitstrahl vondenin der EU-ZulassungerGentherapeutischen Arzneimittel.
Berucksichtigt sind die Jah2910 bis 2022Nach Angaben dd3aulEhrlich-Institut

-9-



1.1Somatisch&entherapie

Unter somatische Gentherapieversteht manden Transfer vortherapeutischen Genean
Korperzellen die nicht derFortpflanzungszellenugehérig sindSie stehtm Gegensatz zu der
Keimbahntherapie, die nur a&brtpflanzungszellenzu denenSpermatozoen, Eizellen und
deren Vorlauferzellengehtren ausgerichtet ist Die Auswirkungen der somatischen
Gentherapiebeschranken sich dadurch ausschlief3lich auflgrandelterPatienten selbst
nicht aberauf dessen NachkommeNur durchdie Keimbahntherapikannes zudauerhafta
Veranderungn des Genom&ommen die vererbba sind und samit auchAuswirkungen auf

das Leberzuklinftige Generationen heenkdnnen24E6]. Durch dienicht absehbardfolgen

fur spatere Generationést in Deutschland ausschlie3lich die somatische Gentherapie erlaubt.
Genetische Veranderuag von Keimbahnzellensind aus ethischen Grinden nur an
Tiermodellenméglich [27,28] Angesichtsder gesetzlichen Rahmenbedingungeresnicht
Uberrashend dass sich allezuvor beschriebenen Forschungsbemihungen und daraus
entstandenen WassungerGenthergeutischer Arzneimittehuf den Bereichder somatischen

Gentherapideschranken

Greift mandeneinleitenden GedankelerveranderteWelt aller Gattaca auf, ist disufteilung
der Gentherapian diese beidetUnterkategorienvon entkraftendeBedeutungwirkt sichdie
genetisch Verandeng der somatischen Gentherapidech nurauf den behandeltePatienten
selbstund nicht auf dessen Nachkommsehaft aud29]. Die diusteren Beflrchtungen der

Filmemacher kdnnen an diesem Punkt also klar entkraftet werden.

1.2In-vivo und exvivo

Ein weitees Unterscheidungskriterium ider Gentherapiast die Umgebung in der die
Transfektiorstattfindet. Je nachdem wizevischen zwei technischen Verfahtamterschieden
Bei der invivo Therapiefindet die Transfektiorder Zellenim Patienten selbst statDie
GentherapeutischervVektoren werden dem Patienten appliziert, dort findet dann die
Transfektionder adressierterzZellen statt,die zu dergewtinschte therapeutische Wirkung
fuhrt. Die Applikation kanrhierbeientweder in dagielgewelewebedirekt oderiberandere
Applikationswege letztlich GbedenBlutkreislauferfolgen. Am gelaufigsten ist diajektion

in die Blutbahn, aber auch die pulmonale Applikation mit einem elektrischen Vernebler ist
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maoglich, stellt aber entsprectdn Anspriche an das verwendete Vektorsysfai31]
Generell sind @ Anforderungeran de Vektorenbei der invivo Therapiebesondersioch da
diese hierbein direktemKontaktmit dem Patiensteherund Komplikationersounmittelbare
Auswirkungen fur den Patienternaben Neben der Vertraglichkeit missen vallem die

Anforderungen der jeweiligeApplikation und Stabilitat beider vorangegangenelbbagerung

Berucksichtigung finde[B2E35].

Gentherapeutischer Vektor

Gentransfer \—/ 2333

Isolierung der Zellen

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung déinterschiede vonex-vivo und in-vivo
Gentherapiera Beispiel der Applikation von Ligpolyplexenals Gentherapeutischer Vektor

Beider exvivo Therapie erfolgt die Transfektion der Zellen unter Laborbedingungen in Kultur.
Sie findet also aufRerhalb des menschlichen Kdrpers stagh Hbersichtlichen 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
verwvielfaltigt. Die Modifikation mit demGentherapeutischen Vektor erfolgt dann in Zellkultur.
Nachdererfolgreicha Transfektion der Zellen werden diese dem Patienten wiedppliziert

[36]. Die Anforderungen an den Vektor sellsshd bei diesa Verfahrenvergleichsweise
geing, daes zu keinendirekten Kontakt zwischen Vektor und Patiekbmnt. Aul3erdem
ermoglicht dieses Verfahren, dass diffektivitat der Transfektionvor der Applikation
Uberpruft werden kanroder Reinigungsschritte durchgefuhrt werden konreollte es
beispielsweise zum Auftreten védomplikationenbei der Transfektion kommesg kann die
Therapieeinfach mit neuen Zellewiederholt werden.
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Voraussetzundur die ex-vivo Therapieist, dass die Zellereumindest temporain Kultur

gehalten werden kdnnerDurch intensive Forschungsanstrengungen und kontinuierliche
Verbesserungen deMahrmedienund Kulturhaltung ist dafieute bei einer Vielzahl von

Zelllinien moglich. Als besonders pradestiniert hervorzuheben sind hierld@eatocytengda

sie von Natur aus aulerhalb eines Zellverbands in einem Flissigmedium leben. Aber auch
einige Stammzellen aus Afestenii Geweben Kkor

speziellen KulturgefalRen adaptiert werdign.

Beispiele fur in der EU zugelassesmevivo Gentherapeutiksinddie zuvor beschriebeneAR-
T Zelltherapieoder die ADA-SCID Therapig38,39] Weitere sollen in naher Zukurftilgen.
Letztendlichbleibenjedochmehrere lkhdernissebestehen, digegen eindreite Anwendung
der exvivo GentherapiesprechenDie Herstellungder entsprechenden Arzneimittst durch
die hohen Anforderungean die Produktionsstatte, den hohen Bedarf an Fachpersonal und der
entsprechenden Gerateausstattsely kostenintensilDes Weiteren istid Durchfiihrung der
Therapieselbstund die nétigeAnamnese im Vorfeld selzeitintensiv JederPatientbenotigt
einindividuelles, auf ihnabgestimmteund extra produziertes Arzneimitt&urch den hohen
Aufwand, dermit der Lukrativitat fir die Hersteller inungleichgewichtsteht, nimmtin
Zukunft wohlvor allemdie in-vivo Gentherapiesinen immer dominantera Stellenwertin.
Besondersdie vielversprechenden Ansétze, die unter dem BegienomEditingf

zusammengefasst werdgewinnen immer mehan RelevanZr die klinischenPraxs [40].

1.3Virale Vektoren

Von Natur aus istin Virus darauf ausgerichtedeingenetisches lslterial moglichst effektiv in
seine Wirtszelle einzwschleuserund dortvervielfaltigen zu lasserihre tGber Jammillionen
evolutionaroptimierten Fahigkeiten afsatirliche Genfahren sind der GrungdarumViren als

erste genetische Vektor&erwendung fanden

Um ihn therapeutisch nutzen zu konnen, wird dem Virus seiree Nukleinsdure
Komponenteentnommen undjegen das therapeutische Gen bzw. tderapeutische RNA
ausgetauschtinfolge werdenvon den transfizierteZellen keineneuen Viren produziert,
sonderndie eingebrachte DNA/RNArozessiertDie hoheEffektivitat viraler Vektoren isin
diversen klinischen Studienbelegt[41HE3].
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Aktuell gibt es mehrere zugelassene, dtdlen VektorenbasierteGentherapeutikan der EU

[44]. FUr die Gentherapeutische Forschung haben sich vor allem Retroviren, Lentiviren,
Adenoviren und Adnoassoziierte Viren bewahide nach Anwendungsgebiet unahdiaraus
resultierendenforderungeran den Vektor, widffizienz, Transgenexpression, Einfachheit
der Produktion, Sicherheit, Toxizitat und Stabilitaéird zwischen denverschiedens

Virenarten entschiedei45,46] Eine Ubersicht soll hiefabelle 1.1geben.

Tabelle1.1

Virale Vektoren in der Gentherapie

Adenovirus Lentivirus Retrovirus AAV
Virales Genom  dsDNA SSRNA SSRNA SsDNA
Beladungsmenge 7,5%«b (*30 kb 9 kb 9 kb <5 kb
Integration in Nein Ja Ja Nein**

Genom

Ubersicht tiber die Eigenschaften von viralen Vektoren, die in der Gentherapie Verwe
finden[47].

* 30 kb bei fent kerntemod Adenovirus
** native AAVs (Adencassoziierte Viren) &nen in das Genom integrieren.

Nachteile der viralen 8ktoren sind neben démitierten Beladungsmenger allemdas Risiko
von UbemafigenReaktioren des Immunsystemy/iren wirken charakteristischnrnmunogen,
was gerade fiifherapien miMehrfachapplikatiorschwerwiegend&omplikationenmit sich
bringen kann[48E50]. Die Immunantwortauf den Vektor kann sschwerwiegend ausfallen
dass esogarzum Tod des Patient&kommen kann1998 kam esam Rahmen einer klinischen
Gentherapiestudii Folge einer solch schwearéJberreaktion auf eineadenoviralen Vektor
zum Tod eines Probandgdbl]. Auch eine Insertionsmutagenese dérus-DNA in das
menschlicheErbgut ist ein mdgliches Risikodass bei einer sorgsamen Koshkértzen

Bewertung Beachtung finden sol[t&2].
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1.4Nicht-Virale Vektoren

Um dieimmunologische®roblemedie bei der Verwendungraler Vektorenaufgetreten sind

zu umgehen hat sich die Forschungchon frih mit der Entwicklung nichtviraler
Tragersystembefasst Wesentlicle Vertreter dieser Gruppe sind kationische Polymere, Lipide,
Nanc und Micropartikel oder verschiedene Kombinationen untereinari@8]. Diese
alternativen Vektoren besitzen keine viraleKomponente wodurch das Risiko von
Immunreaktionen deutlich verringert wird Auch die vielfaltigen Madoglichkeiten der
Modifikation sind einspezifischeVorteil. Da nichtvirale Vektoren grundséatzlich deovo
synthetisiert werden, kann durch die Auswahl detsprechenden Komponenten vielseitig
Einfluss auf die spateren Eigenschaften des Vektors genommen werden. Vor allem mit Blick
aufgezi el t e A Grategjen ergebeg sich hier kjafie Vodesbll die Therapie doch
moglichst auf eine bestimmt®,er kr ankt efi Zel | gAuBepdproneendieg er i ¢ h
Tragersysteme entsprecheddr spateren Verwendung beziglich ihrer Eigenschaften wie

Beladungsmengésrol3e und Strukturergestellt werdefb4].

Die neue Entwicklunglieser Vektorerpraktischde novound ihre Verbesserung vor allem
hinsichtlich ihrer Transfektionsefzierz waren ein kontinuierlicher Prozess, der seine Zeit
forderte So erzielten nichivirale Tragersystemean ihren Anfangenweitaus niedrigere
Transfektiosratenals ihre viralerKontrahenterj55,56] Angesichts dedahrmillionenviraler
Evolution undOptimierungist dieser Umstandbernicht verwunderlichDurch das intensive
globale Forschungsinteresse in detzten zwei Dekadefolgten zahlreiche Verbesserueg
und Weiterentwicklungender nichtviralen Tragersystemedie die Effizienz und die
ModifikationsmadglichkeiterSchritt fir Schritt vorangetrieben habdesonders hinsichtlich

der spezifischa Selektion der Zielzellen, erhoht8tabilitat unddem Schutz vor Abbalkam

es zueindrucklichenFortschritte{57E59].

Ein weiterer wichtiger Gesichtspunktim Hinblick auf den erfolgreichenUbergang von
Forschung in anwendbare Praxis erschliel3t sichdausMdglichkeit des unkomplizierten
UpscaenderHerstellungmethodevom Labor in den grofRtechnisch&fal3stalf60]. Letztlich

ist dieWirtschaftlichkeitder Therapie fur den Herstellderentscheidend®lotivationsgrundg

um uberhaupt dieur Erforschunghotwenigen monetaren Zuwendungen zur Verfigung zu

stellen.Sowohl dieeinfacheregrof3technische Herstellung als awddr wesentlich geringere
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regulatorische Aufwand der fidien sicheren Umgang mitiralen Vektoren betrieben werden

muss senken die Theragkosten flnichtvirale Vektorenvergleichsweise deutlicie1].

1.4.1 Liposomen

Liposomenbesitzen eine Reihe von Eigenschaften, die sie als Vektoren fur die Gentherapie
pradestinierenlthre Herstellung kann mit geringem Materiahd Zetaufwand erfolgen. Sie
besitzen eine hohe idkompatiblitat und koénnen mit einer Vielzabhn Medikamenten,
Nukleinsauremund Diagnostika beladen werdg@2,63] Liposomen werdespontardurch die
spharische Anordnung von Phosphdpiden in einem wassriga Milieu gebildet Die
verwendeten Lipideharakterisieren sich dur@ine hydrophile polare Kopfgruppen einer
hydrophoba Kohlenstoffkette Liposomen konnen wasserloslich&irkstoffe in ihrem
hydrophilen Kern und wasserunlésliclBoffel in ihrer Lipidmembrareinschliel3erj64,65]
Besonders Nukleinsduren kdnnen durch elektrostatische Wechselwirkunegffizient in
Liposomen verkapselt werdedieseKomplexe werden al&ipoplexe bezeichnetZu ihren
Charakteristika wurde betsieineVielzahl vonwissenschaftlichemrbeiten veroffentlicht
weshalb auf eine gute DatenldgezliglichEinschlusseffizienund Freisetzurgmechanismen

zurtckgegriffen werden karj66].

Fur die Herstellungzon Lipoplexenha sich vor allem die Verwendung vorkationische
Lipiden mit einerpositiv geladene Kopfgruppgeewahrt Diese kdnnen die natjv geladenen
Nukleinséauren besonders effizient komplexieren. Beispiele hierfur sindPPC (1,2
Dipalmitoyl-sn-glycero3-phosphocholin) DOTAP (1,2-Dioleoyl-3-
trimethylammoniumpropan und DOTMA (1,2-Di-O-octadecenyB-
trimethylammoniumpropdn6769] . Allerdings sorgt diekationischeLadung auclteils fur
eine unspezifischBindung anSerumproteinewodurch es zu einem erhdhten Risiko von
toxischen Nebenwirkungetei der Anwendung amatienterkommen kannDaherhat sich die
Verwendung vonHelferlipide wie DOPE (1,2-Dioleoyl-sn-glycero3-phosphoethanolamin)
[70] oderCholesteol [71,72] Phosphatidylcholine[¥3,74]oder PE@ertenLipiden bewahrt
die sich in die Doppelmembrater Liposomereinlagern75,76]. Durch dieseModifikationen
wird die Oberflachenladunderkationischa Lipide undsomit auchdas Interaktionspotenzial
mit dem RetikuloendothelialeiBystems (RES) reduzte wodurch es zieinerVerlangerung

ihrer HalbwertszeisowieVerringeungihrer Toxizitatkommt[77].
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Eineklare Starke vohiposomenist dieVielzahlanModifikationsméglichkeitendie durch die
Struktur der Lipide erméglicht wird. So kbnnen gezielt einzelne Prozessedjenvfaifnahme

in die Zelleoderdie intrazellulareWirkstofffreisetzungbeeinflusst werdenAbbildung 1.5

bietet eine komprimierte Ubersicht Uber verschiedene Wege der liposomalen

Wirkstofffreisetzung.

f . Endosom
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellungow verschiedenen Wegen dé&posomalen
Wirkstofffreisetzung Liposomen Knnen spezifisch & oder unspezifisch (b) an der
Zelloberflache adsorbiereadermit der Zellmembranerschmelzend), um anschliel3endhren

Inhalt in dasZytoplasmdreizusetze. (d) zeigt die Destabilisierung des adsorbierten Liposoms
durch Zellmembrankomponenten, der freigesetzte Wirkstoff kann die Zellmembran
anschlieBend durch Mikropinozytose passieren. Liposomen konnen direkt oder
Transferproteirvermittelt Lipidkomponente mit der Zellmembran austausclgroder tber
spezifische oder unspezifische Endozyiosie Zelle aufgenommen werddh Oas Endosom

wird anschlielend zum Lysosom, aus dem die Wirkstofffreisetzung er)gider esfolgt
eineEndosomerDestabilisierungh), in dessen Folge es zur Lyse der Membranen kd6ht

Der groReNachteilder Lipoplexeist ihre vergleichsweise geringe Transfektionseffiziehe
vor allem aufDefizite bei der effizienten Wirkstofffreisetzung zurtickzufiihrenDst.dies als
eigentliche Kernkompetenz v@eentherapeutiscimeVektoren verstanden wird, hat sich deren

Verwendung flutherapeutische Zwecke oftalsnichtdurchgeset#i78].
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1.4.2 Kationische Polymere

Durch dieVerwendungvon kationisch@ Polymer@& hat man einen Meilenstein bezuglich der
Transfektionseffizienz unter den nielitalen Tragersystemen gesetfie verwendeten
Polymerebesitzen einstickstoffreicles Grundgerist mitunterschiedlich starlausgepragter
Verzweigung, wodurch sie bei physiologischem pMVert eire positive Ladung tram
Aufgrund diesepositivenLadungsindkationischen Polymerna der Lagenegative geladene
Nukleinsaurerdurch elektrostatische Wechselwirkungankomplexieren Diese Komplexe
nennt man Polyplex¢79B1]. Aufgrund eines positiven Ladungsuberschusses nach der
Komplexierung besitzeRolyplexedie Fahigkeitan negativ geladene Oberflachenstrukturen

von Zellenmembranen zu adharieren sallie3lichdurchEndozytse in den Intrazellularraum

zu gelangen.
N
HZN/V \/\NH
H
N H
/ \ <1 /N\/\N/\/N\. i
Aziridin verzweigtes PEI
[bPEI
HN
\/\NH2
NCJO ’ T[ Ajf
2-Ethyl-2-Oxazolin lineares PEI [IPEI]

Abbildung 1.6: Synthesevon bPEI und IPEI aus den jeweiligen Ausgangsstoffen Aziddar
2-Ethyl-2-Oxazolin

Poly-L-Lysin (PLL) war daserste kationische Polymer, das fir die DNpansfektion
eingesetztwurde [82]. Der wohl prominenteste und vielversprechendste Vertretedaus
Gruppe der kationischen Polymere ist aber Polyethylenimin (PEI). Strukturell unterscheidet
man zwei unterschiedliche Arten von PEI. Verzweigtes PEI (bPEIduirch sdurekatalysierte
Polymerisation von Aziridinmonomeren synthetisigrgdurch es zurufalligen, netzartigen
Verknupfung der einzelnen Polymere komKwmplementar dazu entstditeares PEI (IPEI)
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aus der Polymerisation von 2Ethyl-2-Oxazolin Monomeren die sich kettenférmig

aneinanderreihen. Eine strukturdlarstellung ist inAbbildung 1.6 gegeben.

Sowohl bPEI als auch IPHiesitzencharakteristisctprotonierbare Amingruppen an jeder
dritten Position im Molekilwodurchsie einehohekationische Ladurglichtebesitzen. Diese
spielt fur die Nukleinsaur&omplexierung eine r@scheidendeRolle [83EB6]. Polyplexe
konnen Uber Endozytose Endosomen verpackt die Zielzelleraufgenommen werdeBurch
dennachfolgendemsmotischa Fluss in das Endosokommtes zur Ruptuder endosomalen
Membran undsomit zur Freisetzunder Nukleinsdur§87,88] Der Freisetzungsmechanismus
selbstist nicht endgiiltigaufgeklart, am haufigsten wird jedoch didhese des*Protoren
SchwammEffektedi vertreten um gerade die hausragende Effizienz vorEPim Vergleich
zu anderen Polymerem erklarenDer AProtoren-SchwamrrEffekti postuliert, dasProtonen
von vesikularen ATPasein dasEndosom gepumpt werden,desserf-olge es zunkinstrom
von Chloridionen und Wasskommt. Dieser Einstrom fihzur osmotischen Schwellungpd
letztlich zur Rupturdes Endosomsvodurch dassenmateriafreigesetzt wird89]. Unstrittig
undin einerVielzahl vonArbeiten beschriebeimst die bemerkenswerte B#fienzvon PEI als
Gentherapeutischérektor [90E3]. Ein limitierender Faktor fir den Einsatz von Polyplexen
ist derKonflikt zwischen Transfektionseffizienz und ToxizitAliedermolekulare®El besitzt
im Allgemeinen eine geringere Zelltoxizit&@ei der Verwendung voREI miteinemhéherem
Molekulargewicht lasst sich neben denhthere Transfektionseffizienzaber auch eine

gesteigerte Toxizitat beobachti®d].

1.4.3 Lipopolyplexe

In den letzten Jahrenat sicheine neue Generatiatter nicht-viralen Tragersystemén den
Fokus der Forschung deingt Durch die Verkapselung der zuvor beschriebenen
Vektorsystemeaus kationischen Polymere(Polyplexe)mit einer Lipiddoppelschichterhalt
manLipopolyplexe. Abbildung 1.7 bietet eine strukturelle Ubersict@urch die Kombination
der bekannten Polyplexe mit Liposomish eine Fusion depositiven Eigenschaftebeider
Systemegelungen Die gute Biokompatibilitat einfache Oberflachenmodifikation, geringe
Zytotoxizitdtund hohe zellulare Aufnahmsind Eigenschaftendie von Seiten der Lipoplexe
Ubernommen wurdenDie effiziente Kondensation von Nukleinsanredie umfangreiche
intrazellulare Freisetzung und folgllt auch die hohe Transfektionseffizien sind

Eigenschaften, die den Polyplexenzuschreiben singp5B7]. Zusatzlich verhindert id
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LipiddoppelschichterLipopolyplexe sowohlWechselwirkung mit anionischen Bestandteilen
desBlutserums undorgtsomitfiir eine verlangerte Stabilitat nactiravendseApplikationals
auch diespontane Aggregatiemuntereinandemwodurch die biologischAktivitat fur langere

Zeitraumegewabhrleistet werden kaf@8ELOOQ].

Polyplexe “[m JM} lineares PEI [IPEI]
: NH —

Palyethylenimin [PEI] /\/H\/\
HaN NH

Y N/ \\/\\/\§

Nukleinsdure

.. /N\/\N /\/N\/,.
verzweigtes PE|
[bPEI]

HN\/\NH?
Lipopolyplex

= Ol
/\/\/\/\/\/\/\J\(?(\;/u
e ~e
\/\/\/\/\/\/\/\!/ R I
=) oPPC
Hitm:
s
H
i 'OH
@ cholesterol
ffr;HydrophoberAnker /\/\/\/\/\/\/\/\)D\Q/?(\(f\"\/\/LM
@ Ligand \/\/\/\/\/\/\/\/T 4 4
=0 DSPE-PEG

Abbildung 1.7: Strukturelle Darstellung des Aufbaus, der Beladung und der Modifikation von
PEHbasierten Lipopolyplexeifa) Aufbau von Polyplexen aus verzweigtem oder linedpérh

mit DNA/RNA. (b) Aufbau von Lipopolyplexen aus den iatischenLipiden DOPE (1,2
Dioleoyl-snglycero3-phosphoethanolamin und DPPC (1,2-Dipalmitoyl-snglycerc3-
phosphocholin mit Cholesterol. (c) Lipopolyplexe aus PE@erten Liposomen durch
Verwendung von DSPPEG(1,2-Distearoytsnglycero3-phosphoryldtanolamirn konjugiert

mit Polyethylenglykolkettend) Umgekehrte Lipopolyplexe, bei denen die Polyplexe kovalent
an hydrophobe Anker (z. B. Triamcinolonacetonid) gebunden $e)d.ipopolyplex mit
Zielliganden (z. B. Antikrper, Transferrin, Aptamere),jeddurch modifizierte Lipide tber
Polyethylenglykol (PEG) an die Obeithe konjugiert sind.
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Durch geringfligige Veranderungen dewerschiedenen Herstellusigarameter wie
Inkubationszeit im Ultraschallbad odBorengtl3e derverwendeterExtrudermembran &
sich derDurchmesseder Lipopolyplexe gut reguliereBesonderzumgezieltenAdressieren
bestimmteZellentyperdurchPassive Drug Targetingwie esin der Krebstherapizum Einsatz
komm, ist das eirklarer Mehrwert Durch dieGewebeeranderung infolgeiner onkologisch
induzierten expansivenZellproliferation kommt es zu einegesteigerterPermeabilitat und
Retentionder Vektoren imtumorésen Gewebes. Durch didsécken im Endothel kénnen
Nanopartikulare Systemdie im GréRenbereialim 200 nm liegeraus den Blutgefal3en das
erkrankte Gewebegelangen wohingegen der Austritt in gesundes Gewahech das
geschlossene Endothel verhindert Wit@1ELO4]. Dartber hinaus ermdglicht die modulare
Architektur der Lipopolyplexe eine Reihe vonModifikationsmoglichkeiten anihrer
Oberflache Beispielsweisekdnnen Polyethylenglycal Antikérpern undderen Fragmente,
Peptiden Proteinen,Glykoside undAptamerenangeknupftwerden,ohne die Struktur der
Polyplexe im Inneren ddboppelmembrarzu veranderroder dielntegritatder Lipidhulle zu
beeintrachtigefl105,106]

Die aufgefuhrten Starken und mannigfaltigen Modifilasmoglichkeiten machen
Lipopolyplexe zu vielseitigen undeffizienten Transportsystenme fur den Einsatz in der
onkologischenGentherapie Nicht nur im Vergleiche mit nichtviralen Vektoren besitzen
Lipopolyplexe eine herausragendéransfektionseffizienz die sie zum hoffnungsvollen

Anwarterfur zukinftige Therapiekonzepteacht[107].

1.4.4 Feste Nanopartikel

DNA an feste Nanopartikelu bindenum sie san die Zelle zu transportiererst vor allemim
Zusammenhang mit ddyallistischen Injektiorals neues Verfahrerzur gentherapeutischen
Applikation entstandenEs ist daheauchnicht verwunderlich,dassfir die Herstellung der
ersten Vertreter aus der Gruppe deMNanglexdi, Materialien mit einer hohen Dichte
verwendet wurderV/or allem metallische Nanopartikel alwolfram, Eisen ode€oldsind hier
aufzufihren An die Oberflache diesefragematerialienlassen sich eine/ielzahl von

Molekllen darunter auchNukleinsauren adsorbierenoder bindenund so in die Zelle
verbringen108EL11].
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Im Vergleich zu kationische Tragersystemen verhalten sich Nanoplexe weitgehend inert und
allgemeinunproblematisciinsichtlichzytotoxischer Reaktione\uf3erdem besitzen sie eine
ausgepragtehysikalische Stabilitdt, was sie beispielsweise im VergleichLiposomalen
Tragesystemen fubestimmteApplikationsformerpradestiniertAuch gegeniuber thermischer
Belastung weisen Nanopartikel eine hohe Stabilitéat auf, wodurckebireinfachsterilisiert
werden kénneriVor allem im Hinblick auf eine spaekommerzielle Nutzungst dieser Punkt
alswesentlicher Vorteiku versteheifil 12,113]

Das groRReDefizit der Nanoplexe isthre niedrige Transfektionseffizien Da die damals
verwendeten Metallenicht biologisch abbaubarwaren, kommt es zueiner geringeren
Freisetzung der Nukleinsdureim Zytosol [114]. Im Laufe der Jahrehat sich der
Forschungsschwerpunkt diesem Themengebiebn der ballistischen Applikation vor allem

auf das endozytare Einbringen der Trégersysteme in die zu transfizierenden Zellen verlagert.
Durch verschiedene Modifikationen wurdaer vornehmlich GoldNanopartikeku effektiven
Vektoren welerentwickelt und die zuvorbeschriebenerDefizite bei der Nukleinsaure
Freisetzung Uberwundeurch die Kombinationvon GoldNP mit Polyethylenimin wurde
beispielsweise eine Steigerung der Transfektionseffiziem das 63 facheim Vergleich zu

denentsprechenden Polyplexen beseben[115,116]

Auch SilicaNanopartikel sind vor allem aufgrund ihenfach zu modifizierenaeOberflache
und hohen Biokompatibilitat bei der Herstellung von Narogem Fokus der Wissenschaft
ZahlreicheArbeiten belegen dieEffizienz diese Tragersystem und ihr Potenzial fur die
Gentherapi¢l17EL21]
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2 Zielsetzung

Dasgrundsatzlicheziel dieserArbeit war die Entwicklung von effizienten Vektoren fur den
Einsatz in deGentherapieDafurwerden nachfolgendrei Projekte beschriebem denen wir
unterschiedlicheéAnsétze verfolgen jeweils mit dem Ziaine effizientae Behandlung von
onkologischen Erkrankungenn ermoglichenDie nachfolgende Arbeit unterteilt sictiaherin

mehrereKapitel, in denen dieinzelnerProjekte jeweilggesonderbehandeltverden.

2.1Zielsetzung Projekt PolyethyleniminSilica-
Nanopartikel

Ziel des 1. Projekts, das inKapitel 4 beschrieben wird,war die Hersteling und
Charakterisierungeines Transfektionssystesn auf Basis von Silicadanopartikeh in
Kombination mitniedermolekulagm Polyethylenimin. Durch die Verknupfumtieserzwei
etablierten Systemaus der Gruppe der nichiralen Vektorensoll eine Optimierung im
Vergleich zu NanoplexeandPolyplexenvor allem hinsichtlickentscheidender Eigenschaften

wie TransfektionseffizienzStabilitat undloxizitét erzielt werden.

Silicarbasierte Nanoplexe han in der Vergangenheit Defizibei dem Schutz deingesetzten
Nukleinséauren auf e Weg in die Zellggezeigt, sodass diese von Nukleasen abgebaut wurden.
Durch die Komplexierung mit PEI sadlieser Vorgang verhindevterden. Weiterhin streben

wir durch die VerknUpfung beider Tragersysteme eine Verringerwog toxischen
Nebenwirkungeran, diesich durchdie Abnahme der Reaktionsintension den Zellen des
Immunsystem&rgeben soll Beide Optimierungen sollen letztendlich zu einer Steigerung der
Transfekionseffizienz und damit der Wirksamkeihseres Vektorfiihren. Auch in Hinblick

auf die spéatere Lagerusstabilitaterwarten wir durch di€omplexierung eine Verbesserung.

Um die beschriebenen Ziele zu erreichen istogigmale VerhaltnismaRigkedter jeweiligen
Bestandteilales Vektors von enormer Bedeutung. Durch die Beeinflussung unterschiedlicher
Zusammensetzungewf Charakteristika wie Grof3e, Toxizitat und Transfektionseffiziemgzs
erdrtert werdenyelcheFormulierungzu dem besten Ergebnis fithiuRerdem soll der Vektor
bezuglich seiner Charakteristika mit Polyplexen als etabdi@éremnsfektionssystem verglichen

werden um Starken und Schwachen zu erkennen.
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2.2ZielsetzungProjekt 2:Biolumineszenz induzierte
PDT

Das 2. Projektdasin Kapitel 5 beschreben wird befasst sich mider Entwicklung und
Charakterisierung eines Tragersystems zur selbstinduzierten PIdTdie intrazellulare
Aktivierung des Photosensitizer solen die Zielzellen hierfur durch Transfektion zur
Biolumineszenz befahigt werddn.dieliposomaleHille des Transfektionssystemsllen wir
denPS direkiinarbeitensodass spater nur dirigersystem, das alle benétigten Komponenten

beinhaltetappliziert werdemuss

Durch die selbstinduzierte, intrazellulare Aktivierung des R®llen wir den primaren
limitierenden Faktor der PDT, die geringe Penetrationstiefe des Anregungslichtghen
Folglich kann das Anwendungsspektrudieser innovativen Therapieform auf schwer
zuganglite und tiefer liegende Gewebe ausgeweitet weffi@nde erfolgreiche Umsetzung
dieses Projektsiissen jedoch mehrere Hirden bewaltigt werdem einen musdurchunser
Vektorsystem die erfolgreiche Transfektion der Zielzefjewéahteistet werdenzum anderen
muss ein zum BiSystem kompatibler PS ientsprechendeMenge in die Zielzellen
transportiert werden undlort durch eineausreichend hohéichtmenge mit passender

Wellenlangeaktiviert werdenum denumliegenderZellverbundselektiv abtéten zu kénne

Um eine effiziente Transfektiater Zielzellerzu gewahrleisten und einpassendeRS in die
Hulle einarbeiten zu kdnnemabenwir Lipopolyplexeals Vektoren verwendet. Diese haben
wir mit pCMV-luc und derbendétigtenSubstraten flir die BlReaktion beladen unden PS
Hypericin in de Lipiddoppemembran der Vektorhille eingekapselt Durch die
vielversprechendeBelege ausorangegangenefrbeiten in denen die effiziente Paarungn
Firefly-Luciferase und Hypericibestirieben wurdebegrindet durch dieoheKompatibilitéat
ihrer Emissionsund Absorptionsspektren und dimpossibiligt mit Lipopolyplexen als

Vektorsystemsehen wigrol3esPotenziallir unseré=ormulierung.

Fur die Herstellung ddripopolyplexe bendtigen wir Hypericihiposomenals Edukt, die wir
mit PolyplexenauspCMV-luc komplexieren Da die Quantenausbeute der BL der kritische
Faktor fur den Erfolg dieser Arbeit istwerden wir zur Minimierung vonmdoglichen

Fehlerquellendie Edikte der Luciferas&keaktionin einer getrennten Zubereitung zu den
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Zellen gegebenin einem spateren Schritverdenauch diese durckeine entsprechende

Verkapslungnit in dieLipopolyplexeverpackt

2.3ZielsetzungProjekt 3:Lipopolyplexe alsvektoren
fur MDR1-Silencing

UnserZiel fur das3. Projekt inKapitel 6 war die Entwicklung und Charakterisierung eines
nichtviralen Tragersystems aus der Gruppe der Lipopolyplexemd einer MDREMRNA
komplementaren siRNA beladen werden ,salm mdoglchst effektiv das MDRIGen
herunterzuregeln. Infolge des MD®Khockdowns erwarten wir eine Steigerung der
Sensitivitat gegeniiber Zytostatika, die infolge der Resistenzentwicklung durch eine erhdhte
Genexprimierung von MDR1 verloren gegangen ist. Am Bdispies Anthragclin-
Zytostatikums Doxorubicin sollen die Auswirkungen des MDKhockdownsauf dessen
Wirksamkeit Uberpruft werdemAuch die mogliche Beeinflussung auf andere Eigenschaften

wie Zellproliferation undmetastasierung sollen tberprift werden.

Lipopolyplexewurdenbereitsin der Vergangenheit in zahlreichen wissenschaftlichen Arbeiten
alshocheffektive Transportsysteme zum Verbringen Wakleinsaurenn Zellenbeschrieben

In Anlehnung daransind sie auch fir uns das Vektorsystem der Wahl, siennach
Komplexationder entsprechenden siRNA ZRNA-Interferenz zu Verwenden.

Nach der Herstellung der Lipopolyplexe solldiese hinsichtlich ihrer physikochemischen
Eigenschaften sowie Transfektionseffizienz und Toxizitatcharakterisiert werden.
Ansalie3end wollen wir die Effektivitdt des MDRAnockdowns durch unsere Lipopolyplexe
guantifizieren, sowie dmsen Auswirkungen auf verschiedene Charakteristika wie
Zellmigration, -invasion und-kolonisation bestimmen. Letztlich soll die Auswirkung der
Reduzerung von MDR1 auf die Sensitivitat gegeniber dem Modellzytostatikum Doxorubicin
bestimmt werden. Hierdurch sollen perspektivische Loésungsansétze fiur die in der klinischen

Praxis rasant zunehmende Ausbreitung von Zytostatikaresistgegemafferwerden.
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3 Material und allgemeine Methoden

3.1Verwendetes Material

In dennachfolgenden Tabellen siradle Gerate Materialienund Stoffeunter Nennung ihrer

entsprechendaeBezugsquelle aufgelistadie fir diese Arbeit verwendet wurden.

Tabelle3.1

Verwendete Geréte

Bezeichnung

Bezugsquelle

Analysenwaage, Sartorius Secure
Eppedorf Pipette 160000 pl
Eppendorf Pipett@0-200 pl

Eppendorf Pipette-10 pl
Multikanal PipettePipetLite XLS L8-300
Multikanal PipettePipetLite XLS L12-300

Mettler Toledo Seven Easy Ph Meter
Glasrundkolben 5 ml
Glasrundkolben 20 ml
Durchlichtmikroskop Axioskop
Inkubationsschiittler, IKA KS 4000
Kontaktthermometer
Kryo-Elektronenmikroskop JSM 7500F

Pneumatischen Eierstempel
RasterelektronenmikroskdpvO HD15
Sputter Coate®150R ES

Malvern Zetasizer Nano ZS

JPK Nanowizzard 3

Sartorius, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Mettler Toledo, Giel3en, Deutschland
Mettler Toledo, Giel3en, Deutschtan
Mettler Toledo, Giel3en, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Zeiss Microsocpy, JenBgeutschland
IKA -Werke, Staufen, Deutschland
IKA -Werke, Staufen, Deutschland
JEOL, Akishima, Japan

SchuetiBiotec GmbH Gaottingen,
Deutschland

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Quorum Technologies Ltd, East Grinstea
Vereinigtes Konigreich

Malvern Instruments/Vorcester, England

Jpk, Berlin, Deutschland
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Elektrophores®&etzgerat MP300V Major Science, Saratoga, Kalifornien, US

Elektrophorese Netzgerat LKB 2197 LKB Bromma, Sollentuna, Schweden
LaboGene Scanlaf Mars 1500 Runner LabogeneAllergd, Danemark
Stereomikroskop Stemi 208D Carl Zeiss GmbHJenaDeutschland
KonfokalmikroskopZeiss LSM 700 Carl Zeiss GmbH, Jen®eutschland
Mikroskop Olympus CKX53 Olympus Europa SE & CO. KG, Hamburg
Deutschland
Fluoreszenzlichtquelle| Olympus Europa SE & CO. KG, Hamburg
Olympus UHGLGPS | Deutschland
COZ2Inkubator Heracell50i Thermo Fisher Scientific GmhHarmstadt
Deutschland
FluoStar Optima BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland
NeubaueiZzahlkammer Carl RothGmbH & Co. KG Karlsruhe,
Deutschland
Olympus R1 SLI Cell Counter Olympus Europa, Hamburg, Deutschlan
Zentrifuge HetticHUNIVERSAL 320R Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland
Vortex-MischerzZXx4 Velp Scientifica SrfUsmate Velatgltalien
Aerogen Solo Aerogen GmbH, Ratingen, Deutschlanc
AerogenrUSB-Steuereinheit Aerogen GmbH, Ratingen, Deutschlanc
Wasserbad6ttermanr3048 Kottermann GmbHUetze Deutschland
Rotationsverdampfer Heidolph Instruments, Schwabach,
HeidolphLaboroto 4001 Deutschland
Rotationsverdampfer Heidolph Instruments, Schwabach,
Hei-VAP Core Deutschland
Ultraschallbad Sonorex Bandelin Electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, Deutschland
Magnetruhrer, IKA®RH basic IKA -Werke, Staufen, Deutschland
Ultraschallbad Elmasonic P Elma Schmiedbauer GmbH, Singen,
Deutschland
Gelelektrophoresezubehor BioRad, Hercules, Kalifornien, USA
Mini-Extruder Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
Ruhrfisch Carl RothGmbH & Co. KG Karlsruhe,

Deutschland

Auflistung aller Gerate, difir die Versuchsdurchfihrung der Arbeit verwendet wurden
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Tabelle3.2

Verwendete/erbrauchsmaterialien

Bezeichnung Bezugsquelle
Einmalpipettenspitzen, 10 pul, 200 pl, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
1000pl

Combitips® advanceePipettenpitzen50 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland

HPTLC-Platten Merck, Darmstadt, Deutschland

Micro Tube 1,5 ml Sarstedt, Numbrecheutschland

Objekttrager, 76 mm x 26 mm Knittel Glaser, Braunschweig, Deutschlar

Petrischalen Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Polykarbonatmembranen 0,2 um Sigma Aldrich Chemie GmbH aufkirchen,
Deutschland

Silika Wafer Sigma Aldrich Chemie GmbH aufkirchen,
Deutschland

Sterilfilter Aufsatz 0,2 um Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Auflistung allerVerbrauchsmaterialieriefur die Versuchsdurchfuihrung der Arbeit
verwendet wurden

Tabelle 3.3

VerwendeteChemikalien und Ausgangsstoffe

Bezeichnung Bezugsquelle
Siliciumdioxid-Nanopartikel Sigma Aldrich Chemie GmbH aufkirchen,
Deutschland
Levasil® 200/40 AkzoNobe| Offenbach, Deutschland
Polyethylenmin (verzweigt)25 kDa BASF, LudwigshafenDeutschland
Polyethylenimin (linear)2 kDa PolysciencesEppelheim, Deutschland

1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammoniurpropan Lipoid, Ludwigshafen, Deutschland

1,2-Dioleoyl-sn-glycero 3- Lipoid, Ludwigshafen, Deutschland
phosphoethanolamin

1-[3-(Dimethylamino}propyl]-piperazin ~ Sigma Aldrich Chemie GmbH aufkirchen,
Deutschland

Aceton Carl RothGmbH & Co. KG Karlsruhe,
Deutschland
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Chloroform

Cholesterol
Dimethylsulfoxid

Essigsaure
GelRed
HEPES

Methanol

MTT-ReagenZ3-(4,5Dimethylthiazo}
2-yl) -2,5-Diphenyltetrazoliumbromid)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Salzsaure 37%

Silikondl
ROTI Histofix 4 %

DPPC(1,2-Di-palmitoytsnglycero3-
phosphocholin
DOPE(1,2-Dioleoyl-snglycero3-
phosphoethanolamin)

Cholesterol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH aufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH aufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Biotium Inc, Kalifornien, USA

Carl RothGmbH & Co. KG Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH aufkirchen,
Deutschland

Carl RothGmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl RothGmbH & Co. KG Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl RothGmbH & Co. KG Karlsruhe,
Deutschland

Carl RothGmbH & Co. KG Karlsruhe,
Deutschland
Avanti Polar Lipids Alabaster, USA
Avanti Polar Lipids Alabaster, USA

SigmaAldrich, TaufkirchenDeutschland

Auflistung allerChemikalien und Substanzeie fir die Versuchsdurchfihrung der Arbe
verwendet wurden

Tabelle3.4

VerwendetePufferund Reagenzien

Bezeichnung

Zusammensetzung Menge

DNA-Ladepuffer Glycerol 3,9 ml
SDS (10% wiv) 500 ul

EDTA (0,5 M) 200 ul
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Physiologischer Puffer
(pPH7,4)

TAE-Puffer (10x)

Triton X-100
(0,1% viv)

MTT-Reagenz
(0,2 mg/ ml)

Luciferase Assay Reagenz

Luciferin-Mix 10mM

Bromphenolblau
Xylencyanol

Milli -Q Wasser

HEPES

Natriumchlorid

Milli -Q-Wasser

Tris-HCI

Essigsaure

EDTA, 0,5 M; pH 8,0

Milli -Q-Wasser
Triton X-100
Milli -Q-Wasser

MTT-Reagenz

Milli -Q-Wasser
1M Glycyglycin pH 8,0
100 mM MgCh
500 mM EDTA
Dithiothreitol (DTT)
Adenosintriphosphat (ATP)

Coenzym ATrilithiumsalz

Tricin

Milli -Q-Wasser

1M Glycyglycin pH 8,0

D-Luciferin

Milli -Q-Wasser

0,025 g
0,025 g
10 ml
0,058 g (=0,15 M)

3,375 g(=0,01 M)
100 ml
48,4 g (=400 mM)
11,42 ml (=20 mM)
40,00 ml (=20 mM)
1L
100 pl

ad 10 ml
0,29

ad 100 mi
2ml
1ml
20 pl

50,8 mg
27,8 mg
21,3 mg
359 mg
ad 100 ml
0,47 ml
50 mg
ad 15,8 ml

Auflistung allerPuffer und Reagenziediefir die Versuchsdurchfiihrung der Arbeit

hergestellt oder verwendet wurden
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Tabelle 3.5

Verbrauchsmaterianin der Zellkultur

Bezeichnung

Bezugsquelle

Cytotoxicity Detection Kit

High Capacity cDNAReverse
TranskriptionsKit

RNeasyMini Kit
Quant Studio 3 RPCRSystems
PowerU® SYBR® Green Mastermix

DMEM, Zellkulturmedium

Fetales Kalberserum FKS Gibco

IMDM, Zellkulturmedium

Trypsin-EDTA fur Zellkultur

Nunc96-Well Platte

Nunc12-Well Platte

Nunc6-Well Platte

Transwell Einsatz

Befruchteten Eier

NanoShuttlePL®

pCMV-GFP
pCMV-luc
siMDR1
Triton X-100

HoffmannLa Roche, Basebchweiz

ThermoFisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Qiagen Hilden, Deutschland
Applied Biosystems, Foster CitySA

ThermoFisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH aufkirchen,
Deutschland
ThermoFisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH aufkirchen,
Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH aufkirchen,
Deutschland
Nunc GmbH & Co. KG., Wiesbaden,
Deutschland
Nunc GmbH & CoKG., Wiesbaden,
Deutschland
Nunc GmbH & Co. KG., Wiesbaden,
Deutschland

Corning, New York, USA

Mastkiikenbiiiterei BrormannRheda
Wiedenbruck, Deutschland

Greiner BiecOne GmbH Frickenhausen,
Deutschland

Plasmid Factory, Bielefeld, Deutschlanc
Plasmid Factory, Bielefeld, Deutschlanc
Eurogentec, Seraing, Belgium

BioRad, Hercules, Kalifornien, USA

Auflistung allerVerbrauchsmaterialierie fiir die Versuchdn der Zellkultur verwendet

wurden
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Tabelle 3.6

Verwendete Software

Bezeichnung

Bezugsquelle

MS-Office 2016
MS-Office 2019
ChemDraw Professional 20.1.1
JPK Data Processing
Origin Pro 9.0
Inkscapel.2
Citavi 6

Microsoft, Redmond USA
Microsoft, Redmond USA
Perkin Elmar, Waltham, USA
JPK, Berlin, Deutschland
Originlab, Massachusett, USA
Inkscape Community

Swiss Academic Softwargvadenswil,
Schweiz

Auflistung der Softwarediefir die Auswertung und Umsetzurder folgenden Arbeit

verwendet wurde

-31-



3.2AllgemeineMethoden

In diesem Kapitel sindllgemeine Methoden beschriebatie wiederholt in verschiedenen
Versuchsteilendieser ArbeitVerwendung fandenMethoden,die nur flr einbestimmtes

Kapitel relevant wareywerdengesondert in @mjeweiligenKapitel behandelt.

3.2.1 Liposomenherstellung

Lipidldsung Puffer

Rehydratisierung
im USB

Lipicifie

Extrudieren

T Avanti Pol S

Extruder

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Herstellung von Liposomen mit der
FilmbildungsmethodendanschlieRendeHomogenisierung mit einem Extruder

Die verwendetenLiposomen wurden nach der Filmbildungsmethdd@2] hergestellt
Abbildung 3.1 gibt eine bildliche Ubersicht der einzelnen Schritte der Herstellonyorfeld
wurden Stammlésungen der verwendeten Lipi@®OPE (1,2-Dioleoyl-snglycero3-
phosphoethanolaminDPPC (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycera3-phosphocholinjund Cholesterol

mit einer Konzentration von 10 mgml in organischem L&sungsmittel hergestellt. Die
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Stammldsungen wurden b0 °C gelagert. Als organisché.6sungsmittel wurde ein Gemisch

aus einem Teil Methanol und zwei Teilen Chloroform verwendet.

° N
DOPE ©
o]
/\/\/\/\/\/\/\)l\ ,I-_I,
D g NN
\AMM(O e ™
DPPC °
Cholesterol

OH

Abbildung 3.2: Struktur deifiir die Liposomenherstellungerwendeten Lipid®OPE, DPPC
und Cholesterol

Zur Herstellung der Liposomen wurde 1 ml des organischen Ldsungsmittels in einen 10 ml
Rundkolben vorgelegt und anteilig die jeweiligen Stammldsungen der Lipide erDaizt.

wurde ein Stoffmengenverhéltnis von 70 / 15 /(&®I / mol / mol)in Mol gebrauchtDer
Rundkolben wurde an einen Rotationsverdampfer angeschlossendasidorganische
Losungsmittel mit Hilfe eine¥akuumpumpenit nachfolgendms Programm au3abelle 3.7,
abrotiert Nachdem das Losungsmittel vollstandig verdampft war, wurde der entstandene
Lipidfilm mit 1 ml, auf 41 °C vortemperiertenHEPES Pufferresuspendiert und durch
sorgfaltiges Drehen m Ultraschallbad volilstdndig in die wassrige Phase Uberfuhrt.
AnschlieRend wurde die entstandene Liposomensuspension zur Homogenisierung fir weitere

10 min im Ultraschallbad inkubiert.

-33-



Tabelle 3.7

VakuumpmperProgramm

At p[mbar]
00:00:00 995
00:0030 800
00:06:00 300
00:10:00 2
00:10:00 2
00:10:00 2

Die Tabelle zeigt das mehrstufige Programm, welches an der Vakuumpursg
Rotationsverdampfers eingestellt wurde, um das organisihwengsmittel abzurotieren

Das Ultraschallbad wurde ebenfalls auf €lfemperiert. AnschlieRend wurden die Liposomen
21-mal durch eine Polycarbonatmembran mit einem Porendurchmesser von 200 nm extrudiert.
Um grélRere Aggregatbzuscheidenndein Verstfen detMembranzu verhinderpwurden
Vorfilter verwendet. Der Extruder wurd@ Vorfeld mit einer Heizplattauf 51°C vorgeheizt

die Temperatur wurde wahrend der Anwendung konstant gehaischlieRend wurden die
Liposomen in ein 1,5 ml Eppendorf Teibberfiihrtund bei 4°C bis zur weiteren Verwendung

im Kuhlschrank gelagert.

3.2.2 Polyplexe und Lipopolyplexe

Die Ausbildung von Polyplexen beruht auf der Komplexierung infolge von elektrostatischer
Anziehung zwischen PEI und DNA/RNAbbildung 3.3 gibt hier eine schematische Ubersicht
der Komplexbildung

Polyplex

Lipopolyplex

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Herstellung von Polyplexen sowie
Lipopolyplexenunter Verwendung von pDNA, IPEI und Liposomen
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Wie durch nachfolgende Versuchedvorangegangene Arbeit¢h00] beschrieben, haben wir
ein N/RVerhaltnis von 10 verwendet. Das NVferhaltnis ist der Quotient aus der Anzahl der

Amine im PE}Gerust und der Anzahl der Phosphatgruppen des verwendeten Plasmids.

Die Herstellung der Polyplexe erfolgte durch behutsames Vermengen der gleichen Volumina
von pDNA und PEIPEI wurdeim Vorfeld mit HEPESPuffer auf eine Konzentration von

1 mg/ ml verdiinnt, aliquotiert, be20 °C gelagert und bei Bedarf aufgetaDirekt vor der
Herstellung haben wir die entsprechenden Mengen pDNA und PEI mit sterilfiltriertem HEPES
Puffer auf gleiche Volumina eingestellt. Die P& rdinnung wurde in das Gefal3 der pDNA
Uberfihrt und 1@nal sanft durch wiederholtes Pipettieren dungdtht. Den Polyplexe
wurden 20 min bei Raumtemperatur eingeraumt, um sich entsprechend auszubilden. Im
Anschluss wurde sie sterilfiltriert. Wenn sie nicht sofort fur weitere Versuche verwendet
wurden, erfolge die Lagerung der Polyplexe bei 4° C im Kighisnk. Die Herstellung erfolgte

unter einer LaminaFlow Werkbank.

¥ Liposomen

10x vorsichtig “ 20x kraftig
vermischen vermischen
— —_—
= 20 min inkubieren = 60 min inkubieren -
T b &
pDNA Polyplexe Lipopolyplexe

Abbildung 3.4: Skizzeder zur Herstellung von Polyplexemd Lipopolyplexenbendtigten
Arbeitsschritte
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Die Lipopolyplexe wurden dik¢ im Anschluss aus den hergestellten Polyphetied den in
Kapitel 3.2.1hergestellten Liposomen produziert. Hierzu wurde die entsprechende Menge der
Liposomensuysension mit sterilfiltriertem HEPEBuffer auf das gleiche Volumen wie die
Polyplexe eingestellt. AnschlieRend wurden beide Edukte vereint und durch 20 kréftige
Pipettenhiibe gut durchmischt. Eine schematische Ubersicht der HerstelluAdplgjidting

3.4. Die Lipopolyplexe wurden fur 60 min bei Raumtemperatur inkubiert, um ihnen die
bendtigte Zeit zur Komplexbildung zu gewahren. Die Lagerung erfolgte beC 4m
Klhlschrank. EinMassenverhéttis von Liposomen zu PEI wurde gemal’ vorangegangener
Arbeiten[100] von 0,39 gewahlt. Die Herstellung erfolgte an einer Laminar Flow Werkbank

im Reinraum.

3.2.3 Photonenkorrelationsspektroskopie(PCS)

Fur de GrolRenbestimmmg unseer nanoskaligen Transfektionsysteme und deren
Zwischenstuferhaben wirdas Verfahren delPhotonenkorrelationsspektroskopierwendet.

Die Messungen wurden an einefatasizer Nano ZS der Firma Malvern durchgefiB#i

dieser Messmethode, die auals Dynamische Lichtstreuung (DLS) oder Quasielektrische
Lichtstreuung (QELS) bekannt ist, wird der hydrodynamische Durchmesser der in der Probe
befindlichen Partikel in wassrigem Medium bestimmt. Der Aufbau des Gerats wird durch
Abbildung 3.5 beschrieben.

Kurz vor Durchfuihrung der jeweiligen Messung wurde die Probe entsprechend verdinnt und
in eine Messkuvette (Typ: DTS0160) uberfuhrt. Nach einer voreingestellten Inkubationszeit
von 60 sec bei 23° C startete der Messvorgang und die Ptoldewon einem HeNéd.aser (10

mW) bestrahlt. Der Laserstrahl trifft auf die, in der Messkuvette befindlichen, Partikel und wird
von diesen gestreut. Das von den Partikeln abgelenkte Streufitiguf einen Detektor, der

sich in einem Winkel von 173um Laser befindet. Die detektierten Signale werden durch
einen nachgeschaltete Korrelator verarbeitet und anschlieend an den Computer
weitergeleitet. Durch die resultierende Interferenz dehtsiceuungen der einzelnen Partikel
der Probe entstehen Fluktuationen in der Streulichtintigndie von dem Messgerét zeitlich
ausgewertet werden. Anhand der Intaitsiler Streulichtschwankung des abgelenkten
Laserlichts kann Uber die StokEmstein Geichung die wahrscheinliche Gré3e der Partikel

berechnet werden.
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Computer

Detektor

173548
V4

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung sl&ufbausdes Zetasizer Nano ZS miginer
Ubersicht deAnordnung der einzelnen Bauteile

Grundlage dieser Messmethode ist die Diffusion der vermessenen Partikel in ihrem Medium,
welche durch die Brownsche Molekularbewegung verursacht Wir23,124] Die
Diffusionsgeschwindigkeit ddvetrachteterleilchen verhélt siclumgekehrt proportionatu
deren GroRRe Jekleiner der Partikel ist, umso hdher ist desBéfusionsgeschwindigkeitind
umso hoher ist auch die Geschwindigkeit demderung der gestreutehichtquanten

Beschrieben wird diese Abhéngigkeit dured StokesEinsteinBeziehund125].

StokesEinsteirBezielung
?'Q uY
(pZ LI z 3 z o

D = Diffusionskoeffizient
k = BoltzmannKonstante
T = Temperatur in Kelvin
3 = Viskositt des Mediums

r = Partikelradius
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Die genaudPosition der Laserquelle in Relation zur Messkiivette die Intensitéat des Lasers
Uber die Regulierung der Blende wunder jeder Messung durch das Messger#bmatisch
reguliert.Die Messung einer Probe wurde als Triplikat dees Messdurchgangemit jeweils
mindestens 10 Einzelmessungdarchgefiihrt und als Mittelwert Standardabweichung
dargestellt. Die relative Standardabweichunder verschiedenen Partikelgro3eeines
Messdurchgangs einBrobewird durchdenPolydisperskitsindex(PDI) beschriebenDer PDI
kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, wobeWéant unter 0,2 als monodisperBeobe

interpretiert werden kann und angestrebt wird.

3.2.4 Laser-Doppler-Anemometrie

Das Messverfahren der Lad@opplerAnemometriewurde verwendet, um das Zetapotenzial
unserer Proben zu bestimmemie Messung des Zetapotemials gehdrt zu den
Standardcharakterisierungstechamnkbei der Beschreibungvon nanopartikularen Systemen.
Neben der Stabilitat der Dispersiand somit auch ddntegritéat bei Lagerungpielt es auch
eine entscheidendeRolle fur die zellularelinternalisierungvon Transfektionssysteme
[126,127]

Das Zetapotenzial ist eine Naherung an das direkte Oberflachenpotential eines Partikels, der
sich in einem Dispersionsmedium befindet. Durch die Anlagerunistgellonen aus dem
Medium, bedingt durch die Anziehungstendenzeim Ladungsausgleich und entropische

Effekte, lagern sich mehrere Schichten aus lonen und Gegenionen an die Partikeloberflache.

Die innerste Schicht, die direkt an die Partikeloberflache angrenzt, nennt sich Sternschicht oder
HelmholtzDoppelschicht. & besteht aus der inneren Helmholzschicht, die durch die
entropisch begunstigte Anlagerung von Hydroxydiolenen an die Partikeloberflache
entsteht und lonemit komplementarer Ladung zur Partikeloberflcluge die aul3ere
Helmholzschicht ausbilde®ie Bindungsaffinitat der lonen zu der Oberflache des Partikels ist

in dieser Schicht stark ausgepragt. An die Sternschicht angelagert, befindet sich die diffuse
Schicht. Deren lonen bilden eine stabile Formation aus, die Anziehungskraft nimmt jedoch mit
zunédhmendem Abstand zur Partikeloberflache kontinuierlich ab. Ab einer gewissen Entfernung
kommt es zur Ausbildung einer Grenzschicht, bis zu dieser die Anziehung stark genug ist, dass
die lonen bei Bewegung des gesamten Partikels gebunden bleiben und diehgieiche
Richtung mitbewegen. Akerhalb 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 lonen wird letztlich elgentliche Ladung des
Partikels maskiert, sodass er nach auf3en annahernd Ladungsneutral efs2BgirEine
Ubersicht zu der Anordnung der verschiedenen Schichtergiildung 3.6.

' Diffuse Schicht

Sternschicht

- Partikeloberflache

Abbildung 3.6: Schematische Darstellungines Partikels und der lonen in seinem
DispersionsmediumAn die negativ geladene Partikeloberflache lagch eine Schicht
Hydroxidionenan, darauf folgt eine SchicAnionen Gemeinsam bilden diese di&

aus Darauf folgtdie aus Anionen und Kationen.

Die Bestimmungdes Zetapotenzia erfolge indirekt nach dem Messprinzip ddraser
DopplerAnemometrieund wurde unmittelbar nach der Grol3enbestimmung, ebenfalls mit dem
Zetasizer Nano Z3lurchgefuihrtHierzu wurdedie elektrophoretische Mobilitater Partikel
nachdemAnlegen einer definierten Spannung an die zwei Elektroden der Meggzgléssen

Je nah Ladung bewegen sich die Partikeldan entsprechenddtiektroden, wobePartikel

mit einemhoheren Potential eine there Geschwindigke#tufweisenDie Partikel durchqueren

auf dem Weg zur Elektrodden Laserstrahlwodurch es wieder zur Streuuran der
Partikebberflache kommt.Das Streulicht wird von einenbetektor erkannt und an das
Messgeréat weitergeleitet, das dREuktuation der Lichtintensit in Abhangigkeit zur
Partikelgeschwindigkeitbestimmt Mit Hilfe der HenryFunktion bzw. Hickel und

SmolchowskiNaherung kannm Anschluss das Zetapotanzial berechnet wefti29y.
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Henry-Funktion:
CzZRzZuz A A
023

5%

Ue = Elektrophoretische Mobilit

U Dielektrische Konstante der Probe
¢ Zetapotenzial

f(Ka) = Henry Funktion

d = dynamische Viskosit?at

3.2.5 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Zur detaillierten Untersuchung der Morphologie und Obacfienstruktur unserer
Tragersystemehaben wir ein Rasterkraftmikroskopoder Atomkraftmikroskop (AFM)
verwendet.Die Messungerwurden aneinem Nanowizzard 8er FirmaJPK Instrumentsn

einer schallisolierten Kabine bei 2@°Raumtemperatuwlurchgefihrt.

BeiderRasterkraftmikroskopieird die Probe von einer feinen Na@gélgetasteDer vorderste
Teil, dersichan de Spitze @&r Nadelbefindetund in direktem Kontakt mit der Probe steht,
wird als CantileverbezeichnetDie Auswahl des passend@antileves ist essenzielfir eine
gualitativ hochwertige Abbildung der ProbeSie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Eigenschaften ahnlich wie verschiedene Federn entsprechen&ihfttonstante, Amplitude
und Frequenz. Jeach Beschaffenheit und Struktur der Probe neursgeeigneteCantilever

ausgewahlt werdefi30].

Beim Abtasten der Probe kdnnen die Partikel aladth und Tiefen wahrgenommen werden.
Infolgedessen kommt es zu unterschiedlich starker Auslenkungen deN&E®! in x, y und

z Richtung, wodurch die Amplitude des Cantilevers beeinflusst wikthréhd der Messung
strahlt ein Laser auf dieilRkseite des Cantilevers, von dieser er auf eine Photodiode reflektiert
wird. So kann jede durch die Hohenunterschiede der Probe ausgeloste Bewegung detektiert

werden Eineschematische Darstellung der Messung isklibildung 3.7 dargestellt.
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Photodiode

~] AFM-Nadel

Cantilever

Probe

Scannen

Abbildung 3.7: Schematische Darstellunginer Rasterkraftmikroskopmessung. An der

Spitze der AFMNadel befindet sich der sogenannte Cantilever. Ein Laser bestrahl die
Ruckseite des Cantilevers, wahrend dieser die Probe abtastet. Jede Auslenkungen wird so durch
den Laserstrahl Ubertragen und ener Photodiode detektiert.

Alle Messungenwvurden unter Verwendung eineBFM Cantilever HQ: NSC14/Al BSler
FirmaMikromasch Europenit einer Resonanzfrequenz vb80 kHzund einer Kraftkonstanten
von 5 N/m durchgefuhrt. DieScangeschwindigkeibetrug0,5 - 1,5 Hz im Entermittent
contaci-rModus Hierbei bertihrter Cantileverdie Probe nur zwischenzeitlieid hat keinen
dauerhaften Kontalktu ihr[131]. Die Proben wurden vor détessungentsprechenderdinnt,
auf einen 1 x 1 cm gRen Silikonwaferaufgebracht un@0 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.In dieser Zeit seten sich die Partikel auf deSilikonwafer ab Anschlie3end wurde
die Uberschissige Flissigkeit mit einer Pipette entierdtdie Partikel bei Raumtemperatur
bis zum ganzlichen Verdampfen des Losungsmitgdsrocknet Die anhaftenderPartikel

wurdenanalysiert. Die Bildausschnitte hateine Géf¥e von 3 x 3um.

3.2.6 Zellkultiv ierung

Fur dieVersuche in der Zellkultur wurdesie entsprechenden Zellliniexis Monolayerkultir
in derPetrischal&ultiviert. Diese wurden bdionstant37°Cund5 % i€&nem Inkubator
aufbewahrt. Als Nahrmedium wurdddMEM oder IMEM mit 10 % fetalem Kberserum
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verwendet und regelmal3ig ausgetausBlei. Erreichen einer Zellkonfluenz von ca. 80 %
wurden die Zellen auf zwei neue Petrischalen aufgeteilt. Dazu wurde das Nahrmedium
vorsichtiy abgesaugt und die Zellen nfBSPuffer (ohne G¢* und Mg*) gewaschen.
AnschlieRend wurden die Zefidrypsinisiert um sie von Bodender Petrischale abzulésen.

Die abgeltsten Zellen wurden mit Nahrmediaus der Petrischale gespult und ire@ih5 ml

Tube Uberfuihrt. Diesenvurde fur5 Minuten bei 10.000 U min zentrifugiert,um die Zellen
abzutrennenDer Uberstand wurdevorsichtig abgesaugtind das entstandeneellpellet in
frischem MediunresuspendiertAus der Zellsuspension wurde ein entsprechentt@amen
entnommen und in diemeua Petrischaleniberfihrt. Diese wurdenmit ausreichend

Nahrmedium aufgefullind zur Entwicklung in den Inkubator gestellt

3.2.7 MTT -Assay

Das MTT-Assay ist eine weit verbreiteteMethode, um die zytotoxischen Effekte von
verschiedensten Substanaerf die verwendeten Zellen-vitro zu bestimmenDafirwird die
metabolische Aktivitat der Zellerugntifiziert, nachdem si@er entsprechendefestsubstanz
fur einendefiniertenZeitraum ausgesetztaren Da diemetabolisck Aktivitat grundséatzlich
stark mit derZellviabilitét korreliet und mit vergleichsweise geringem Aufwand zuverlassig
bestimmt werden kanmilt der MTT-Assay als universell€harakterisierungsmethode der
Toxizitat invitro und istin der naturwissenscfikchen Forschungveit Verbreitet

Z.
o z il
) l\\l 6% N N
_=N ’76/6 Red\.\\‘\a
< > I\N/&)Y |
MTT o ﬁ\\\\\ Formazan \ZT'_S
(gelb) B

violett N
NADH ( ) /

Abbildung 3.8: Farbreaktiordes gelben, wasserloslichen MBRIzeszum violetten,schwer
wasseloslichen Formazan
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MTT (3-(4,5-Dimethylthiazot2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliurbromid) ist ein gelbliches
Reagenz, welches von intrazellularen mitochondrialen Suebielagdrogenasen zum violetten
Formazan umgewandelt wird. Eisteukturelle Darstellung der Reaktion istAdbildung 3.8

zu sehen. Das gebildete Formazan ist wasserunl6slich und kann, nachdem es von den Zellresten
abgetrennt wurde, photometrisch quantifiziert werden. Vergleiantaen Formazangehalt der
Proben, die mit der getesteten Substanz behandelt wurden, mit dem Formazangehalt
unbehandelter Zellen, kann die Viabilitat der Probe berechnet wigrgiZEL 34).

Fur denMTT-Assaywurden die Zellermit einer Dichte von 10Zellen / Wellin 96-Well-
Plattenin je 200 pl N&ahrmediumausgeséat und fir 24 in den Inkubator gestellEur den
Versuchstag wurde eine Zellkonfluenz von%0 80 % angestrebt. Nach der Inkubationszeit
wurden de Zellen mit PBSPuffer gewaschen und mit 100/\Vell der entsprechenden Probe
oder Referenz aufgeflllals Negativkontrolle wurden 100 pl serumfreies Medium verwendet
Als Positikontrolle wurda 100 pl TritorX Lésung (1 %) verwendeDie Zellen wuren fur

4 h in den Inkubator gestellt, danach wurden die Wells mit serumhaltigem Medium auf 200 pl
aufgefullt und vorsichtig durchmischt. AnschlieRend wurden die Platten fir watarim den
Inkubator gebracht Die Probezugabe erfolgte immer idfacher Ausfiihrung. Alle

Verdinnungen erfolgten mit serumfreiem Medium.

Am néchsten Tag wurdger Uberstan@bgesaugt undurch200 pl einer 0,2 mg / ml Losung
von MTT in serumfreien Medium ersetzt.AnschlieRend wurden die Zellen fir 4 h in den
Inkubator gestell Alle Arbeitsschritte unter Beteiligung von MTReagenz wurden dch
entsprechend&orkehrungenunter Lichtausschluss durchgefihkachdem den Zellen die
entsprechende Zeit zur Umwandlung gewahrt wuvderde der Uberstandus den Wells
abgesaugt und die Zellen zweimal mit PB&ffer (pHWert 7,4) mit C&" und Mg*
gewascherDie Wells wurdemmit 200 plDimethylsulfoxid OMSO) aufgetillt undfir 30 min

in einem Orbitalschittler bei 200 Umin durchmischt damit das entstandene Formazan
vollstandiggelost wird Der Uberstand aus DMSO und Formazan wurdgneneue 96wWell
Platte Uberfuhrund zur Auswertung in ein FLUOstar Optima tRdalesegeragebracht.Die
guantitative Bestimmundes Formazangehalts erfolgte photometrischebedr Wellenlange
von 670 nm. Die Absorption der unbehandelten Zellen der Negativkontrolle eviind die
Auswertung als 100 % Viabilitat gesetzt. Die Absmmptder Positivkontrolle wurde als
Blindwert von allen Messwerten subtrahiert.

-43-



4 Projekt 1: Polyethylenimin-Silica-Nanopartikel

4.1Einleitung

Der folgende Abschnitieschreibt di¢lerstellung und Charakterisierung eines Vektsisms
welches aus deNerknlUpfungdereingangs beschriebem¥ertreten ausder Gruppe demicht

viralen Vektoren;Kationische Polymerend Feste Nanopartikehervorgeht.

4.1.1 Polyethylenimin

Intensive Forschung und Entwicklungsarbeit an der Verbesserunegyirgalet Vektorsysteme
fuhrte zu stetig steigender Transfektionseffiziemd sinkender ToxizitatDie Basis dieser
Tragersysteme bildetefiesten Nanopartikel, kationische Polymere, Dendrimere, Peptide und
Lipide. Als besonders hervorzuhebender Vertreter der GruppeatienischerPolymeregilt
Polyethylenimin (PEI). Aufgrund seiner hohen kationischen Ladungsdichte ist PEI in der Lage
nichtkovalente Komplexe mit Nukleinsduresuszubilden Diese sogenannmtePolyplexe
werden durch Endozytose in die adressierten Zelleaufgenommen wo sie ihre
gentherapeutischktive Ladungin dasZytosol freisetzenDurch die Verwendung voREI-
basierte Polyplexa wurdenso gute Transfektionsergebse erreicht dass sidange Zeit als
Goldstandard unter den nielatalen Vektoren galten. Durch eine Vielzahl von
wissenschaftlichen Arbeitelkonnen wir heute auf einen umfangreichen Kenntnisstand
bezuglich der Polyplexe zurlickgreifi82,83,85,83,135,136]

PEI wird grundsatzlichin zwei unterschiedlichestrukturelle Gruppen eingeteilt Je nach
Herstellungsmethode lasst sich eeimerzweigte (bPEI) oder eine lineare (IPEI) Struktur
synthetisieen[137,138] In Abbildung 4.1 sind die jeweiligen Strukturen dargel. Der Grad

der Verzweigung hat einen wesentlichen Einfluss auf die Fahigkeit Nukleinsauren zu
komplexieren. Lineares PEI zeigt eine geringdmage Nukleinsauren zu komplexieren als
verzweigtes PEI. Auch die Stabilitat der ausgebildeten Polyplexeiisier Verwendung von
bPEI grofRer. Ungeachtet desskonnte in mehrera in vivo Studien geradeunter der
Verwendung vonlPEIl sehr hohe Transfektionseffizn beschrieben werdenDieser
Widerspruchist wohl gro3tenteils auf die geringere Zytotoxizitddr linearen Variante

zurtckzufuhrenl39EL41]
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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 gesteigbrdasfektionseffizien,
allerdingsauf Kosten einer erhdhten Toxizit&iese ist auf eine signifikant starkekdharenz

an Zelloberflachen zurtickzufihren, die die Zellen schadigt. Als guter Komproatisghein
Bereichzwischen 5 und 25 kDaewahr90,94,14Z144].

4.1.2 Silica-Nanopartikel

Unter den anorganischen Materialien, die Vektoren Verwendung finden sind
Siliziumdioxid-basierteTragersystemaufgrund ihrereinzigartigenEigenschafterbesonders
vielversprechendSiliziumdioxid, auch bekannt als Séi®oder Quarzst ein Siliziumoxid mit

der chemischen Formel SiCEs kommt ubiquitar in ueser Umwelt vor und ist unerlasslicher
Bestandteil vorverschiedeenlebenden OrganismeAuch furunserer Industrie spielt es eine
wichtige Rolle. SilicaNanopartikel sind haufiger Bestandteil von Kosmetika, Pharmazeutika,
Lebensmitteln, Lacken und Farben oder Bauteilen der Autoind{s4%¢146]

Die charakteristische Oberflache der SHMBR ermdglichtdie Adsoption von Nukleinsduren

zu gentherapeutisch aktiveKomplexen (Nanoplexe). Die Effizienz dieser Nanoplexe
hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit a@entherapeutische Vektoren ist schon seit tiber 20 Jahren
bekannt[147,148] Sie besitzen eine holBokompatibilitatund im Vergleich zu den zuvor

beschriebenemrganischa Tragersystememine wesentlich héherphysikaliche Stabilitat
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gegenuber verschiedensten Beanspruchungde®erdem lassen sich SilidP auch im
industriellen MaR3stab kostengiinstig und einfaebstellenDurch ihre hohé'hermostabilitat
besteht die Moglichkeit sie zu autoklavieren. In Anbetrachaéorderungen fir die spatere
Applikation, die gréf3tenteilsals Parenteralia erfolgein nicht unwesentlichéviehrwert[149E

151] In der letzten Dekadeurden verschiedene Arten von Siliziutoxid-basierterVektoren

fur unterschiedliche Anwendungen entwickelt und untersingtien dem Gentransfer befasste
sich die Forschung vailemmit derbiomedizinischa Bildgebungund Drug-Delivery. Durch

eine Vielzahl von Klinische Studien konnte die egMertraglichkeit und Effizienauchauf
diesen Gebieteanter Beweis gestellt werdgh52EL56]. Durch ihre Struktur sind Silie&lP
besonders zugéanglich, um sie mit anderen Molekilen zu verbinden oder zu modifizieren.
Abbildung 4.2 gibt hier einen Uberblick tiber diverse Mdglichkeiten, die zum Einsatz kommen.
Beispielsweise kdonnen Uber endstandige funktionelle Gruppen Antikdrper gebunden werden
um die Therapie gezielt aibbestimmte Zellen auszurichten. Oder bei der Herstellung des
Grundgerust konnen diverse strukturelle Modifikationen vorgenommen werden, wodurch
beispielsweise Einfluss auf diéologisch@& Abbaueigenschafteind die Wirkstofffreisetzung

genommen werden ka[157,158]

Andere Molekule

. % Hohlkdrper
Targeting oy
Antikérper ‘OOOOO 8>
J\ %OO (@] Mesopords
P e & o
e ®” Y
Magnetischer ® o ® 0 \
Kern ‘O//\\ 7»__,__»"“"_/
Peptide  @@® ;ij‘ern“'o" e © © | Nicht-pords
4 OOO © —O Kovalent gebunden
(@}

© Nicht-kovalent
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J

Farbstoffe :f\:'

Abbildung 4.2: Strukturelle Darstellung eines Silidéanopartikels mit verschiedenen
Beladungsvariationerfrechtes Drittel),Modifikationen zur Spezialisierung des Targetings
(linkes Drittel)oder Verwendundir Bildgebende Verfahrefunteres Drittel]145].
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4.2Methoden

4.2.1 Herstellung des Vektorsystems

Als Basis fur unser Tragersystdmben wir eine SilicdNanopartikelSuspensiorverwendet.
Aufgrundseinerterminalen OHGruppen besitztSiliziumdioxid bei physiologischem phVert
eine negativéOberflacherdadung.Im ersten Schritt haben wiieselLadung genutzt, um die
Nanopartikel mit PEI zwerknUpfer. Durch die Komplexierung der SiliddP mit PEI bildet
sich eine positiv geladene Oberflachenstrukaus an die sich die negativ geladenen
Phosphatgruppen der Nukleinsduren gut anheften kdnnen. Zu Beginn habeals wir
Ausgangsstoffpulverformige SilicaNP verwendet die wir in HEPESPuffer suspendiert
haben Durch die Ergebnisse mehrerer Vorversuche sind wir zur Verwendung einer
kommerziel erhaltlichen SilicaaNP-Suspensionausgewichen Levasil® 20040 ist eine
alkalische, wassrige Dispersion aus kolloidaler Kieselsaure, die etwa 40%s&wststoff
enthalt. Die SiliceDispersionist Na'/ NHs" gepuffertund besitzt nach Herstellerangaben einen
Partikeldurchmessevon ca. 17 nm (Bestimmt mit einem Rasterelektremmikroskopvon
AkzoNobel)

OH

OH
— A, -
/5\0 o é /e }gﬁllzw}” é f /s\° ) il;\g?lly}w
>sr/° Ultrascha\ >I & " Ul g g
\ y

R

/Sll—OH 5
NH,

PEI

Silica-NP Silica-NP + PEI Silica-NP + PEI + pDNA

Abbildung 4.3: Herstellung und Beladung unsseréransfektionssystems. SiliddP werden
mit PEI verbunden, im Anschluss wird der Komplex mit pDNA beladen. Breelnen
Herstellungsschritte erfolgen im Ultraschallbad.

Die optimalenHerstellungsparameter und Mengenvériigse haben wir in Vorversuchen
bestimmt und anschlielBendir alle weiteren Versue&hverwendet.PEI wurde zu einer
Stammldsungnit 1 mg/ ml mit HEPESPuffer verdinnt.Die Lagerung erfolgte bei° C im
KihlschrankLevasil®wurde direkt vor dem Versuch/20mit HEPESPufferverdiinnt. Beide

Suspensionen wvden getrennt fir 10 min. ineinem Ultraschallbad (37&Hz) bei
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Raumtemperatupeschallt AnschlieBendaben wir did_evasil® Suspension langsanu der
PEFSuspensiongetropft. Die Vereinigung erfolgte unter fortlaufender Verwendung des
Ultraschallbad. Die entstandemeKomplexe wurdenanschlieBend flweitere 10 min im
Ultraschallbad (3kHz) belassen

Zur Beladungdes Tragersystemhaben wirpCMV-luc als Modellplasmid verwendet. Dazu
wurdedie Plasmidlésung mit HEPEBufferaufdas Volumen defragersuspensicangepasst.
Direkt im Anschluss an die 1fin Inkubationszeitm Ultraschallbad wurde dielasmidésung
tropfenweise zugegeberNach der Vereinigungwurden den Komplexen30 min im
Ultraschallbadzur Entwicklung gewéhrt. Dabevurde die Temperatustets unter35° C
gehalten Nacheiner Inkubationszeit voBO min bei Raumtemperatuwurden die beladenen
Vektoren entweder fir weitere Versuche im Anschluss verwendebed&tC im Kiuhlschrank

gelagert.

Als Referenzfir die folgenden Versuche wurden ebenféllslyplexe wie in Kapitel 3.2.2
beschrieberhergestelltDie Herstellung erfolgtenit drei unterschiedlicheN/P-Verhéltnisen
von 10,15und20.

4.2.2 Photonenkorrelationsspektroskopie(PCS)

Die Proben wurden, wie iKapitel 3.2.3 beschrieben, vorbereitet und vermesdeir die
Vermessung der selbst hergestell&lica-NP-Suspensionvurden die Proben direkt vor der
Messung fir 5 min im Ultraschallbad (37 kHz) inkubiert. Hierdurch sollten die
Voraussetzungen wéahrend der Herstellung bestmoighittert und entstandenégglomemate

getrennt werden.

4.2.3 Laser-Doppler-Anemometrie

Die Proben wurden, wie in Kapité@.2.4 beschriebenvorbereitet und vermesseRur die
Vermessung der selbst hergestellten SiN€GaSuspension wurdenied Proben direkt vor der
Messung fur 5 min im Ultraschallbad (37 kHz) inkubiert. Hierdurch sollten die
Voraussetzungen wahrend der Herstellung bestmaoglich imitiert und entstandene Agglomerate

getrennt werden.
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4.2.4 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Proberwurden wie in Kapitel3.2.5beschriebenyorbereitet undrermessen

4.2.5 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die Rasterelektronenmikroskiggstein bildgebendes Verfahren, mit dem sich hochauflésende
Aufnahmenerstellenlassen. Bei dieser Methode wird die untersuchte Probe von einem
Elektronenstrahl rasterweise beschossen. Dieser, von einer Kathode erzeugte
Primérelektronenstrahwird durch vorgschaltete Kondensatorlinsen sehr fein gebtindelt, um
prazise, zeilenweiselber die Oberfiche des Objekts gdfrt zu werden Auf der
Probenberflache werden infolgedessen sekundéare Elektronen freigesetzt, die von einem
internen Detektor registriert und afignale an einen Computer Ubermittelt werden. Der
Computer wandelt diesBignalein entsprechend&rauwertinformationen um und stellt sie
synchron zur Messung auf einem Bildschirm dar. Je Bashhaffenheitind Struktur der Probe
variiert die Intensitt der emittierten Elektronen des jeweiligen Rastek4it Hilfe
elektrostatische Linsen Bsst sch dieses Raster sehr fein anlegemodurch sehr hohe

Aufldsungen erreicht werden konngrb9EL61].

In der Probenkammerin der die Probe auf deirobentellerfixiert ist, wird wahrend der
Messung ein Vakuum erzeugt. So lasst sich verhindern, dass in der Luft befindliche Elektronen
zu Unscharfen fuhren. ErwesentlicheStorungsquelle sind Aufladungseffektdie bei der
Vermessung von isolierend@ Materialien durch  Emissionsschwankungen der
Sekundarelektronen wahrend der Bestrahlanfireten Um diese Effekte zu vermeiden,
werdendie Probemit einerhaucldiinnen Edelmetallschiclaius beispielsweis#/olfram,Gold
oderPlatinUberzogenl{esputtert]162,163]

Die Bilder der folgenden Arbeitwurden mit einedn EVO HD15 (Carl Zeiss) mit einer
Beschleunigungsspannugr Primarkektronenvon 5 kV aufgenommen. Zum Einsdtam
ein Sekundrelektronendetektor. Die Proben wurden auf Silidafer pipettiert und zur
Trocknung staubgeschutzt fir etwa 60 min bei Raumtemperatur inkubmertAnschluss
wurden sie zur Verbesserung der Lehfgkeit mit einer cal5 nm dinnen Goldschicht
besputtert. Hierfir wurde ei@150R ES (Quorum Technologies Ltahit 20 mA fur 50 s

verwendet.
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4.2.6 AgaroseGelelektrophorese

Um das optimaleVerhéltnisvon pDNA zu unserem Vektau bestimmenhaben wirdas
Verfahren deGelelektrophorese verwendetierbei werden die zu vergleichenden Proben in
nebeneinander gereihte Taschen einer Gelmatrix geg&hienMatrix ist komplett mit
Elektrophoresefter bedeckt. Durch Anlegen einetektrischenFeldes bewegen sich die
Proben in der Geltaschentsprechend ihrer Ladungnterschiedlich schnetur Kathode oder
Anodean den GelkanteiZum einen wird die Geschwindigkeit der Molekdle durch ihre Ladung
bestimmt, zum anderen wirkt die verwendete GelmatrexeinMolekularsielh sodass auch die
Grol3e einen malgiethenEinfluss ha{164].

Fur die Herstellung der Matrix haben wir Agarose in einer Konzentration voretgénzt mit
Ethidiumbromid (0,1 pg / mlyerwendet. Agaros&ele eignen sichaufgrund ihrerStruktur
und PoremgréRebesondergut fir die Auftrennung von Nukleinsaurethidiumbromid wird
als DNA-Maker verwendet. Es interkaliedwischen die Basgmaare der Nukleinsauren,
wodurch sich das Anregungsspektrum von Ethidiumbromidchiebt. Bei Anregung mit UV
Licht wird dieFluoreszenz der Substanz starkdathund dieDNA sosichtbarf{165EL67]. Die

Agarose wurde iFSME-Puffer (pH 8,3suspendiert und ansaRendkurzin der Mikrowelle
erhitzt. Nachdem dieL6sung auta.65° C abgekihlt warwurde das Ethidiumbromid ergénzt,
gut durchmischt und in den Geltrager mit Probekamm ausgegos&mh 30 min
Polymersationszeitwar das Gehusgehartet und der Kamrnar Bildung der Probentaschen
wurde entfernt. Das Gel wurde in die Elektrophoresekamniarfithrt und bis zur

vollstandigen Bedeckugnmit FSME-Pufferibergossen.

UnserVektor wurde wie in Kapitel 4.2.1beschriebenhergestellt unanit unterschiedliche
Mengen an pDNAomplexiat (Konz. beladene Tragersystemgadp/ ml, 8 ug / ml, 10 ug /

ml pDNA). Die Proben wurdemmit 1 pl Ladepuffer gemischt und anschlieliend in die
Ladetaschen im Agarosegel pipettiertreie pDNA diente als Kontrolle Die
Elektrophaesekammer wurde an €irhermo Hybaid Electro 4 Gelsystem (Thermo Hybaid
bei 85 V fir 1 h angeschlossemie konstante Stromversorgung wurde durch eine LKB 2197
Netzteil (LKB Brommg3 sichergestelltNach Ablauf der Zeitvurdedas Agarosegel vorsichtig
unter ein@ BioDoc Analyze Ti5Transllluminator (Whatman Biometrg)latziertundbei einer
Wellenlinge von 312 nm analysierZur 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 humar@rarialkarzinomzellefSK-OV-3) oder
murinen Fibroblasten (L929) durchgefuhrt. Die Zellen wurden, wie in Kapitel 3.2.6
beschrieben, kultiviert. 24 h vor dem jeweiligen Experiment wurden die Zellen miDaahge

von 1,2 x 16 Zellen / Well in 96Well Platten ausgesét.

4.2.8 MTT -Assay

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

wie in Kapitel3.2.7beschriebergurchgefihrt.

4.2.9 Luciferase Assay

Um die Effizienz eines Vektors bestimmen zu kénnen, bedarf es spezieller Reportergene, die
es erlaubenden Anteil erfolgreichveranderter Zellen nach einer Gentransfektin
quantifizieren. Hierzu werden die Vektoren mitdentsprechenden Reportergen belaaiedh

den Zellen appliziertWird dasgeretische Materiakrfolgreichvon den adressierten Zellen
aufgenommenwird in der Regel die intrazellulare Exprierung eines spedien Enzyms
veranlasst. Die Menge diesesprimiertenEnzyms verhalt siclentsprechengroportionalzu

der Transfektionseffizien des verwendeten Vektors und lasst sich durch die Quantifizierung
seinerspeziellerenzymatischen Reaktion bestimmen. Beispi@ir gdngige Reportergene sind
pCMV-luc fur LuciferaselacZ-Genflr d -galactosidasedasCatGen furChloramphenical
Acetyltransferaseder das GH&en, da fir dasgrin fluoreszierende Prote{(GFP) codiert

undbei Anregung mit blauem oder ultravioletted_icht grin fluoreszieftl68EL72].

Fir die Bewertung unserer Transfektionssysteme haben wir ploM\Als Reporterge
verwendetdas flur das Enzymrefly-Luciferase codiert. Anschlie3end an die Transfektign
unseren Komplexenvurden die Zellenlysiert undfir die Auswertungdie enzymatische
Reaktion von D-Luciferin zu Oxyluciferin quantifiziert Dafir werden den Proben die
benotigten Edukte uciferin und ATPim Uberschusszugegebensodass die Mengeer

entstandenebuciferase deeinzigelimitierende Faktor deenzymatischeiReaktionist.
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/@i’\ /N Luciferase
HO S ; :
D-Luciferin ATP +0, AMP + PP:
+ CO2

Abbildung 4.4: Abbildung der Luciferas&atalysierterDecarboxylierungzon D-Luciferin zu
Oxyluciferin, bei derLicht mit einem Emissionsmaximum von etwa 560 nm emittued.

Bei der inAbbildung 4.4 dargestellte©Oxidation von DLuciferin zu Oxyluciferinwird Licht
emittiert, welches durch Fluometrie erfasst werden kann und sich proportional zur Quantitat
der vorhandenen Luciferase vertjalt3,174] Furden LuciferaséAssaywurden die Zellemit

einer Dichte vori,2x10* Zellen / Wellin 96-Well-Plattenund 200 pl Nahrmediumausgesét

und fur 24 hin den Inkubator gestellEur den Versuchstag wurdeneiZellkonfluenz von 70

80 % angestrebt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen miFRESr gewaschen und

mit 100 ul der entsprechenden Probe oder Referenz je Well aufgefillt. Als Negativkontrolle
wurden 100 pl serumfreies Medium verwendet. Diell@e wurden fur 4 in den Inkubator
gestellt anschlieBend mit serumhaltigem Mediwmf ein Gesamtvolumen vor200 ul
aufgefullt und vorsichtig durchmischen Zellen wurde eine Transfektionszeit von insgesamt
48 h im Inkubator eingerdunidie Probezugaberfolgte immer in 4acher Ausfuhrung. Alle
Verdinnungenvurdenmit serumfreiem Mediurhergestellt

Zur Auswertung wurden die Zella@rstzweimal mit PBSPuffer (pHWert 7,4) mit C& und

Mg?* gewaschen und anschlieRend mit Lysepuffer fiir 30 min imeiDebitalschittler bei 200

U/min durchmisch Das Lysat wurde in eine weil3e-@¢ell-Platte Gberfihrt und mit einem
FLUOstar Optima Plattenlesegeréat vermessen. Dieses war mit einer internen Pumpe zum
Einspritzen der frisch vereinten Mischuampaus LuciferinMix 10mM und Luciferase Assay
Reagenz, direkt vor der Messung, ausgestattet. Uber das Protokoll der Software wurde eine
Integrationszeit von 10 s eingestellt. DiQuantifizierung erfolgte als relative
Lumineszenzeinheiten (RLUei einer Wdknlange vorb60 nm
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4.3Ergebnisseind Diskussion

4.3.1 PhysikochemischeCharakterisierung

Die Ergebnisse der physikochemischen Charakterisierung unseres Vektorsystems werden in
dem nachfolgenden Kapitel ausgewertet und diskutiert. Neben der Grof3e und dem
Zetapoenzial wurdedie Lagerstabilitat und die Fahigkeit pDNA zu komplexieren, sowie die

dadurch vorgegebenen Verhaltnismaligkeiten der einzelnen Komponenten bestimmt.

4.3.1.1 Grole und Zetapotenzial

Durch die Veranderungen von Grol3e und Zetapotenzial der -Sifinapartikeln nactder
Verknupfung mitPEI und der Beladung mit pDNA lassen sich Erkenntnisse Uber die Struktur
der jeweiligen Partikelewinnen Wie die Messergebnisse aliabelle 4.1 veranschaulichen
nimmt die Grol3e der Partikel nach jedem Bindungsschrithatgrund cer Grélienzunahme
und der begleitendenErhdhung des Zetapotenziaisfolge der Anlagerung des positiv
geladena PEI an die negativ geladenen Silicaoberflacis von einererfolgreichenund
bestéandigen Komplexierung auszugehém nachstenBindungsshritt kann infolge der
Anlagerung denegatv geladene pDNA erwartungsgemag@neVergrol3erung der Komplexe
beobachtet werdemBegleitetwird diese von einegeringen Erniedrigung deZetapotenzials

durchausgleichende Tendenzder Nukleinsédure

Unsere beladenen Vektoren haben eine GréReetwwa 110 nm und eignen sich daher die
adressierten Gewebe nach der Theorie des passiven Drug Targeting zu erreichen.
Nanopartikulare Gentherapeutika in einem GrélRenbereich von typischerweise 100 bis 200 nm
profitieren in besonderer Weise von d&R Effekt (Enhanced Permeability and Retention)

wodurch besonders hohe Wirkstoffkonzentrationen in Tumorzeiigalt werder{175].

Die deutlich von den Herstellerangaben 5-16 nm  bestimmt  durch
Transmissionselektronenmikroskopiabweichenden Messergebnisse voumverférmigem

S| ®P in HepesPuffer deuten auf deren stark ausgepragte Neigung zur Bildung von
Agglomeraten hin. Dieses Phanomeunrge auch invorangegangene Arbeiten beschrieben
[176]. Auch die daraukergestellteikomplexe sind im Vergleich zu den unter der Verwendung

von Levasil® hergestellten Komplexen deutlich grof3er (Vgbelle 4.1).
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Tabelle4.1

Messergebnisse dBhotonenkorrelationsspektroskopied LaserDopplerAnemometrie

Formulierung Groke £ S.D. [d.nm] PDI+SD. Zeta potential +S.D. [mV]
Si QP 1719171 0.254 +0.09z -25.8 £0.36
Si O +PEI 229.5+288 0.379 +£0.05(C 28.4 +0.97
Si O +PEI 1 271.5+7.61 0.341 +0.02¢ 25.2 +0.25
Levasil® 45.9 +08 0.159 +0.01< -12.8 £0.15
Levasil®+PEI 85.45+02  0.168 +0.00¢ 30.9 +0.35
Levasil®+PEI+pDNA 109.2 +0.€  0.144 +0.00¢ 28.4 £1.05
Polyplexe 102.7+2.3 0.353 £0.027 6.60 +£2.38

Alle MessgroRen werdeals ZAverage dargestellt, welcher aus @artikelgbenverteilung
derintensiét abgeleitet istAlle Wertesindals Mittelwertx Standardabweichurapus jeweils
3 Messvorgangedargestellt

Aber auch bei der Grol3enbestimmung von Leva20®40 zeigen sich deutliche Differenzen
zwischen den von ungemessenen Werteaus Tabelle 4.1 (ca. 46 nm)und den
Herstellerangaben (ch7 nm, bestimmt durch Rasterelektronenmikroskopiaskonnteauch

bei Levasil® aufeine gewissewenn auch wesentlich geringefeendenzzur Bildung von
Agglomeraterhinweisen Zum anderenst bei der Dynamischen Lichtstreuunf mit einer
vergroRerten Darstellung der Partikel zu rechdaes durch die in Kapitéd.2.4beschriebene
Anlagerung von lonen an die Partikeloberflache kommt. Umso starker die eigentliche
Oberflachenladung der Partikel ist, umso mehr lonen kdnnen angelagert werden und umso
grol3erist der hydrodynamische Partikeldurchmesserch ein gewisseToleranzspielraum,

vor allembei der Vermessungehr kleiner plydisperseiProben sollte fur die Interpretation

der Messrgebnisséericksichtigt werdenda schon wenige grél3ere Struktumn garken
Abweichungen fuhren konngh77,178]
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Size Distribution by Number A
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Abbildung 4.5: Graphische Darstellungler Messergebnisse ein@etasizer Nano Die
Partikelgrof3enverteilung ist als Anzahl gewaRAlzeigt die Auswertung der Vermessung von
selbst suspendiertehi -QIP. B zeigt die Auswertung der Vermessung von Leva20@40.
C zeigt die Auswertung der Vermessung vbavasil®PEFKomplexe.Rof, und blau
stellendie Graphen der dreiufeinander folgenddginzelmessungen eines Messdurchlakafis
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Um die Agglomerationsvorgange detaillierter zu betrachten, haben wir die graphische
Darstellung der Messergebnisse nach deren Anzahl (Number) umgestellt und die drei
jeweiligen Einzelmessungen eines Messdurchlaufs differenziert betrachtet. Mikildung

4.5 zu erkennen ist, kommt es bei der selbst hergestellte -SiRe&uspension sogar in dem
kurzen Zeitintervall zwischen den Einzelmessungen des Messdurchlaufs zu einer deutlichen
Zunahme des Dohmessers. Bei der Vermessung ldevasil® Suspension ist diese Tendenz
wesentlich geringer ausgepréagt. Falls nicht anders beschrieheden daher fir die
nachfolgenden Versuche Levasil® als Ausgangssubstanz fir die Herstellung unseres

Tragersystems vesendet.

Nach der Komplexbildung mit PHBAssen sich keine Verénderungewischen den drei
Einzelmessingenmehr erkennerks istfolglich davon auszugehen, dass die BindundP&h
die AbstoRungseffekte der einzelnsi©>-NP durch dieveranderteOberflachaladung und
struktur deutlich beginstigtsodass mit einer wesentlichen Verbesserbimgichtlich der
spateren hgerungsstabtfit zu rechnen is€ine Zusammelagerungwéahrend der Lagerung
der beladenenTragersysteme wirde eimeerheblichen bis vollstandigen Verlust der
Wirksamkeit der spateren Therapmit sich bringen.Um die Theseder besseren
Lagerungsstabilitézu Uberprifenhaben wir diePartikelgéReunserer Vektorenor als auch
nach der Komplexierung mit pDNAber einerZeitintervall von mehreren Tagen wiederholt
bestimmt Wie durchAbbildung 4.6 verdeutlicht wird,kénnensowohl de unbeladenerals
auchdie mit pDNA beladene Vektorenproblemlos Uber einen Zeitraum vonindestenginer

Wochebei4° C gelagertwerden.
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Abbildung 4.6: Graphische Auswertung der Messergebnissedes hydrodynamischen
Durchmesserdei Lagerungiber einen langeren Zeitintervall bei @2 Grafik A zeigt den
unbeladenen Vektor ausevasil® und PEI. Grafik B zeigt dengleichenVektor, derim
Anschluss an die Herstellumgit pDNA beladenwvurde Alle Werte werden als Mittelwett
Standardabweichuraus jeweils 3 Messvorgangdargestellt
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4.3.1.2 Gelelektrophorese

Durch dieelektrophoretische Btrennungder ungebundenen DN@on unseren Komplexen
erhalten wir Erkenntnisse hinsichtlich deaximd mdoglichenBeladungsmenge und damit
auchuber dieStichiometrieder Komplexierung und dewptimalenN/P-Verhéltnis. DasN/P-
Verhdltnis ist eine sehr wichtige Kerngrof§ar die Herstellung unseres Tragersystamis

Einfluss auf Transfektionseffizienmnd Tizitét dergebildeterKomplexe[179].

Die nach der Komplexierung mit dem Vektor noch Uberschissige DNA wird nicht mehr an das
Tragersystem gebunden, nslern bewegt sich frei im Puffe@bbildung 4.7 zeigt die
Abtrennung der freier pDNA im elektrischen Feld. Ist sie fest an den Vektor gebunden, wird
die Mobilmachung verhindert und die DNBande verlasst die Ladetasche nicht. Ist in der
Probe freie DNA enthalten, ist diese als laufende Bande in der Matrix, parallel zur freien pDNA,
zu erkenner94]. Abbildung 4.7 ist zu entnehmen, dass bis zu einer Konzentration von
5ug/ ml die gesamte pDNA fest an unseren Vektor gebunden werden kann. Ab einer

Beladungsmenge von 7,5 pg / ml bleibt freie DNAUtnerschuss vorhanden.

pDNA  5pug/mlpDNA 7,5 ug/ ml pDNA

pDNA 5 pg/ ml pDNA pDNA 5 pg / ml pDNA

Abbildung 4.7: Aufnahme der Gelelektrophoresematrix mit Detektion der DNA durch
Ethidiumbromid. A zeigt den Vergleich von ungebundener pDNA zu beladenen-Hica
Vektorenauf5 pg /ml, 7,5ug /ml, 10 ug / ml Endkonzentration. B ist ein Kontrollversuch mit
deroptimalen Beladungsmenge an pDNA.
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Folglich ist die maximale Beladungsmenge Uberschritten. Die maximale Beladungsmenge, die
fur weitere Versuche verwendet wurde, liegt bei 5 pg / ml. Dies entspricht einem N/P
Verhéltnis bezogen auf die eingesetzte-REhzentration von etwa 10.

4.3.2 Bildgebende Verfahren

4.3.2.1 Rasterkraftmikroskopie

Die Levasi®-PEISuspensionvurden zur Vorbereitung auf die Vermessung widli -Q
Wasser auf eine Konzentration von 0,1 mg / ml verdinnt und wie in K8gitélbeschrieben

vorbereitet und/ermessen.

Abbildung 4.8: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmemn Levasi®-PEFKomplexenim
Ai nt er mi t-Medostmitoc5bislt5 &z Riirfde Messungen wurdein CantileveiNSC
14/AIBs mit pyramidaler SNs4 Spitze verwendet. DieKraftkonstantebetrug5 N/m, die
Resonanzfrequenz 6@ kHz Bild A und B zeigen Aufnahmen von verschiedene
KonzentrationewlerselberProbe.

-58-



In Abbildung 4.8ist zu sehedassunser Vektor kugelférmige, kompakte Struldniausbildet
Verglichen mit da Messergebnissen ddPhotonenkorrelationsspektroskopsnd die
Komplexe etwas kleinedargestelltEine Begriundung fur die Unterschiede haben wir bereits
in Kapitel4.3.1.1behandelt.

4.3.2.2 Rasterelektronenmikroskopie

Wie schon bei der Darstellung mit dem Rasterkraftmikroskiopobachtetsind auch in
Abbildung 4.9 die Levasi®-PEFKomplexevor als auch nach der Beladung mit DN#s
sphirische Strukturenzu erkennen.Durch die Komplexierung der DNAnimmt der
Durchmesser der Komplexentsprechend unseren Erwartungen und in Ubereinstimmung mit
vorherigen Messrgebnisserzu.Die Bereits in Kapitest.3.2.1beobachtete Differenz zwischen

dem Partileldurchmesser, der mit PCS bestimmt wurde und dem Partikeldurchmesser, der

durch die bildgebenden Verfahren dargestellt wird, kénnen wir auch hier wieder beobachten.

5.0kV SEI SEM WD 4.8mm X 60,000 5.0kV SEI SEM WD 4.2mm

Abbildung 4.9: Rasterelektronenmiksixopische Aufnahmewon Levasi®-PEFKomplexen
(A) und Levasi®-PEIFDNA-Komplexen (B) DerweileMal3stakin der unteren, rechten Ecke
stellt 100 nm dar.
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4.3.3 Zellkultur

4.3.3.1 Toxizitat

Unter Verwendung del8ITT-Assays haben wirdas zytotoxische Potenziaéstimmt, welches
von denvon uns verwendeten Ausgangssubstanzemseres Tragersystemsowie dem
Tragersystem selbstusgeht Die Auswertungder Ergebnisse von dem in Kapitél2.8
beschriebeen Versuchwird in Abbildung 4.10 graphisch dargestellt. Aus den Ergebnissen
lasst sich die Erkenntnis ziehen, dass ebenfalls, wie dmrs Vermessung mit der
Photonenkorrelationsspektroskopie in Kap#te3.1.1hervorgeht die kommerziell erhaltliche
Levasi®-Suspension demanuellhergestellterSiO>-NP-Suspensionauch hinsichtlich ihrer
Toxizitat klar Uberlegen ist. Selbst imohen Konzentrationen von 5 mg / nsk keine
signifikante Veranderung der Zellsterblichkeit im Vergleich zu unbehandelten Zellen
erkennbar.Die Unterschiede in der Auspragu der zytotoxischeirtigenschafterder zwei
verschiedenen SilieBlP Formulierungersind mit derunterschiedlichstark ausgepragten
Tendenzur Ausbildung von Agglomerateau erklarenDurchdie Zusammenlagerumvgerden
zelltoxischenTendenzermerNanogrtikel verstarki180]. Die vorliegenden Ergebnisse haben

uns in demVorhaben bestéarkt, fir weitere Versuchevasil® als Ausgangssubstarz

verwende.

120 4 120

80 80

60 60

Zellviabilitat [%]
Zellviabilitat [%]

404 404

20 20 4

0 5 25 1 05 0,25 0,1 0 5 25 1 05 0,25 0,1
Levasil [mg/ml] SiOZ [mg/ml]

Abbildung 4.10: Auswertung des MTJAssay anlL929 Zellen nach der Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen von Lev&diinks) odereiner manuell hergestelltesilica-
NP-Susgnsion(rechtg. Als Negativkontrolle wurde serumfreies Medium verwendet und fir
die Auswertung als 100 % Viabilitat gesetxis Positivkontrolle wurde TritorX Lésung (1%)
verwendet und die Absorption als Blindwert von allen Messwerten subtrahiert.
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Auch zwei fur die Herstellung unseres Vektors in Frage kommende Polyethylenimine wurden
auf ihre zytotoxischen Eigenschaftem tUberprift. Abbildung 4.11 vergleicht die Toxizitat

von PEI mit einem héheren Molekulargewi¢Bb kDa)mit niedermolekularem PEPR kDa)

Wie bereitsverschiedene Arbeiten zu diesem Thema vermuten lieig@men wir in der
Auswertung in Abbildung 4.11 eine héhere Toxizitat bei PEI mit einenmdheren
Molekulargewichtbeobachteifil43,144]

100 100
& 80 X 80 -
£ Z
S 60 — 5 60
o ©
> >
T)40_. %40—
o i o

20 20

0 - 0 -

0 0.1 0.25 0.5 1 0 0.1 0.25 0.5 1
PEI 25 kDa [mg/ml] PEI 2 kDa [mg/ml]

Abbildung 4.11: Auswertung des MTJAssay anlL929 Zellen nach der Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen von PEI mit 25 k{aks) oder 2 kDa (rechts) Als
Negativkontrolle wurde serumfreies Medium verwendet und fir die Auswertung als 100 %
Viabilitat gesetzt. Als Positivkontrolle wurde Tritofi Losung (1 %) verwendet und die
Absorption als Blindwert von allen Messwerten subtrahiert.

Da begleitend mit der hoheren Toxizitdt des 25 kDa PElauch eine hohere
Transfektionseffizienzinhergeht, haben witir die Herstellung unserer Vektoren das héher
Molekulare PEI verwendet. Nach unserer These rechnedunch die Bindung adie Silica-
NP mit einer Reduktion der toxischen Eigenschafterwodurch wir trotz hohere

Transfektionseffizienkeine toxischen Nebenwirkungen erwarten.

Diese These wird durch diguswertung der ToxizitdtsuntersuchungenAinbildung 4.12
bestatigt Durch Bindung an dieSilica-NP verringertsich die Toxizitat im Vergleich mit dem
freien PEI deutlichSelbstmit einerKonzentration von 1 mg / ml (entsght etwa 0,6 mg PEI)
kann keine signifikante Veranderung auf die Viabilitat der Zellen beobachtet wé&aken.
aquivalente Mengan ungebundenerEl zeigt jedocheine Reduktion um ca. 50.9ieser
toxische Effekt vorfreiem PEI ist dessen positive Ladung geddett Durch die Bindung an
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die SilicaNP wird die Ladung des gesamten Komplex erniedrigt und folglich auch das
zytotoxische Potenzi§l 81,182]

Um eine bessere Ubersicht tiber den toxischen Bereich unseres Vektors zu bekommen, haben
wir einen zweiten Versuch mit einer deutlich erhéhten Konzentration (2,5, 5,0, 10,0 mg / ml)
durchgefuhrt. In der Auswertung im rechten Teil ddabildung 4.12 kbnnen wir fur den
wesentlich h6heren Konzentrationsbereich unserer Vektoren eine Abnahme der Zellvitalitat
beobachten. Zusammengefasst erhtht sich die LD50 Kwoatien von freiem PEI zu
komplexierten PEI etwa um den Faktor 50 (v@bbildung 4.12, rechte Halfte und linke

Halfte). Diese Veranderung zeigt eine eno@@imierung, die wir durch die Kombination

dieser beiden Systeme erreichen konnten. Mit Blick auf eine zukunftige Verwendung als

Arzneimittel bedeutet dies eine wesentlich hdhere Effizienz durch eine erweiterte

T 60
e ' l
0 1 075 05 025 01 0075 0,05 0,025 0 2,5 50 10,0

Levasil+PEI [mg/ml] Levasil+PEI [mg/ml]
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Abbildung 4.12: Auswertung des MTJAssay an L949 Zellen nach der Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationamseres Vektors aukevasil® und PEI (25 kDa). Als
Negativkontrolle wurde serumfreies Medium verwendet uinddfe Auswertung als 100 %
Viabilitét gesetzt. Als Positivkontrolle wurde Tritofi Losung (1 %) verwendet und die
Absorption als Blindwert von allen Messwerten subtrahiert.

4.3.3.2 Transfektionseffizienz

Fur dieBewertungder Transfektionseffizienunter Verwendung erschiedeneVerhéaltnisse
von unserem Vektor und pDNAaben wir zum einen dagptimale N/P-Verhéaltnisfur die
Herstellungundzum anderen dinale Effektivitat unseres Vektors bestinem konnenDazu
wurdendie entsprechenden Komplexee in Kapitel 4.2.1 beschrieberhergestellt undnit

pCMV-luc-Plasmid beladen. Die Beladungsmeng®lasmid wurde entsprecheamhemN/P-
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Verhdltnis von 1Q 15 oder 20 vorgenommenAls ReferenzdientenPolyplexe die wie in
Kapitel 3.2.2 beschrieben hergestellt wurdenmit aquivalentenN/P-Verhdtniseen und
PlasmidmengenWie durch dieAuswertung deGelelektrophoresin Kapitel 4.3.1.2bekannt
ist, kommt esbei derKomplexierung unseres Vektors mit DNA einem niedrigereniN/P-

Verhdltnis als 10zum Uberleibervon ungebundener pDNADaher wurde eilN/P-Verhatnis

von 10 alsuntee Grenzefur die Versuchgesetzt.

[ Polyplexes
[ Levasil®™-PEI-pDNA
1400000 =
1200000 - T =
1000000
800000
jes]
3
=4 i
600000
400000
200000
0

I
Blank N/P 10 N/P 15 N/P 20
Transfection in SK-OV-3

Abbildung 4.13. Transfektionsffizienz unseres Vektors komplexiert mit pCMMc an
SK-OV-3 Zellen in drei unterschiedlichen NNRerhéltnissen.Polyplexe mit demselben
N/P-Verhéltnis dienten als Referenz

Durch dieErgebnissan Abbildung 4.13 wird dargestit, das fir unser Tragersystemie
hochste Transfektionseffizierizei einemN/P-Verhdltnis von 10 vorliegt.Damit konnte die
hdchstelransfektionseffizienbei dem niedrigsten untersuchten Verhéltnis beobachtet werden.
Diese Erkenntnis steht irGegensatzu den Ergebnissen détolyplexen bei welchenein
hoheredN/P-Verhdltnis mit einer toherenTransfektioseffizienzeinhergehtBei Polyplexen
fuhren typischeweise hohe N/R/erhdltnisse zu héheren Transfektionsratesia durch den
hoheren Anteil anfreien kationischen Polymen die intrazelluére Freisetzung der
Nukleinsaurenverbessertwird [183,184] Allerdings gilt dieser Ubrschuss arfreiem
kationischem Polymeauch alsHaupursachefir systemische Toxizit, die durch DNA

Polyplexe bei hohen N/Werhdltnissen hervorgerufen wird85]. Durch dieKomplexierung
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von PEI mit den Si®@NP scheint dieser Uberschuss an kationischem Polymer keine
Auswirkungen mehr zu haben. Die vergleichsweise hohe Transfeidten unseres Vektors
lassen auf die Vermutung schlie3elass die intrazellulare Freisetzung der pDNA unseres
Vektors grundsatzlich so hoch ist, dass kesignifikante Steigerung durch erhéhte PEI

Konzentrationen mehr erreicht werden kann.

Allgemein lonnten wir,ungeachtet debll/P-Verhdltnis, fir unser Vektorsystem eine hdhere
Transfektionseffizienz verglichen mit Polyplexen beobachten. Fir die verwendete
Formulierunghaben wireine Steigerung um 43 % nachgewieggarade die hohe Effizienz
unter der Verwendung voniedriggen PEiKonzentrationen in unserem Vektor sind eine
positive Erkenntnisda sie auf eine bessesgitere/ertraglichkeit infolgeder fehlenden freien
Polymerehinweist.

4.4Tagungsbeitrag

Sascha M. HubingShashank RRinnapireddy, Jan Schulze, Patrik Schlote, Udo Bakowsky
Polyethylenimine-silica-nanoparticles as efficient vector for gene delivery
Controlled Release Society (CRS), 281. February 2020, Munich, Germany (Poster)
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4.5Zusammenfassung

Ziel des Projektsvar es,eineneuartigeFormulierungherzustellen und zu charakterisierdie
aws der Komplexierung voS8ilica-Nanopartikelnund Polyethylenimin entstehDie Vektoren
solltenin einem GroRRenbereich liegt, deine effektivezellulére Internalisierungerméglcht
AulRerdem sollten die Transfektionseffizienz und Toxizitat im VergleaghPolyplexen und

Nanoplexen uberlegen sein.

Mit Hilfe der physikochemische Charakterisierungmethoden konntemvir sowohl die
erfolgreiche Komplekildung nachweisenals aucherste Rulckschlisséinsichtlich des
optimalen stéchiometrischen Verhaltnisdes Zusammensetzuiggwinnen. Sowohl durch die
Bestimmung von GroR3e und Zetapotenzial nach elemelnenBindungsschritterals auch
durch die bildgebenden Verfahren konnten digrKomplexierungvon unseren Tragersystem
belegen Durch diemehrtagigangelegte Messreitmur Uberprifungler Resilienz gegentiber
Agglomerationsvorgéangen haben wir die Aufrechterhaltung der strukturellen Integsgies
Vektors ibermehrere Tag@achgaviesen. Die Neigung zur Bildung von Agglomeratdig
wir bei SilicaNP in besondenm Mal3e beobachtdtaben konnte somit verhindert werden.
Hinsichtlich der spateren Handhabbarkeitd Lagerungist die® Wandlung ein enormer

Zugewinn.

Die entscheidend&enngréRezum Vergleichvon Gentherapeutischen Vektorest die
Transfektionseffizienz die entscheidend von déroxizitat beeinflusst wird.Durch de
verschiedenen Toxizitatsstudiender Zellkulturkonnten wir die gute Vertraglichkeit unseres
Vektors nabweisen. Besonders im Vergleich zu freiem PEIl konnte biee deutliche
Reduktion der Zytotoxizitatlurch die Verkntpfung mit Silic&lP erreicht werdenFur die
Verwendung als Arzneimittest diese Beobachtung vdoesonderer Relevanz, weil gerade die
Toxizitat ein limitierender Faktor fur derEinsatz nichwiraler Gentheapeutika bedeutet
Folglich ist bei einer zukinftigen Anwendung mit reduzierten Nebenwirkungen und einer
verbesserten Compliance zu rechnen, woraus ein erheblicher Mehnigtethe Durch das
LuciferaseAssay konnten wir einesignifikante Erhdhung der Transfektionseffizienz im
Vergleichmit Polyplexen nachgewieseBpeziellbei einemniedrigen N/PVerhéaltniskonnten
wir eine Verdopplungder Transfektionsratéoeobachten Besomlers dieseherausragende
Perfomancenacht unseren Vektor zu einattraktiven Kandidatefiir dengentherapeutischen
Einsatz
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5 Projekt 2: Biolumineszenzinduzierte PDT

5.1Einleitung

Der nacHolgende Abschnittbefasst sich mitder Herstellung und Charakterisierung eines
Biolumineszenzinduzierten PDT-Systems. Dadir die Aktivierung des Photosensetizers
bendtigte Licht soll dabeion den Zielzellen selbstrzeugtwerden DieseFahigkeitwird den
Zellendurch Transfektion mitipopolyplexentbertragenEin geeignetePhotosensitizewird
in der Lipidhille der Lipopolyplexeingeschlosse um ihnparallel mitan den Wirkortzu

transportieren.

5.1.1 Photodynamische Therapie
Die Anfangeder Photodynamischen TherapiP@T) gehen auf dasJahr 1900 zurtckDer

MedizinstudenOscar Raalmachte im Kontexseiner Arbeiteine wegweisendEntdeckung
Einige Mikroorganismen die in Gegenwartbestimmte Farbstoffenaufbewahrtwurden
verstarbennachlangere Verweildauerim Tageslich{186]. Die Verkntpfungder Anregung
eines Photosensitizar durch Licht mit der anschlieBende toxischen Reaktioriegte den
Grundstein fur die PDTdie sichim folgendenJahrhundert zeinam vielversprechendeund
hochselektivemT herapiekonzept zuBehandlung schwetherapierbarelErkrankungen wie

beispielsweis&rebsentwickeln solltd187].

Die PDT ist eine nichinvasive TherapieformSie basiert aufderlokalen oder systemischen
Applikation einer lichtempfindlichen Verbindungles sogenannterPhotosensitizar (PS)
Dieser sollsich indem zu therapierendeGewebeakkumulieen und wird dort durch eine
Lichtquelle aktiviert Dies geschieht durch Absorption von Lichtiner spezifischen
Wellenlange wodurchder PSlberdie Zwischenstufe eineengeregten Singulefustandsn
einen stabilererangeregten TripleZustandverbracht wird In Gegenwart von Sauerstoff
kommt es folglicheu einerphotochemisoen Reaktiondurch diees zur Bildung vomeaktive
SauerstoffspezieROS) wie beispielsweiseSingulettSauerstoff kommt Diese reaktiven
Spezieshabenausgepragteoxische Effekte audlie Zellen inihrer unmittelbarea Umgebung
Der Wirkradiusbezieht sich allerdings nur auf Zellendirekta Nachbarschafdes aktivierten
Photosensitizer und ermoglichenso eine sehr selektive und zielgerichteteTherapie des
adressierten GewebEs88EL90].
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Die Herausforderungereiner effektiven PDT sindheben derpassendenAuswahl des
Photosensitizeyr der allgemeinkeine toxischen Nebenwirkungewerursacherund selektiv
pattbgenes Gewebe zerstbren solite, die Lichtquelle mit der entsprechende
Anregungswellenlangenah genugzum Wirkort zubringen sowie eine gute Versorgung des

adressierten Gewebes rSiduerstofku gewahrleistefil91,192]

In den letztenJahrenkonnte vor allem durch die Kombinationvon Photosensitizermmit
nanoskaligen Wirkstofftragerrsignifikante Verbesserungen der PDErreicht werden
Therapieeffizienaund Selektivitdtwurden gesteigert Nebenwirkungerkonntengleichzeitig
reduziet werden[193EL95]. Vor allem die Verpackung dePhotosensitizein liposomale
Formulierungenwurde in mehreren Studien als besondersvielversprechetie Methode
beschrieben und lasst uns erwartungsvoll inZdikunft blicken[196EL98].

5.1.2 Biolumineszenz

BiolumineszenzBL) ist eine biochemische Reaktiomlie esLebeweserermdglicht autark
Licht zu erzeugen Das wohl bekannteste Vorkommen vBh ist die Lichtemission von
GluhwirmchenSie wird durchdas Enzym Luciferase ermdglicht. Dieses katalysiierATP-

abhangigOxidationvon Luciferin zu Oxyluciferin, wobei Lichemittiertwird [199E201].

In jungerer Zeitist die BL vor allem im Zusammenhang niselbstleuchtende PDT-
Systema" in den Fokus der Forschungtigeten Die Idee die Anregung des Photosensetizers
nicht durch eine externéichtquelle durchzufiihren sonderndie Zelle selbst mit dem
entsprechenden Genr Lichterzeugung zu befahigewtrde das Anwendungsgebiet der PDT
deutlich erweiternDie Aktivierung desPhotosensitizs ist bis dato namliclein wesentlicher
limitierenderFaktor, der didnwendbarkeitlieserinnovativenTherapiefornmbisweilen auf gut
zugangliche GewebbeschranktTiefer liegendeGewebe und Organe kénnen aufgrund der
geringa Penetrationstiefe des Anregungslichts nicht adaquat therapiert wW@@&nEine
schematische Ubsicht tiber den Ablauf der P&ktivierung durch BL gibt die folgende
Abbildung 5.1.
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Abbildung 5.1: Vereinfachte Darstellung der Biolumineszenz induzierten PDT. Nach
Transfektion mit pCMMuc bildet die Zelle Luciferase. Diese wird in Peroxisomen
transportiert, wo sie die Oxidation von-liciferin zu Oxyluciferin katalsiert. 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 fuhren.

Dochflr die Aktivierung desPhotosenge&ersdurch Bolumineszenzsind einige Hlurden zu
nehmenDasAbsorptionsprofides PS muss sehr eng oeim Emissionsprofiles BL-Systems
Ubereinstimmnund es muss eineohe Quantenausbewta Lichtemittiert werden, um eine
effiziente Aktivierung des ® zu erzielen. Um dies zu gewahrleisteriisserdie Edukte der
BL-Reaktion, das entsprechende Enzym, sowie den B&mnselbeZellkompartimenbzw. in
unmittelbarer Nachbarschaft zueinander iméntsprechender Konzentration vorhanden sein

[203E205]. Verschiedene Studiedie sichin diesemZusammenhang mit Lucifera8ystemen

beschaftigt habenkonntenin den letzten Jahremon vielversprechenden Beobachtungen
berichten [206E208].

-68-



5.1.3 Hypericin

Hypericin ist ein natirlich vorkommende#&nthrachinonDerivat welchesin bestimmten
Pflanzenartender Gattung Hypericumvorkommt und durch seine rétliche Farbung
wesentlicheBestandteitleren Farbgebung ig€durch Bestrahlungnit Licht einerWellenlange
von 595 nm kommt es zu einBhotodynamischen Reaktion und der Bildung Samgulett

Sauerstoff ud anderen reaktiven SauerstoffspefR89E211].

OH 0 OH
OH
OH
CH o) OH
Hypericin

Abbildung 5.2: Strukturformelvon Hypericin

In den letzten Jakn wurden viele Arbeiterund um den therapeutischen Einsatz Mypericin

in der PDTveroffentlicht Vor allemdie Behandlungvon onkologischen Erkrankungen stand
hierbei imVordergrurd. Aber auch die Toxizitdt gegenluber bestimmten Viren, insbesondere
der umhdillten Viren, zu denen das Humane Immunschwachevirus (HhYrtgevurde
nachgewiesef212E214]. Da Hypericingenerelleine sehmniedrigeBioverflugbarkeit besitzt
bietet sichzur besseren Aufnahnumd Anreicherung im Geweldle liposomag Verkapséung

an. Durch dieseverpackungsschritkann die Effizienz der PDT deutlich erhoht werden
[215,216]

Damit derPhotosensitizedurch Biolumineszenz aktiviert werden kann, ist eine moglichst
groRe Ubereinstimmungderen Absorptiors- und Emissionspektum erforderlich. Die

Verwendungvon Firefly-Luciferase mit Hypericinnvurde in der Vergangenhedtereits als
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effiziente Paarungbeschrieberj217,218] Wie in Abbildung 5.3 zu erkennen ist, liegtiel
maximale Biolumineszenz der @iwirmchenLuciferasein dem Bereich unb60 nm Auch
Hypericinbesitzt bei dieser Wellenlangegmensekundarembsorptionspeak.

Absorption Spectrum of Hypericin and
Emission Profile of D-Luciferin Oxidised by Firefly Luciferase

- Absorption spectrum of

1.0+ Hypericin

=== Emission profile of D-luciferin
oxidised by firefly luciferase

Absorbance, normalised/
Emission Intensity, normalised

450 500 550 600 650 700 750
Wavelength, nm

Abbildung 5.3 [217]: Absorptionspektrum von HypericiniberdemEmissionsspektrum von
D-Luciferin.
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5.2Methoden

5.2.1 Herstellung der Liposomen

Die Herstellung der Liposomesrfolgtewie in Kapitel 3.2.1 beschriebenAls Lipide wurden
DPPC, DOPE und Cholesteriol einem Stoffmengenverhaltnis von 70 //18 (mol / mol /

mol) verwendet.

Fur die Herstellung der Hypericiniposomenwurde vorab eine HypericinStammlésung
hergestellt.Hierfur wurden Hypericin zu 1 mg / min Methanolgelost und bei 4C im
Kihlschrank gelagertBei der Vereinigung der Lipi&$tammlosungenhaben wir die
entsprechende Menge détypericinStammldsung beigefiigtbevor das Ldsungsmittel

abrotiert wurde

Die Herstellung der B.uciferin-Liposomen erfolgte unter Verwendung einer @M
Luciferin-Stammldsung (vgl. LuciferiMix 10mM aus Tabelle 3.4). Diese wurde
entsprechend dangestrebteKonzentration mit HepeBuffer verdiinnt undum Rehydrieren
des Lipidfilms verwendet. Die ausgefiihrten Arbeitsschritte und anschlieRende Lagerung

erfolgten untetichtausschluss.

5.2.2 Herstellung der Polyplexe& Lipopolyplexe

Die Herstellung der Polyplexe und Lipopolyplexe erfolgte wie in Ka@it2l2 beschrieben.

Fur die Hestellung der Polyplexe haben waCMV-luc als Plasmid verwendet. Fir die
Herstellung der Lipopolyplexe wurden die gebildeten Polyplexe mit den Liposomen aus Kapitel
5.2.1komplexiert. Zur besseren Interpretation der Rolle der einzelnen Komponenten haben wir
die nachfolgenden Versuche unter Verwendung mehrere eigenstandiger Darreichungsformen
durchgefuhrt. Eineschematische Darstellung der Herstellung des angestrebten Endprodukts
gibt Abbildung 5.4.
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pCMV-luc

© Hypericin

Lipopolyplex

D-Luciferin

Abbildung 5.4: Schematische Darstellung der Herstellung von Lipopolyplexen. Als Ziel dieser
Arbeit soll ein System entstehen, dass sowohl alle Edukte ddRdaktion als auch das
entsprechende Gen, sowie den PS in die Zielzelle tatmes@n kann.

5.2.3 Photonenkorrelationsspektroskopig(PCS)

Die Vermessung und Vorbereitung der Proben erfolgten wiapitel 3.2.3beschrieben

5.2.4 Laser-Doppler-Anemometrie

Die Vermessung und Vorbereitung der Proben erfolgten wie in K&&elbeschrieben.

5.2.5 Pulmonale Applikation der Lipopolyplexe

Generellermoglichtdie pulmonale Applikation von Gentherapeutéiaelokale und selektive
Therapie vonschwerwiegenderkErkrankungen wie Mukoviszidos€;OPD, Asthma oder
Lungenkarzinomen[219,220] Neben der hohen Compliance, die diese nititasive
Applikationsform mit sich bringt und die vor allem beiederholte Arzneimittelgdoe ein
wichtiger Faktor fir den Erfolg der Therapie jstkonnen klassische Neben und
Wechselwirkungemlie eine intravendse Applikation mit sich bringige beispielsweise durch

die Bindung an Plasmaproteihervorgerufenweitgehend vermiedenerden[221].

Fur die pulmonaleApplikation wurden bereis eine Vielzahl unterschiedlichénhalatoren
entwickelt, die im Handel erhéltlich sindMit Hilfe dieser Inhalatoren kénneim einer
Tragerflissigkeit befindliolh Arzneimittel durch Druckluft oder Ultraschall zu kleinen

Aerosoltropfchervernebelwerden Fur diese Aerosole wird klassischerweise ein Durchmesser
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von 0,51 5,0 um angestrebtdamit siemit der Atemluftzu den Alveolen gelangen und dort
aufgenommerwerden konnenAufgrund einer moglichenBeeinflussung der Grol3e unserer
Lipopolyplexeinfolge desvVernelelungprozessesollte spezifischdarauf geachtet werden, ob

und in welchem Umfangolche Effektdei dem verwendetemhalatorauftreten222].

Wir haben uns fir die Verwendung des AerageBolo Vernebles (Aerogen GmbH)
entscleden.Vorangegangene Arbeiten beschreibderartigevVernebler als besondegffizient
hinsichtlich der Ausbeute deingesetzten Arzneimittglsowie de erzieltenDepositionin der
Lunge[223,224] Verantwortlich hierfliist vor allem die Gleichférmigkeit der entstehenden
Aerosoltropfchen, die durch eine vibrierende Membram V@erét erzeugt werdej225].
Gerade fur Gentherapeutische Arzneimittedlben diese Faktoren aufgrund der hohen

Therapielosten eine ausgepragte Stellenwert.
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Abbildung 5.5: Foto des verwendeten Aerogisolo Inhalators. Rechts in Verbindung mit

einer modifiziererCombitip® advanced0 ml-Pipettenspitze zur gerichteten Verneblung der
Proben.

Um die vernebelten Aerosoltrépfchen zur Charakterisierung wieder aufzufangen oder sie fur
zukunftige Versuche direkt auf Zellen leiten zu kdnnen, haben wir eimal Sombitip®
advancedPipettempitze (Eppendorf) so modifiziert, dass das ausgesto3ene @egesichtet
aufgefangen werden kann. Die hintere Offnung der Pipettenspitze, die normalerweise von
einem Deckel mit Adapter zum Aufstecken auf die Pipette verschlossen wirdp&ssgenau

auf eine 6Well Zellkulturplatte aufgesetzt werden und verschlieliése bindig. Zur
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Veranschaulichung ist ibbildung 5.5 der verwendete Aerog@Solo alleine, sowie in

Kombination mit der modifizierten Pipettenspitze, abgebildet.

Um die Resilienz unserer Lipopolyplexe gegenuber oechanischen Krafteinwirkung
wéahrend de¥erneblungsprozesszu uberprifenhaben wir 150 pl unserérobemit Hepes-
Puffer 10nM auf 300 plverdiinnt und irdas Reservoir de&Seroger® Solaos Gberflhrt Durch
die Erh6hung degingesetzteNolumens wird didviembrandes Verneblers besser bengizs
sich positiv auf die Aerosolbildung auswirkt. Anschlie3end haben winenebler in den
modifizierten Pipettenaufsatz eingesetzt und iderOffnung einer 6well Zellkulturplatte
platziert. Die Netzeinheit wurde angeschlossen dedVerneblungsprozeggestartet. Nach
60s war das ArzneimittdReservoiraufgebraucht und wuecerneut mit200 pl HepedPuffer
zum Nachspulebefillt. Nach weiteren 60 s wurde das Gerét abgeschealtedem Aerosol
eine Ruhezeit vori20 szur Abscheidung gewahrDie aufgefangene Probe wurde wie in

Kapitel 5.2.3beschriebenermessen undusgewertet.

5.2.6 Zellkultivierung

Fur die nachfolgend beschriebeneNersuche in der Zellkulturhaben wir humane
Zervixkarzinomzellerverwendet, die Luciferase exprimier@tieLaL G). Die Zellen wurden,
wie in Kapitel3.2.6beschrieben, kultiviert. 24 h vor dem jeweiligen Experiment wurden die

Zellen mit einer Dichte von 3x 10* Zellen / Well in 96Well Platten ausgés

5.2.7 Bestimmung der Lichtemission

Wie in Kapitel 4.2.9 ausfuhrlich beschrieben, wir bei rd®xidation von DLuciferin zu
Oxyluciferin Lichtmit einemEmissionsmaximurmam 560 nmemittiert Wiein Abbildung 5.3
dargestelltist, besitzt Hypericin bei dieser Wellenlangén komplementéressekundares
AbsorptionsmaximumDurch diese€xperiment wollen wir den wechselseitigen Bezug von
unterschiedlicherKonzentrationen vorHypericin und DBLuciferin auf die Quantitat der

freigesetzten Lichtstrahleaneiner Luciferase exprimierenden Zelllinie untersuchen.

Fur den Versuch haben wir Hell& Zellenmit einer Dichte von 5x10* Zellen / Well in 96
Well-Platen mit 200 pl Ndhrmedium ausgés und fir 24 hzu einerZellkonfluenz von 7Q
80% anwachsen lasseAm Versuchstagvurden die Zellen mit PB®uffer gewaschen und

mit 200 ul der entsprechenden Probe oder Referenz je Well ailifgefls Probenhaben wir
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Verdinnungen vorHypericin undD-Luciferin in HepesPuffer oder deren entsprechende
liposomale Zubereitungen nach Kap#eR.1verwendetAls Negativkontrolle wurde200 pl
serumfreies Mediunauf die Zellen gegeberie Probezugabe erfolgte immer iafakher

Ausfuhrung. AnschlielBend wurden diese zurlick in den Inkubator gestellt.

Nach einem Zeitintervallvon0 h/3,5h /4,5 h /5,5 h2h haben widie jeweilige Emission
bei einer Wellenlange von 560 mmt demFLUOstar Optima PlattenlesegevermessenDie
Auswertung erfolgtals relative Lumineszenzeinheiten (RLBur Uberprifung vostatistisch
signifikanten Unterschiede wurde en zweiseitigerStudents Test durchgeafhrt, wobei ein
Wahrscheinlichkeitswert von 0,05 als signifikant angesehenrde Weiterhin wurde irf*]

p < 0,05, [**] p <0,0lund[***] p < 0,001 unterschieden

5.2.8 MTT -Assay

Mit dem MTT-Assay haben wiermittelt ob die von der LuciferasBeaktion emittierten
Lichtstrahlen ausreichen, um eine adaquatetqibxische Reaktion induziert durch die
Anregung von Hypericifzu verursachemdierzuhaben wirden Einfluss von unterschiedlichen
Konzentrationewon Hypericin und DLuciferin auf die ZellliberlebensrataeinerLuciferase

exprimierenderZelllinie untersucht.

Fur den Versuch wurden Hella5 Zellen mit einer Dichte von 1,5xi@ellen / Well in 96
Well-Platten ausgesat und mit 2Q0DNahrmedium bedeckt. Nach einer Wachstumsphase von
24 h im Inkubator haben wir die Zellen mit PPB8ffer gewaschen und 200l der
entsprechenden Probe oder RefenenyVell erganzt. Als Probe wurden Verdinnungen von
Hypericin und DLuciferin in HepesPuffer oder deren entsprechende liposomale
Zubereitungen nach Kapitél2.1verwendetNach der Probenzugabe wurden die Zellen fur
24h in den Inkubatogestellt Die watere Durchfihrung sowie Auswertung des Versuchs
erfolgtenin gleicher Weisavie in Kapitel3.2.7beschriebenDie Uberprifung austatistiscle
Signifikanz erfolgé mit einenmzweiseitige Students-Test Ein Wahrscheinlichkeitswert von

p < 0,05wurdeals signifikant angesehelVeiterfihrend haben wir iff] p < 0,05, [**] p <
0,01und[***] p < 0,001 unterschieden
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5.3Ergebnisse und Diskussion

5.3.1 PhysikochemischeCharakterisierung

In dem nachfolgenden Kapitel werdenied Ergebnisse der physikochemischen
Charakterisierung der verwendeten Liposomen und Lipopolyplexe ausgewertet und diskutiert.
Dabei wurden sowotdie Grol3e als auch das Zetapotenzialmal3gebliche Faktordiir eine
effiziente zellulare Aufnahmeund als wichtige Charakterisierungsmerkmaléir die

Beschreibungnanoskalige Transportsystemausgewertgf26,227]

Tabelle5.1

Messergebnisse dPhotonenkorrelationsspektroskopied LaserDopplerAnemometrie

Formulierung GroRe £ S.D. [d.nm] PDI +S.D. Zetapotenzial +S.D. [mV]
Liposomen
(DOPE:DPPC:Cholesterol 164.3+41 0.196+0.381 -20.73+0.31
Liposomen(Hypericin)
(DOPE:DPPC:Cholesterol 152.0+2.6 0.170+0.080 -23.57+0.32
Liposomen(D-Luciferin)
(DOPE:DPPC:Cholesterol 1544+ 0.7 0.156+ 0.004 -17.47 % 4.40

Lipopolyplexe(pCMV-luc)
Vor Verneblung 1660+24 0424+ 0.008 -43.20 £0.70

Lipopolyplexe(pCMV-luc)
Nach Verneblung 1135+23 0.242+0.018 -25.10+ 0.92

Alle Messgrol3en werden alsAdverage dargestellt, welcher aus @artikelgblenverteilungder
Intensiét abgeleitet ist Alle Werte sind als Mittelwert+ Standardabweichungus jeweils :
Messvorgangedargestellt

In Tabelle5.1 sind dieMessegebnisse dererwendeteiiposomerundLipopolyplexemit der
Photonenkorrelationsspektroskopi@rgestellt. Alle Gro3elregen in einenBerach von 110i
170 nm und sind damit geeignet fliden gentherapeutiscine Einsatz Fur &ahnliche
Tragersystemén diesem Grof3enbereickiurde bereitdn der Vergangenheiine effektive
Zellaufnahme nachgewiesen83,2282230]. Das Zetapotenzial der Liposomen ist durch
Verwendung der negativen Lipiaés Bestandteihegativ [68], dasder Polyplexe aufgrund der
Verwendung kationisclid?olymerepositiv [79]. Nach der Umtllung der Polyplexe mit der
liposomalen Doppelmembran wird dieb&flachenladungder Lipopolyplexe von den
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negativen Lipiden dominiert, weshalb auch lerartungsgema&in negatives Zetapotenzial
gemessen wurde [99%owohl Grole als auch Zetapotenzial der Liposomen wurden durch die
Beladung mit Hypericin oder Lucifi nicht wesentlich verandert, weshalb auch hier mit einer
effizienten Aufnahme in die Zelle gerechnet werden kamsammengefasst kann durch die
vorliegenden Ergebnisse auf funktionelle und intakte Liposomen sowie eine erfolgreiche

Komplexbildungim Fale derLipopolyplexe geschlossen werden.

Die Abweichungen bei der Bestimmung von Durchmesser und Zetapotenzial vor undmach de
Vernebeling mit dem Aeroge® Solo deuten auf eine Umstrukturierung der liposomalen
Umhiullungder Lipopolyplexedurch die Krafinwirkung wahrend des Verneblungsprozesses
hin. Infolge der hochfrequenten Vibrationen der Palladivtembran die urséchlich fir den
effektivenVernebelunggrozessdes Aeroge® Soloist, lagert sich die Lipidhille enger um die
Polyplexean Dass die Grolgon Liposomen durcllie Krafteinwirkungim Ultraschallbad
verringert werden kann, ist bereitmfanglichbekann{231,232]und kann in Analogie hierzu
bei dem Verneblungsprozess ebenfalls beobachtet weliies Abtrennung vorgrol3eren
Komplexendurch die Aeroge®-Membran kann aufgrund dé’orengrof3e ausgeschies
werden. Infolge des verringertenDurchmessersteigt auch das Zetapotenzidh sich die
vorhandenenipide besser vertehkdnnen Die Integritat der Lipopolyplexe wirgtztendlich
durch den Verneblungsprozeaisernicht beeintrachtigtDurch den veingerten PDI kbnnen
wir auf eine Homogenisierung hinsichtlich der GréRe schlie®eadurch gleichzeitigeine
Zerspaltung durch die mechanische Krafteinwirkuaigsgeschlossen werden kaniils
Applikationsform ist die Verneblung mit dem Aero@rSolo vorawssichtlich fir unsere

Lipopolyplexe geeignet.

5.3.2 Zellkultur

5.3.2.1 Bestimmung deLichtemission

Der Schlusdéaktor fir den Erfolg der Biolumineszenz induzierten PDT ist eifeziente
Aktivierung des Photosensitizers. Um festzustellen welgtiegmenge durch dikuciferase
Reaktion emittiert wird, inwieweit wir dies Menge beeinflussenkénnen und ob bei
Anwesenheit von Hypericin eine Verringerung dieser Menge durch Absomtioeobachtet

ist, haben wimit nachfolgendem Experiment untersucht.
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Da extern zugefuhrtesD-Luciferin als limitierender Faktorbei der Luciferasereaktion gijlt
welchessowohldie Zytoplasmamembraals auchdie Membrandes Peroxisom#berwinden
mussbevor es von der zellul&ebildeta Luciferaseumgesetzt werden ka@33], haben wir
eingangs den Einfluss der zugefiihrten Menge dmu@ferin auf die Intensitat der emittierten
Strahlungoestimnt. Hierfir wurdenunterschiedliche Konzentrationen (0,5 M0 mM / 1,5
mM) des Reaktionseduktsowie liposomales Duciferin (0,5 mM / 1,0 mM) hinsichtlich der
detektiertenRLU in unterschiedlicherzeitlichen Abstanden zder Zugabeauf die Zellen,

verglichen.

12000

RLU

Abbildung 5.6: Auswertung der Quantifizierung des emittierten Lichts mit einer Wellenlange
von 560 nm, dargestellt als RLU (relative Lichteinheiten) nach Zugabe unterschiedlicher
Zubereitungen vorD-Luciferin. Als Kontrolle wurde Zellklturmedium verwendet. Die
Messung der Emission erfolgte Abstand von 0 h/3,5h/4,5h /5,5 h und 24 h nach der
ProbezugabaVahrscheinlichkeitswert [*] p < 0,05, [**] p < 0,01 und [***] p < 0,001.

Die Auswertung des Versuchs Abbildung 5.6 zeigt, dass fur die drei unterschiedlichen
Konzentrationen an {Duciferin, mit Ausnahme deersten Messungfir die Konzentration
1,5mM, keine erkennbareVeradnderungn der freigesetzta Lichteinheitenzu beobachten
sind Eine Konzentration von 0,5 mMD-Luciferin kann daher als ausreichend betrachtet
werden da fur die erfolgreiche Aktivierung von Hypericin die Gesamtmenge an Licht
entscheidethist [234]. Durch eine Konzentrationssteigerukeynn wededie maximale Menge
der RLU nach 3,%, noch eine Verlangerung d&missionerreicht werdenAuch durch die

liposomale Verpackung von-Duciferin kanndasRLU-Maximumnicht erhoht werderdedoch
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ist drekt nach der Probezugabe zum Zeitpunkt O h eitveas erhohtd.ichtemissionzu
beobachtenWir gehen von einer anfanglich schnelleren Uberwindung der peroxisomalen
Membran ausAuf eine effizientere Aktivierung des Photosensetizers durch die liposomale

Zubereitung deuten die marginalen Veranderungen jedoch nicht hin.

Im nachsten Schrithaben wir zusatzlich zu -Duciferin noch unterschiedliche Mengen an
liposomalen Hypericinauf dieZellen gegeben. Di¥ermessung erfolgte nach dgteichen

Zeitintervallenwie zuvor, die Auswertung igt Abbildung 5.7 dargestellt.

Abbildung 5.7: Auswertung der Quantifizierung des emittierten Lichts mit einer Wellenlange
von 560 nm, dargestellt als RLUelative Lichteinheiten) nach Zugabe unterschiedlicher
Zubereitungen von .uciferin und Hypericin. Die Messung der Emission erfolgte im Abstand
von0h/35h/45h/5,5hund 24 h nach der Probezugédiescheinlichkeitswert [*] p <
0,05, [**] p <0,01 und [***] p < 0,001.

Durch die Zugabe von Hypericin ish Vergleich zu der Probe ohne Hyperieinesignifikante
Abnahme der detektierten Lichteinheiteai den ersten drei Messintervallem beobachten
Dieser Unterschied ist durch dAbsorptionder entsprechenden Differenz zur Probe ohne
Hypericinzu erklarenDa die Strahlung ungerichtet ist und nur der Teil absorbiert wird, der auf
die HypericirMolekdle trifft, konnte grundsétzlich nur mit einerarginalenMinderung der
Strahlungsintensit@ferechnewerden.nfolge einer Erhéhung der Hypericinkonzentration, die
mit einer erhbhten Wahrscheinlichkeit einhergeht, dass ein emittierter Lichtstrahl auf ein

HypericinMolekdl trifft, haben wir daher mit einer weiter&ferringerung der detektierten
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RLU oder einer Verlangerung der Absorptigerechnet. Diese Reduktidtbnnen wirin
Abbildung 5.7 nichtbeobachteyweshalb wir von schnelléverteilungsvorgangeim Zytosol
ausgehen, durch die die eingesetzte Konzentrationserhohung an Hypericin zu marginal ist als

dass sie ins Gewichtlf&

Durch dieVerwendung von liposomalem-Luciferin kdnnen wirAbbildung 5.7 trotz der
Hypericin Gabe eingesteigertd.ichtemissionbei der ersten Messung (0Odntnehmen. Auch
bei den folgenden Messungen kann énebhung deRLU beobachtetverden, ik sichab der
Messung 5 h wieder an die Messwerte des freiefLOciferin angeglichen hat. Wir vermuten
Verzogerungsvorgange bei der Freisetzung audip@esomalen Zubereitung, die zu dieser
Verschiebung der Absorptionszeitrdume fiihrt. Bei Hgpericin-Liposomenist eine solche
Verzodgerung parallel nicht aieobachtenda direkt im Anschluss an die Probezugabe die RLU
signifikant sinkt. Die® Beobachtungpricht seinerseits ebenfalls fir eirfktivierung des
Hypericin infolge von Lichtabsorptionwodurch eszur Ruptur der Liposomen kommt und
damit zurvollstandigenFreisetzungdes HypericinsDafir spricht auch die zeitlich auf die

ersten drei Messungen beschi@#bsenkung der RLtDetektion.

Zusammengefasst konnteAnwesenheit von HypericieineAbsorgion des emittierten Lichts
beobachtet werden, ds&ch aber nicht proportional zu der eingesetzten Hypericinkonzentration
verhalt, sondern von ihr weitgehlieanberihrt bleibt. Durch die liposomale Zubereitung von
D-Luciferin konnte eine Veranderurnsictlich der Lichtabsorptioleobachtet werden, ob
diese jedochzu einer effizienteren Aktivierung de®hotosensitizers fuhrt undb die
beobachtete Absorption auch eisignifikante zytotoxische Reaktion induziert, muss durch

nachfolgendé¢oxikologische Unérsuchungnaufgeklart werden.

5.3.2.2 Toxizitat

Um systemische Fehler durch die Uberlagerung von toxischen Effeltendurch das
Reaktionsedukselbsthervorgerufen werdektnnen zu vermeidenhaben wireingangsdie
Toxizitat vonD-Luciferin an der von unsarwendeteiZelllinie untersuchtDie Auswertung in
Abbildung 5.8 zeigt fir eine DLuciferin-Konzentrationab 1,0 mM eine signifikante
Erniedrigung der Zelliberlebensrafgir weitere Versuche haben wizher eind&onzentration

von 0,5 mM verwendet.
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Abbildung 5.8 Auswertungdes MTTAssays anSK-OV-3 Zellen aur Uberprifung der
Toxizitat von DLuciferin. Als Negativkontrolle wurde serumfreies Medium verwendet uind f
die Auswertung als 100 % Viab#itgesetzt. Als Positivkontrolle wurde TritoL6sung 1 %
verwendet und die Absorption als Blindwert von allenedgwerten subtrahiert.
Wabhrscheinlichkeitswert [*] p < 0,05, [**] p < 0,01 und [***] p < 0,001.

Um festzustellen, ob durch die in KapiteB.2.1beobachtete Lichtabsorption von Hypericin
auch zu der gewinschtegtotoxisch@ Reaktionfuhrt, haben wir die Zelliberlebensrate mit
einem MTTTest bestimmt.Daflir haben wirin Analogie zu vorherigen Versuchen
unterschiedlichélengen an Hypericinnd D-Luciferin (frei oder als liposomale Darreichung

zu denZellen gegebennd die Auswirkung auflerenViabilitat untersucht.

Die Auswertung inAbbildung 5.9 zeigtfur die Verwendung vorfreiem D-Luciferin erst ab
einerKonzentration von 1,5 mM eine signifikante Erniedrigung der Zelliberlebenkhatier
Einbezug der Erkenntnisssus Abbildung 5.8 ist dieser Effekt aber nichtolge der PDT,
sondern der Toxizitat von-Duciferin zuzuschreiben. Fir diéerwendung von liposomaie
D-Luciferin konntefir alle Probeneine signifikante Reduktion der Viabilitétichgewiesen
werden Auch in diesem Fall zeigt der Veegth mit der Probe ohne Hypericaber dass der

toxische Effekiauch hierauf die BLuciferin Darreichung zurtickzufiihren ist.
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Abbildung 5.9: Auswertungdes MTTAssays an Hel£G Zellen zur Uberpriifung der
phototoxischen Wirksamkeit von HypericiNegativkontrolle wurde serumfreies Medium
verwendet undifr die Auswertung als 100 % Viabdit gesetzt. Als Bsitivkontrolle wurde
Triton-X Lésung 1 % verwendet und die Absorption als Blindwert von allen Messwerten
subtrahiertWahrscheinlichkeitswert [*] p < 0,05, [**] p < 0,01 und [***] p < 0,001.

In Anbetracht derErkenntnisseaus den vorherigen Versuchetess eine Aufnahme des
emittiertenLichts durchHypericin erfolgt, ist das Ausbleiben der nachgeschalteten toxischen
Reaktion auf eine nicht ausreichendétivierung von Hypericin durchdie vorhandene
Biolumineszenz zurtickzufuhren aso der Lichtschwellenwert des PS durch die
Biolumineszenz nicht erreicht wirdAbleitend unterstreichen unsere Ergebnisse die
Schlussfolgerungenvorangegangener Arbeiten, digbereinstimmendzu dem Schluss
gekommen sind, das#ie fLuc-Biolumineszenaicht geniiged Photonergeneriert um eine
adaquate phototoxische Reaktimn Rose Bengal oder Hypericn induziererj235,236]

In der Literatur werden Lichtemissionwerte V@81 2300 Photonehs/ Zelle fir Luciferase
exprimierende Zelllinien aufgefuhnvobeidie bedeutende Mehrheit im unteren dreistelligen

Bereich liegt. Fur Helduc Zellen wurde eindiolumineszerm von 170 Photonen / s / Zelle
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dokumentier{235,237,238]Nach Einsteins photoelektrischem Effekgibt sich folglicheine
Energie von run®,5*101° J / Photon oder rund 6*10J / Zelle.

Albert Einsteirs photoelektrische Effekt

E = Energie

h =Plancksche Konstan(6,63*103* Js)
¢ = Lichtgeschwindigkeit (3t m/ s)
&= Wellenlange (0,560 pm)

Fur unseren Versuch mit einer Zelldichte von r@d0® Zellen/ cn? ergeben sich daraus
3,6*10% J / cn?. Selbst wenn man von einemel zu hohenEmissionsintervall von 24 h
ausgeht so ergeben sich lediglicB,1*10® J / cnf. Verglichen mit dertypischerweise
eingesetztenEnergie von (ber 1/cn?, wie sie bei der Verwendung von exteme
Bestrahlungquellen zur Aktivierung der PDVerwendung findenergibt sicheine enorme
Differenz [239,240] Das gerade einige neuere Publikationen in Widerspruch zu unseren
Ergebnissen, die Biolumineszenz induzierte Aktivierung von Hgperals effektive
zytotoxische Therapie beschreibefi241,242] kénnen wir nur auf die unzureichende
Berucksichtigungder toxischen Effekte von D-Luciferin im jeweiligen Versuchsaufbau

zuruckfuhren.
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5.4Zusammenfassung

Ziel diesesProjektswar die Entwicklung und Charakterisierung eirggelnenlragersystems
zur Biolumineszenz induzierteRDT. Hierfur sollten Lipopolyplexe mitpCMV-luc beladen
werden, um die adressierten Zellen durch Transfektion zur Biolumineszenz zu befBiegen.
dadurd emittierten Lichtstrahlerollen denin der Hille des Transportsystemimgebetteten
Photosensetizer Hypericaktivierenundfolglich durchdessernoxische Reaktion zZuApoptose

des adressierten Gewelighren.

Die Bestimmung von Gro3e und Zetapotehdier Lipopolyplexe als auch der als Vorstufe
verwendeten Liposomen, die mit Hypericin oder Luciferin belademdewn, lasst auf
funktionelle und intakte Lipopolyplexeind Liposomen schéRen. Der Vergleich von
Lipopolyplexen vor und nactierneblungnmit einem Aeroge® Solo zeigt die Resilienz unsere
Vektors/stens gegenuber demechanischeBeanspruchungdie bei derAerosolbildungauf

dieseeinwirkt.

Durchdie Untersuchung devechselseitigen Beeinflussumgn unterschiedlichen Mengem
Hypericin und DBLuciferin auf dieLichtemissioneiner Luciferase exprimierendéetiellinie
konnten wir Rickschlisse auf diktivierung von Hypericindurch dieBiolumineszenaer
Zelllinie gewinnen Bei dem Vergeich der emittierten Lichtstrahlenin Abwesenheit und
Anwesenheit vonunterschiedlicherHypericin-Darreichungenkonnten wir die Absorption
einer Teilmengedes emittierten Lichts beobachtenDie Lichtabsorption wurde durch die
Erhohungder Hypericinkonzentration jedoch nicht beeinflusst.

Als Folge delLichtabsorptiondurch Hypericin konnten wir jedoch keitexischen Effeked auf
die verwendete Zelllinie feststelle®ignifikanteUnterschiededie wir bei MTT-Versuchen
beobachten konnten, waren lediglich auf die eingesetzte Menge an D-Luciferin
zurtickzufuhrenTrotz nachgewiesenefAbsorptiondurch den PhotosensitizGommt eszu
keinen messbaren toxischen Eftelk Dasbei der BiolumineszenReaktion freigesetzte Licht
reicht folglich nicht aus um eine effiziente Aktivierung des Photoselsets Hypericinzu

erreichen
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6 Projekt 3: MDR1-Silencing mit Lipopolyplexen

6.1Einleitung

Der folgende Abschnitt beschaftigt sich mit der Herstellung und Charakterisierung von
Lipopolyplexen, die fur den Knockdown von MDR1 eingesetzt werden sollen, um so resistente

Tumorzellen wiedesensibler gegenlber gangigen Zytostatika zu machen.

6.1.1 RNA-Interferenz

Ein relativjunges Themenfelaler Gentherapibeschéftigt sich mit dem gezielten Einsatz von
zellregulatorischen Prozessen, die RMA-Interferenz RNAI) beruhen Hierbeisorgerkurze,
einzel oder doppelstrdngige RNA Moleklle aus-Z® Basenpaare so genannteii s ma | |
interfering ,RNAsIektivé BlackdeAdder Spaltung von mRMalekilen

zum zielgerichteén A K n o ¢ k dspeuifisdhe Gene Das Wirkprinzip beruht auf der
komplementéane Paarung desiRNA mit der adressiertetmnRNA und verhinderfolglich die
Genexpression auf pasinskriptioraler Ebeneg[243,244]

Nachdem die siRNA Uber einen endogenen Mechanismus in die adressierten Zellen
eingeschleustvurde, bildet sie mit Argonautdé’rotein, Dicer undTRBP (transactivation
response elemeRNA-binding protein denRISGKomplex (effectoRNA-induced silencing
complex)aus Dieser wird durch Eliminationas codogenen Strangs der siRNA aktiviert und
kann mit Hilfe des gebundenen Atiseng-Strang die komplementarenRNA binden. Die
gebundene mRA wird von der DicetEinheit des RISCGKomplexes gespalten eine
Translatiorkannfolglich nicht mehr stattfinde[245E247]. Eine tbersichtliche Darstellung soll
Abbildung 6.1 geben.Sobald @rnoch gebunden€eil dermRNA durch zelluére Nukleasen
abgebaut istkann der RISGKomplex recyceltwerdenund erneutkomplementareanRNA
binden Durch diesen spezifischen Wirkmechanismus, bei dem die therapeutisch aktive SIRNA
individuell an die adressierte MRNA angepasssiatjRNAI basierte Arzneimitteh der Lage

eine selektive und nebenwirkungsarme TherapischiedeneKrankheitenzu ermdéglichen
Besonders zur Vereitelung von Resigmamwicklungen wahrend einer onkologischen Therapie

gibt es vielversprechende Ans&j248].
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mRNA

Silencing mRNA

Abbildung 6.1: Bildung des siRNA-induzierten Silencingkomplexes (RISC) der
doppelstranigen siRNA mit ArgonauRrotein, TansactivatiorResponseBinding-Protein
(TRBP) und DicerDarauf folgt die Aktivierung des RISC durch asymmetrische Abwicklung
des codogenen siRN&trangs. Durch den aktivierten RISC kommt es knmplementane
Bindungder adressierten mRNAvodurch deren Translation verhindert wird.

Dabei de Applikation vonA nverpackteA siRNA sofort verschiedengbwehrmechanismen

in Gang gesetzt werdeist eine entsprechende Verpackung durch nanoskalige Tragersysteme
fur einen therapeutische Einsatz unerlasslich. Zum einen kommt es zu einer Reihe von
Nebenwirkungen, die aufasimmunogenePotenzialder siRNA zurlickzufihren sindzum
anderen sorgen schlechte StadfilitAbbau durch RNasen, schnelle renale Clearance,
Schwierigkeiten beim Uberwindearon Zellmembraen und schlechte endosomale Fluéint

eine geringe Effektivitat.In der Vergangenheit wurden bereits einig@noskalige
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Formulierungerentwickelt,mit deren Hilfe diese Hindernissefolgreichiiberwunden werden
konnten[249,250]

Kirzlich haben zweiArzneimittel die aufdem Wirkmechanisnus der RNAInterferenz
beruhen,von derFood and Drug Administration (FDAgine Zulassung dralten.In beiden
Fallen ist derKonzern Alnylam 2018 fir ein Medikament zur Behandlungn hereditarer
ATTR-Amyloidose [251,252] und 2020fir ein Medikament zur Behandlunder akuten
intermittierenden Porphyrie (AlRJer Zulassungsinhabg53]. Dariiber hinaus habeflnylam

und Vir Biotechnology Kkirzlich die Arbeit an einemRNAI basiertem Medikament flr die
Behandlung vonSARSCoV-2 bekannt gegeberj254]. Einige aussichtsreicheRNAI-
Arzneimittel mehr befinden sich aktuell ider klinischen Erprobung Aufgrund de derzeit
intensivenFForschungbemihungemwird in den nachsten deen mit einigen signifikanten
Durchbriichen und neuen Therapieoptioaets diesem Gebiet gerechnet. Im Fokus stehen
neben den genannt&mankheitervor allemAIDS, Krebs, Lebererkrankungen und genetische
Defekte[255].

6.1.2 MDR1-Knockdown

Die Herunterregelundpzw. das Ausschaltedes Multidrug-Resistancé’rotein 1(MDR1) -
Gens hat sich in den letzten Jahren zu ein@tversprechendetherapeutischeiKonzept
entwickelt. Gerad@ir die Tumortherapie spielt die zunehmenligsbreitungvon Resistenzen
gegenunterschiedlicheChemotherapeutika eingagendeRolle. Ein weit verbreiteter und
effektiver Resistenzmechanismwier Tumorzellerwird durch die Uberexpressio von P-
Glykoprotein (PGP)erreicht [256].

AMlulti drug resistandeist ein Plnomen,bei dem es zur Ausbildung einer Kreuzresistenz
gegen eine ganze Reihe vareneimitteln ungeachtet der&trukturen undVirkmechanismen
kommt [257]. Diese unspezifischedsistenzentwicklungvird durch den gesteigerten Einbau
von P-GP in die Zellmembran der Tumorzellevermittelt P-Glykoprotein ist eine
unspezifisch&ffluxpumpe dieunter ATRVerbrauch Substrai@er die Zellmembraaus der
Zelle transportiert Aufgrund dessenUberexpressiokénnen Zytostatikaus der Tumorzelle
verbracht werden, wodurch die onkologische Wirksamkesttark abnimmt bis hin zur
kompletten Resistenf258,259] Wie in Abbildung 6.2 am Beispieldes Zytostatikums
Doxorubicin dargestellt istwird die Uberexpression von-BP durch die Hochregerung des

MDR1-GensgesteuertUm die Sensitivitat gegen dighemotherapiaiederzurtickzuerlangen
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und die therapeutischnotwendige Dos so weit wie moglich zu reduzierenvird daher

versuchtsequenzspezifisch die Expression von MERRNA zu senken[260,261]

©e e ©
© ©
=0 o8
P—Glycoproteino o © QO
Effluxpumpe © ©
9‘ o © 5 Silencing of MDR1-mRNA
©
©

©  Doxorubicin ExpressmnI

©

Translation

AVAVAVAV A
MDR1-mRNA iMDR1
Q AVAVAVAY A 7,

Abbildung 6.2: Mechanismus der Hemmung von MDR1 durch RMh#erferenz am Beispiel
von Doxorubicin Durch die Bindung der MDRINRNA durch den RISC wird die Translation
zu P-Glykoproteinverhindert wodurchder aktive Transport von Doxorubicin aus der Zelle
reduziert wirdund die Konzentration an intrazellularem Doxorubiwiederansteigt.

Die erhohteexpression von flykoprotein sorgt aber nicht nur fiir den gesteigerten Efflux von

Zytostatika. Auch eine proliferationsforderndeBeteiligung bei der Metastasierung, sowie

protektive Effekte gegentber Caspase vermitteltdpoptose konnten bei Tumorzellen

beobachtet werdd262,263] Nachdem man in den letzten Jaheameerhohte Expression von

MDR1 bei verschiedeen Tumorartennactweisen konnte, diesymptomatisch von einer
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verringerten Zytotoxizitdtvon diversen Zytostatika begleitaturde [264E266], ist die
gesamtheitliche Bedeuturies MDRUberexpressiomoch weitgehen unbekanmuch die
Auswirkungen desMDR1-Knockdowrs mit dem Ergebnis dass erworbene Resistenzen
reduziertund die behandelten Tumorzellémre Sensitivitatgegeniber Zytostatikawieder

zurtckerwerben konntemwurde bereits durch mehrere Studien be2g7E270].

6.1.3 Doxorubicin

Doxorubicin (DOX) ist ein Zytestatikum aus der Gruppe démthrazykline Diese, aus
Streptomycegirten isolierten Antibiotika, werden zur Therapie verschiedener Krebsarten
eingesetzt. Doxorubicin spielt insbesondere bei der Behandluniglaoinmakarzinomemine
wesentlicheRolleg[271,272] Auch in der onkologischen Forschung zéahtbxdrubicin zu den
am meistenverwendetenChemotherapeuté& Die gute Datenlage und seipdysikalisch
chemischen Eigenschaftenachen es gerade fur Arbeiten, die sich mit j@wsomalen

Applikation befassen, geeignef73].

Abbildung 6.3: Strukturformel von Doxorubicirmit dem KlassetypischerAnthrachinon
Grundgerust

Vor allem durch liposomaé Formulierung@n konnte eine Reduzierungvon toxischen
Nebenwirkungenund eineverbesserteantitumorale Aktiviéte erreicht werden. Das erste
liposomal verkapselt8ytostatikum das die klinische Zulassueghielt,war Doxorubicin HCI
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