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1. Einleitung

1.1 Gentherapie

1.1.1 Die Entwicklung der Gentherapie

Die Urspriinge der Gentherapie liegen in der ,genetischen Revolution®, der Entwicklung
molekularbiologischer Methoden wie DNA-Sequenzierung, DNA-Klonierung, Gentransfer
und einige Jahre spater der siRNA-Technologie (Nabel 2004). Diese ermdglichten seit den
1970er Jahren ein zunehmendes Verstandnis der Zusammenhange von Genetik und
Krankheit (Orkin 1986).

Die Gentherapie entwickelte sich aus der Idee, pathogene genetische Defekte durch die
Therapie der betroffenen Gene unmittelbar zu behandeln. Um einen genetischen Defekt
erfolgreich zu therapieren, muss eine ,Ersatz“-DNA (therapeutische DNA) in die
Korperzellen des zu behandelnden Patienten eingebracht werden (Transfektion). Die in
vivo Anwendung der Gentherapie besitzt ein enormes Potenzial fir die Medizin und
steuert damit einen Markt an, dessen Volumen von Okonomen bis 2010 auf 1,2
Milliarden $ geschatzt wurde (datamonitor 2005).

Ein Blick auf die Entwicklung der letzten Jahre zeigt jedoch, dass die Anzahl klinischer
Studien zwar konstant ist, der Durchbruch dieser Therapieform in den nun bald 20 Jahren
klinischer Anwendung jedoch ausgeblieben ist (Abb. 1-1).
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]
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Anzahl klinischer Gentherapiestudien weltweit, 1989-2009

Abbildung 1-1: Statistik klinischer Gentherapiestudien
(http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/)




-2 Einleitung

Nachdem die 1990er Jahre von zahlreichen Pionierarbeiten auf diesem Gebiet gepragt
waren, konnte in den letzten Jahren eine erste Bilanz gezogen werden. Die Immunogenitat
und die insertionelle Mutagenese wurden als wesentliche Schwachstelle der Gentherapie
ausgemacht (Nabel 2004; Edelstein et al. 2007). Als insertionelle Mutagenese bezeichnet
man Mutationen des Genoms, die durch den Einbau therapeutischer DNA in aktiv
transkribierte Gene ausgelost werden (Winckler 2009). Dies fuhrt zu potenziell
schwerwiegenden Mutationen wie der Aktivierung von Proto-Onkogenen mit
anschliellender Leukamogenese (Winckler 2009). Die Bilanz der ersten 20 Jahre
klinischer Anwendung der Gentherapie fallt daher nidchtern aus: trotz erster
therapeutischer Erfolge, insbesondere bei der Behandlung der schweren Immnundefizienz
(severe combined immunodeficiency, SCID) (Nabel 2004; Winckler 2009), haben sich mit
der Immunreaktion auf virale Gentransfersysteme sowie der Leukdmogenese unerwartet
starke Nebenwirkungen eingestellt. Eine Verbesserung des gentherapeutischen Konzepts
bedarf eines kontrollierbaren Gentransfers mit vertraglichen Gentransfersystemen. Im

Folgenden werden die bedeutendsten Gentransfersysteme kurz vorgestellt.

1.1.2 Gentransfersysteme (Vektoren)

Der Erfolg einer gentherapeutischen Behandlung hangt von der Effizienz ab, mit der die
therapeutische DNA in die betroffenen Korperzellen eingebracht werden kann.
Phosphatgruppen verleinen der DNA eine negative Eigenladung, die sie zu einem der
hochst geladenen Polymere Uberhaupt macht (Bustamante et al. 2003). Die
Plasmamembran der Zellen weist ebenfalls negative Ladungen an ihrer AulRenseite auf
(Olivotto et al. 1996; Yeung et al. 2006), die durch Proteine, Glykolipide, Proteoglykane
und unter apoptotischen Bedingungen durch negativ geladene Phospholipide aufgebaut
werden (Alberts et al. 2008).

Daher wird DNA von Zellen kaum aufgenommen (Patil et al. 2005). Gelangt DNA dennoch
in das Zellinnere, wird diese dort durch die Zellkernmembran weitgehend vom Genom der
Zelle getrennt und von intrazellularen Nukleasen abgebaut (Finn et al. 2005; Zuhorn et al.
2007a). Dies ist ein effizienter Schutz der Zellen vor fremdem Erbgut, der flr eine
erfolgreiche gentherapeutische Anwendung Uberwunden werden muss. Daflr werden
Gentransfersysteme bendtigt, die eine zellulare Aufnahme der therapeutischen DNA sowie

einen Schutz vor Nukleaseabbau gewahrleisten (Khalil et al. 2006).
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1.1.2.1 Virale Gentransfersysteme

Die Grundlagenforschung befasst sich heute verstarkt mit der Suche nach optimierten
Gentransfersystemen. Beim Einsatz viraler Vektoren konzentriert sich die Forschung auf
die Entwicklung enttoxifizierter Systeme, die eine verringerte Immunogenitat aufweisen.
So konnte die Immunogenitat von Adenovirus-basierten Vektoren durch das Ausschalten
aller viralen Gene reduziert werden (Morsy et al. 1998; Thomas et al. 2003). Daneben
wurden verstarkt virale Vektoren entwickelt, deren Ursprungsviren keine pathogenen oder
entzundlichen Schaden verursachen (z.B. Adeno-assoziierte Viren, AAV)) (Thomas et al.
2003). Um die Gefahr insertioneller Mutagenese zu verringern, wurde auf3erdem der
Einsatz von Transposasen sowie anderer Integrasen Uberprift, die einen Einbau der
therapeutischen DNA in ein aktives Gen verhindern sollen (Olivares et al. 2002; Thomas et
al. 2003).

1.1.2.2 Nicht-virale Gentransfersysteme

Daneben gewinnt die Entwicklung nicht-viraler Gentransfersysteme an Bedeutung, da
diese Systeme eine geringe Toxizitdt und Immunogenitat garantieren (Wasungu &
Hoekstra 2006; Li & Szoka 2007). Daruber hinaus ist eine Herstellung im Gromafstab
moglich (Clement 2005; Wasungu & Hoekstra 2006). Diesen Vorteilen nicht-viraler
Systeme steht die im Vergleich mit viralen Vektoren ineffiziente Transfektion von
Korperzellen entgegen (Nabel 2004). Die Forschung im Bereich nicht-viraler
Gentransfersysteme konzentriert sich heute daher auf eine Verbesserung der
Transfektionseffizienz.

Um eine effizientere Transfektion zu erreichen, wurde eine Vielzahl verschiedener Lipide
und Polymere fur den Gentransfer getestet (Hafele 2007; Rawat et al. 2007), ohne dass
ein fUr eine therapeutische Anwendung ausreichendes Niveau erreicht werden konnte
(Wasungu & Hoekstra 2006).

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Herstellung, zellularen Prozessierung und
intrazellularen Dissoziation lipid-basierter nanopartikularer Gentransfersysteme. Diese
nicht-viralen Gentransfersysteme sind bereits seit 1987 beschrieben (Felgner et al. 1987).
Der Anteil klinischer Gentherapiestudien, die auf solche Systeme zurtickgreifen, liegt 2009

bei 6,9 % (http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/). Fur eine intensivere Anwendung

lipid-basierter nanopartikularer Gentransfersysteme bedarf es einer effizienteren
Transfektion in vivo (Li & Szoka 2007).
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1.2 Konzept der Arbeit

Fir eine Verbesserung der Transfektionseffizienz beim Einsatz lipid-basierter
nanopartikularer Gentransfersysteme ist es zunachst notwendig, die Hindernisse zu
identifizieren, die einer effizienten Transfektion im Wege stehen (Zuhorn et al. 2007a).

Die vorliegende Arbeit befasst sich daher mit der Aufklarung des Transfektionsweges lipid-
basierter nanopartikularer Gentransfersysteme. Fur eine effiziente Transfektion von
Zielzellen muss die therapeutische DNA in den Zellkern der Zellen transportiert und dort
transkribiert werden (Khalil et al. 2006). Die Zelle besitzt eine Reihe von
Abwehrmechanismen, die eine Expression fremden Erbguts (z.B. von Viren, Bakterien)
und damit auch therapeutischer DNA unterbinden (Zabner et al. 1995). Die Aufklarung der
zellularen Infektion durch Viren und Bakterien hat einige dieser Barrieren aufgezeigt und
gleichzeitig Moglichkeiten dargelegt, diese zu umgehen (Sandvig & van Deurs 2005;
Tarrago-Trani & Storrie 2007). Mogliche Hindernisse, die einer effizienten Transfektion

entgegenstehen kdnnten, sind:

1. Die zellulare Aufnahme der Gentransfersysteme (Khalil et al. 2006; Lonez et al.
2009)

2. Die zellulare Prozessierung der Gentransfersysteme (Khalil et al. 2006; Hoekstra et
al. 2007; Zuhorn et al. 2007a)

3. Die intrazellulare Dissoziation der Gentransfersysteme

4. Der Abbau freigesetzter DNA durch Nukleasen des Zytoplasmas (Finn et al. 2005;
Zuhorn et al. 2007a)

5. Der Eintritt der DNA in den Zellkern (van der Aa et al. 2006)

Die Aufnahme und intrazellulare Prozessierung von lipid-basierten nanopartikularer
Gentransfersysteme wird seit einigen Jahren intensiv untersucht (Zabner et al. 1995;
Zuhorn et al. 2002; Goncalves et al. 2004; van der Aa et al. 2007; Wong et al. 2007;
Harush-Frenkel et al. 2008).

In Abbildung 1-2 sind einige intrazellulare Prozessierungsmadglichkeiten gezeigt, die aus
diesen Arbeiten bekannt sind. Nach Aufnahme in die Zellen ist sowohl ein umgehender
Rucktransport aus der Zelle (Recycling) (Goncalves et al. 2004) als auch ein

Ausschleusen der Partikel an der gegenuberliegenden Membranseite beschrieben
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(Transzytose) (Harush-Frenkel et al. 2008). Verbleiben die Partikel dauerhaft im
Zellinneren ist neben dem Transport in spate Endosomen und Lysosomen (Zabner et al.
1995; Zuhorn et al. 2002; van der Aa et al. 2007) eine Prozessierung in das Zytoplasma
bekannt (Wong et al. 2007). Nur bei zytoplasmatischer Freisetzung der Partikel ist der

Transport der therapeutischen DNA in den Zellkern moglich.

Recycling '

<
<
/
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B
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sisojAosued |
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Lysosome 0 Golgi

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung der intrazellularen
Prozessierungsmoglichkeiten von lipid-basierten nanopartikularen
Gentransfersystemen

Die vorliegende Arbeit fuhrt Studien der eigenen Arbeitsgruppe fort (Huth 2005; Hafele
2007) und liefert schlielllich ein vollstandiges Bild der Prozessierung dieser
Gentransfersysteme durch tierische Zellen.

Dartber hinaus wird mit der intrazellularen Dissoziation lipid-basierter nanopartikularer
Gentransfersysteme eine weitere Barriere effizienter Transfektion entschlisselt, die bisher

kaum untersucht worden ist.
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Abbildung 1-3: Konzept der Arbeit

Um den Einfluss einzelner Barrieren auf die Transfektion lipid-basierter nanopartikularer
Gentransfersysteme beurteilen zu konnen, wird ein erfolgreich transfiziertes Zellmodell mit
einem Zellmodell verglichen, das nahezu keine Transfektion zuldsst. Mit dieser
Betrachtung der zellabhangigen Transfektion erschlief3t die vorliegende Arbeit ein weiteres
Forschungsgebiet, das bisher kaum untersucht ist (Douglas et al. 2008).

Die Erkenntnis, welche Barrieren die Transfektion der Zellen besonders stark behindern,
fliet anschlieRend in den Herstellungsprozess der Gentransfersysteme ein. Auf diese Art
und Weise kann die Entwicklung effizienterer Transfersysteme rationell durchgefihrt
werden (Abb. 1-3).

In den folgenden Abschnitten werden die Grundlagen zur Herstellung lipid-basierter
nanopartikularer Gentransfersysteme vorgestellt und die mdglichen Barrieren einer
erfolgreichen Transfektion genauer definiert. Darliber hinaus wird ein Uberblick Uber die

wichtigsten Methoden und Methodenentwicklungen dieser Arbeit geliefert.

1.3 Herstellung lipid-basierter nanopartikularer

Gentransfersysteme

Zur Gruppe der lipid-basierten nanopartikularen Gentransfersysteme zahlen liposomale

Gentransfersysteme, die die therapeutische DNA im hydrophilen Innenraum enthalten,
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und Lipid/DNA-Komplexe, in denen die negativ geladene DNA mit einem positiv
geladenen Lipid komplexiert wird (Rawat et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wird das
Konzept der Lipid/DNA-Komplexe (Lipoplexe), das in der eigenen Arbeitsgruppe bereits
intensiv erforscht wurde, aufgegriffen (Kiefer 2003; Clement 2005; Hafele 2007).

Die Bildung von Lipid/DNA-Komplexen erfolgt spontan durch die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen negativ geladener DNA und einem positiv geladenem Lipid
(Felgner et al. 1987) und wird entropisch durch die Abgabe der Gegenionen von DNA und
Lipid in die Losung angetrieben (Rodriguez-Pulido et al. 2008). Nach heutigem
Kenntnisstand verlauft die Komplexbildung Uber 3 Schritte (Murata et al. 1995;
Rakhmanova et al. 2004):

1. elektrostatische = Wechselwirkung zwischen DNA und einem &uferen

Lipidmonolayer

2. Ausbildung groRRerer Strukturen (,bean-like“), in denen die DNA komplett von
Lipidbilayern umhdllt ist (3 - 5 Schichten)

3. Aggregation mehrerer dieser Einzelstrukturen an ,defekten” Stellen, die

Oberflachenladungen und somit neue Kondensationsstellen prasentieren

Um DNA zu komplexieren, wird in den Versuchen dieser Arbeit das kationische Lipid 3f-
N[N’,N ’Dimethylaminoethan)-carbamoyl]-Cholesterol (DC-Cholesterol) eingesetzt. DC-
Cholesterol besitzt aufgrund der kationischen Ammonium-Gruppe und dem Cholesterol-
Grundgerust amphiphile Eigenschaften und stellt ein haufig verwendetes Lipid fur den
Gentransfer dar (Kiefer et al. 2004, Rakhmanova et al. 2004) (Abb. 1-4). In der
vorliegenden  Arbeit wird DC-Cholesterol mit dem  Helferlipid Dioleoyl-
phosphatidylethanolamin (DOPE) gemischt. DOPE vermittelt den Phasenlibergang der
Komplexlipide von einer lamellaren in eine invers-hexagonale Phase (Siegel & Epand
1997; Rakhmanova et al. 2004; Zuhorn et al. 2005; Zuhorn et al. 2007a). Diese
Eigenschaft kdnnte die Freisetzung der Komplexe aus den Endosomen verbessern (vgl.
1.4.3).

Die DC-Cholesterol/DOPE Mischung (3/7, m/m) wird in GMP-Qualitdt unter der

Bezeichnung DC 30° vertrieben.
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Abbildung 1-4: Strukturformeln der verwendeten Lipide
3B-N[N",N'Dimethylaminoethan)-carbamoyl]-Cholesterol-HCL (DC-Cholesterol) und
Dioleoy@!)phosphatidylethanolamin (DOPE) werden in einer 3/7 (m/m) Mischung eingesetzt
(DC 307).

Die technologische Herausforderung bei der Herstellung von Lipid/DNA-Komplexen
besteht in der kinetischen Kontrolle der spontan ablaufenden Komplexbildungssreaktion
(Li & Szoka 2007). Bei unkontrollierter Komplexbildung entstehen inhomogene und haufig
sehr groRe Komplexpartikel (Zabner et al. 1995; Rodriguez-Pulido et al. 2008). Die direkte
Komplexierung durch Zusammenpipettieren oder Zusammenpumpen beider Komponenten
stellt eine einfache Herstellungsmethode dar, deren scale-up in den Produktionsmalistab
leicht moglich ist (Clement et al. 2005). Die Komplexbildung kann durch Einstellen der
Ausgangskonzentrationen beider Komponenten, der Ladungsverhaltnisse, der lonenstarke
des Dispersionsmittels und durch den Mischprozess selbst beeinflusst werden (Li & Szoka
2007). Daneben wird mit aufwendigeren Methoden wie Detergensdialyse und
Ethanoldialyse (Ethanolinjektion mit anschlieBender Dialyse) gearbeitet, um die
Komplexbildungsreaktion zu kontrollieren (Li & Szoka 2007). In der vorliegenden Arbeit
wird zur Herstellung von Lipid/DNA-Komplexen ausschliel3lich die Methode des

Zusammenpumpens oder Zusammenpipettierens verwendet.
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Der potenzielle Einsatz von Lipid/DNA-Gentransfersystemen in der Gentherapie stellt
besondere Anforderungen an die verwendeten Lipid/DNA-Komplexe und damit an den

Herstellungsprozess:
1. Die Komplexe sollten eine effiziente Transfektion erméglichen.
2. Die Komplexe sollten eine definierte Grél3e haben.

Die Transfektion wird durch die GroRe der Partikel beeinflusst, da die
endozytotische Aufnahme in Zellen groRenabhangig erfolgt (Rejman et al. 2004).
Die GroRe der Partikel ist aulerdem flr den in vivo-Einsatz als Gentransfersystem
malfgeblich. Dieser erfordert PartikelgroRen von ~ 200 nm. Grélkere Komplexe
werden Uber das mononukleare Phagozytensystem (MPS) der Leber, der Milz und
des Knochenmarks innerhalb von 15 - 30 min aus der Blutbahn eliminiert (Khalil et
al. 2006; Lewrick 2008; Hillaireau & Couvreur 2009).

3. Der Scale-up der Komplexherstellung aus dem Labormal3stab in den

Produktionsmal3stab muss in GMP-Qualitat méglich sein.

Neben der Effizienz der Transfektion wird das Potenzial eines Gentransfersystems
durch die Mdglichkeit einer gro3technischen Herstellung bestimmt (Zelphati et al.
1998; Kiefer et al. 2004).

4. Die Komplexe sollten lyophilisierbar und bei Lagerung stabil sein.

Eine groltechnische Herstellung der Komplexe verlangt gleichzeitig die
Lagerstabilitat der Komplexe (Zelphati et al. 1998; Clement et al. 2005; Molina &
Anchordoquy 2008).

5. Die Komplexe sollten eine geringe Zelltoxizitat aufweisen.

Lipid/DNA-Komplexe sind fur Zellen untoxisch, solange die Nettoladung der
Komplexe neutral oder nur schwach positiv bzw. negativ ist. Mit steigendem Anteil

an kationischem Lipid steigt im Regelfall die Zelltoxizitat (Kiefer et al. 2004).

Die vorliegende Arbeit stellt verschiedene Herstellungsmethoden fur Lipid/DNA-Komplexe
vor und pruft, inwieweit das oben genannte Anforderungsprofil erfullt wird. Fir die
rationelle Entwicklung einer Komplex-Zielstruktur muss darlber hinaus das zellulare
Anforderungsprofil bekannt sein. Der aktuelle Wissenstand von Aufnahme und zellularer

Prozessierung nanopartikularer Systeme wird im Folgenden kurz zusammengefasst.
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1.4 Zellulare Assoziation und Prozessierung lipid-basierter

nanopartikularer Gentransfersysteme

1.4.1 Zellulare Assoziation

Der erste Kontakt zwischen Lipid/DNA-Komplex und Zielzelle findet an der Zellmembran
statt. Diese stellt damit die erste Barriere einer erfolgreichen Transfektion dar.

In der vorliegenden Arbeit werden die extrazellulare Bindung und die anschlieRende
Internalisierung der Lipid/DNA-Komplexe als zellulare Assoziation zusammengefasst.

Die extrazellulare Bindung ist abhangig von der Nettoladung und der GroRRe der
eingesetzten Komplexe (Zelphati et al. 1998; Ross & Hui 1999; Rejman et al. 2004; Khalil
et al. 2006; Ewert et al. 2008). Die Ladung der Komplexe lasst sich durch das Verhaltnis
der negativ geladenen DNA zum positiv geladenen Lipid einstellen. Geladene Komplexe
zeigen eine starkere extrazellulare Bindung als ungeladene Komplexe, da sie mit
geladenen Membranabschnitten interagieren konnen. In diesem Zusammenhang werden
Integrin-Rezeptoren (Zuhorn et al. 2007b) und negativ geladene Heparin-Sulfat-
Proteoglykane (Zuhorn et al. 2007a) als Bindungstellen fir positiv geladene Komplexe
diskutiert. Fir bestimmte kationische Lipide konnte aul’erdem eine Assoziation mit Toll-
like 4-, MD-2- und CD 14-Rezeptoren gezeigt werden (Lonez et al. 2009). Diese
Rezeptoren sind an der Zellassoziation von bakteriellen Lipopolysacchariden beteiligt
(Jerala 2007). Eine Aktivierung dieser Rezeptoren |0st intrazellulare Signalkaskaden aus,
die in der Produktion von Cytokinen (Interleukine, Tumornekrosefaktor a) resultieren.
Kurzlich konnte eine solche zellulare Aktivierung durch kationische Lipide mit einer
Amidin-Kopfgruppe in dendritischen Zellen nachgewiesen werden (Tanaka et al. 2008).
Die durch die Aktivierung von Signalkaskaden vermittelte Reaktion der Zelle auf die
Assoziation von Lipid/DNA-Komplexen stellt ein neues Forschungsgebiet dar, das bisher
kaum betrachtet wurde.

Als Bindungsstelle fur anionische Komplexe wird eine unspezifische Interaktion mit
Scavenger-Rezeptoren diskutiert (Rigotti ef al. 1995; Lonez et al. 2009).

Neben der Eigenladung der Komplexe spielt die GroRe und damit die Sedimentation der
Komplexe auf die Plasmamembran bei der extrazellularen Bindung in vitro eine Rolle
(Rakhmanova et al. 2004; Rejman et al. 2004; Khalil et al. 2006; Zuhorn et al. 2007a). Da
neutrale Komplexe sich nicht gegenseitig abstol3en, lagern sie sich haufig zu besonders

grolien Aggregaten zusammen (Zelphati et al. 1998; Zuhorn & Hoekstra 2002; Wasungu &
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Hoekstra 2006). Die starke Sedimentation dieser Komplexe erhoht die extrazellulare
Bindung unspezifisch (Ross & Hui 1999).

Daruber hinaus berichten einige Studien von einer Abhangigkeit extrazellularer Bindung
und der Lipidzusammensetzung der Partikel (Lonez et al. 2009).

Die Aufklarung der extrazellularen Bindung von Lipid/DNA-Komplexen an die Zielzelle
stellt eine wichtige Information fur die Entwicklung einer Komplex-Zielstruktur dar: sowonhl
die Lipidzusammensetzung (Lonez et al. 2009), als auch die Grolde (Ross & Hui 1999) und
Ladung (Payne et al. 2007) der Partikel beeinflussen die extrazellulare Bindung. Ist der
Assoziationsmechanismus eines Zellmodells bekannt, kann die Komplexherstellung
entsprechend angepasst werden. Daruber hinaus besteht die Moglichkeit des gezielten
Ansteuerns von Zellrezeptoren (aktives targeting). Dies ist fur Lipid/DNA-Komplexe
beschrieben, die mit dem RGD-Peptid an der Oberflache funktionalisiert sind und somit
spezifisch an die Integrin-Rezeptoren der Zielzelle binden kdnnen (Harvie et al. 2003).
Nach extrazellularer Bindung der Komplexe an die Plasmamembran erfolgt die Aufnahme
in das Zellinnere. Dies gelingt durch das Abschnuren von Komplex-assoziierten
Abschnitten der Plasmamembran in das Zellinnere (Endozytose) (Zuhorn et al. 2002). Die
Fusion der Komplexe mit der Plasmamembran scheint dabei eine untergeordnete Rolle zu
spielen (Oberle et al. 2000; Zuhorn & Hoekstra 2002). Die endozytotische Aufnahme der
Komplexe stellt einen aktiven Zellprozess dar, der ATP-vermittelt ablauft und an dessen
Ende die Komplexe in intrazellularen Vesikeln vorliegen. An der endozytotischen
Aufnahme in Zellen wird intensiv geforscht und im Folgenden wird der aktuelle

Wissensstand kurz zusammengefasst.

1.4.2 Endozytose

Als Endozytose bezeichnet man die Aufnahme von Stoffen in das Innere einer Zelle Uber
das Abschnuren von Abschnitten der Plasmamembran, an denen der zu transportierende
Stoff assoziiert vorliegt (Le Roy & Wrana 2005). Dafur muss ein Stoff zunachst erkannt
(cargo selection) (vgl. 1.4.1), anschlieBend an der Plasmamembran assoziiert (ligand
binding) und schlieBlich in Vesikel eingepackt und abgeschnirt (scission) werden (Abb. 1-
5). Die einzelnen Endozytoseschritte koénnen unterschiedlich gestaltet sein und
dementsprechend konnen einzelne Endozytosewege unterschieden werden (Mayor &
Pagano 2007). Fir die Transfektion lipid-basierter nanopartikularer Gentransfersysteme ist

von besonderer Bedeutung, dass die verschiedenen Endozytosewege der Zelle in
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unterschiedlichen Endozytosekompartimenten enden (trafficking, processing) (Huth 2005).

Der Endozytoseweg bestimmt damit das intrazellulare Schicksal der Gentransfersysteme.

Ligand binding Cargo selection Scission
A
- Qi s
4 =
’0. "‘
a Y'}Y i Kinases *,
4 B :
= Phosphatases e
Y Regulation ;0 uitylation &«
GTPases, GEFs, Trafficking
GAPs
Lipid
Coat proteins Adaptors Other proteins Riee

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung der Endozytose

In den letzten Jahren intensiver Endozytoseforschung hat sich die Anzahl potenzieller
Endozytosewege standig vergroRert. In Abbildung 1-7 ist eine aktuelle Aufstellung

dargestellt.

1.4.2.1 Clathrin-abhangige Endozytose

Die Entdeckung der Clathrin-abhangigen Endozytose liegt bereits Uber 40 Jahre zurlck
(Roth & Porter 1964; Benmerah & Lamaze 2007) und stellt damit den Ausgangspunkt der
Endozytoseforschung dar. Die Klassifizierung in Clathrin-abhangige und Clathrin-
unabhangige Endozytose ist heute etabliert und basiert auf der Abgrenzung neu
entdeckter Endozytosewege von den inzwischen detailliert beschriebenen Mechanismen
der Clathrin-Endozytose (Le Roy & Wrana 2005; Mayor & Pagano 2007; Gong et al.
2008).

Clathrin-abhangige Endozytose verlauft sowohl konstitutiv, also unabhangig von einer
Ligandenbindung des Rezeptors (z.B. Transferrin, low density lipoprotein), als auch
liganden-aktiviert (z.B. epidermal growth factor) (Benmerah & Lamaze 2007). Die
Erkennung von Stoffen erfolgt Uber membranstandige Rezeptoren (vgl. 1.4.1), die darauf
hin die Endozytose durch zytoplasmaseitige Endozytosemotive der Rezeptoren aktivieren.
Nach Aktivierung werden Membranabschnitte ausgebildet, die eingebuchtet sind und
zytoplasmaseitig einen netzartigen Uberzug des Proteins Clathrin enthalten (clathrin
coated pits). lhre GrofRe betragt 100 - 150 nm (Khalil et al. 2006). Die Rekrutierung der
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Clathrin-Proteine an die Plasmamembran wird Uber verschiedene Adaptorproteine (AP-2-
Komplex, EPS 15, Epsin) vermittelt, die mit den Endozytosemotiven der Rezeptoren
interagieren (Le Roy & Wrana 2005). Das anschlieBende Abschniren der
Endozytosevesikel katalysiert die GTPase Dynamin. Nach Abstreifen des Clathrin-
Uberzugs werden die Vesikel zu friihen Endosomen prozessiert (Gruenberg 2001). Von
dort konnen die endozytierten Stoffe Uber Recycling-Endosomen wieder an die
Plasmamembran zurlcktransportiert oder zu multivesikularen Korpern, spaten
Endosomen und Lysosomen weiter prozessiert werden. Ob der Transport zum nachsten
endosomalen Vesikel durch Fusion oder Reifung der Ausgangsvesikel entsteht, ist bisher
unklar (Spang 2009). Beim Transport zwischen verschiedenen Endosomen spielen Rab-
GTPasen eine wichtige Rolle (Le Roy & Wrana 2005; Wong et al. 2007; Spang 2009).
Wahrend Recycling bei Membranrezeptoren haufig beobachtet wird (LDL-Rezeptor,
Transferrin-Rezeptor), stellt die Prozessierung zu Lysosomen den klassischen
Entsorgungsweg der Zelle dar (z.B. EGF). Frihe und spate Endosomen sowie Lysosomen
zeichnen sich durch fallende intravesikulare pH-Werte aus, die durch ATP-abhangige
Protonenpumpen aufgebaut werden (Hillaireau & Couvreur 2009). Lysosomen enthalten
schlie3lich eine Vielzahl von Hydrolasen (u.a. Nukleasen, Lipasen), die im sauren Milieu
dieser Kompartimente (pH 4,5 -5,5) hochaktiv sind und so dorthin prozessierte Stoffe
enzymatisch abbauen konnen (Luzio et al. 2007). Daneben konnen einige Stoffe (z.B.
Cholera Toxin) aus endosomalen Vesikeln in das Zytoplasma freigesetzt oder zum Golgi-

Apparat weiter transportiert werden (Torgersen et al. 2001).

1.4.2.2 Clathrin-unabhangige Endozytose: Caveolae-abhangige Endozytose und

lipid rafts

Die Entdeckung omegaférmiger, flacher Einstlulpungen der Plasmamembran geht auf
elektronenmikroskopische Versuche von Blutkapillaren aus dem Jahr 1953 zurlck (Parton
& Simons 2007). Sie unterscheiden sich durch ihre GrolRe von 60-80 nm und die
Abwesenheit eines Clathrin-Uberzugs von den clathrin coated pits. Darliber hinaus ist ihr
Vorkommen auf einige Zellarten beschrankt, in denen sie daflir besonders haufig auftreten
(z.B. glatte Muskelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Adipozyten, Pneumozyten).

Heute werden Caveolae-Strukturen den lipid rafts der Plasmamembran zugeordnet
(Nichols 2003). Dies sind kleine, heterogene Bereiche der Plasmamembran, die einen
hohen Anteil an Cholesterol und Sphingolipiden besitzen. Lipid rafts sind dicker als der

Rest der Plasmamembran und stellen Interaktionsplattfomen fir Proteine dar (Abb. 1-6).
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Caveolae sind eine Sonderform der lipid rafts, in denen das Protein Caveolin durch
Cholesterolbindung zur Stabilisierung der lipid rafts beitragt. Es sind 3 verschiedene
Caveoline bekannt: Caveolin-1 und Caveolin-2 sind Caveolae-Bestandteile von Nicht-
Muskelzellen, wahrend das Protein Caveolin-3 in Muskelzellen vorkommt (Williams &
Lisanti 2004). Lipid vrafts und damit auch Caveolae sind durch ihre
Interaktionsmoglichkeiten mit Proteinen Schaltstellen der Zelle und Ubertragen zahlreiche
Signale in das Zellinnere (Signaltransduktion) (z.B. Calcium-Regulation, eNOS-Regulation,
Fettsaure-Regulation, Cholesterol-Regulation) (Parton & Simons 2007).

500 nm

Abbildung 1-6: Atomic force microscopy von lipid rafts

Darstellung von lipid rafts (rot), die in der Plasmamembran (blau) eingebettet sind. Lipid
rafts sind Interaktionsplattformen fur Proteine (gelb). Aus D.E. Saslowsky et al., J. Biol.
Chem. 277: 26966-26970, 2002, in (Alberts et al. 2008).

Erst 40 Jahre nach ihrer elektronenmikroskopischen Entdeckung konnte die Beteiligung
der Caveolae an der Endozytose bewiesen werden (Carver & Schnitzer 2003; Le & Nabi
2003). Eine Beteiligung der Caveolae an der Endozytose und Transzytose von Albumin
konnte ebenso gezeigt werden (Schnitzer et al. 1994) wie an der Infektion einiger Toxine
(z.B. Cholera Toxin) (Le & Nabi 2003; Chinnapen et al. 2007).

Der exakte Mechanismus von Zellerkennung, Vesikelbildung und Abschnulrung ist noch
nicht im Detail verstanden. Wie bei der Clathrin-abhangigen Endozytose wird die
Abschnirung der Vesikel durch die GTPase Dynamin vermittelt. Bei der Zellerkennung

von Proteinen wird die Beteiligung von Glykophosphatidylinositol-Ankern diskutiert, die
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eine Konzentrierung in lipid rafts und eine anschlieiende Endozytose nach Proteinbindung
einleiten konnten (Le Roy & Wrana 2005).

Pelkmans beschrieb 2001 die Endozytose des simian virus 40 (SV 40) nach Assoziation
an Caveolae der Plasmamembran in endosomale Vesikel (Caveosomen) und ermoglichte
so erste Einblicke in die exakte intrazellulare Prozessierung (Pelkmans et al. 2001).
Caveosomen unterscheiden sich von den fruhen Endosomen der Clathrin-abhangigen
Endozytose durch einen neutralen pH-Wert und die Anwesenheit des Proteins Caveolin.
Der Virus wird von dort zum Endoplasmatischen Retikulum der Zellen weiterprozessiert.
Eine vergleichbare Prozessierung zum Endoplasmatischen Retikulum und von dort weiter
zum Golgi-Apparat ist fir Cholera Toxin beschrieben (Chinnapen et al. 2007), wahrend
Nabi fur das Cytokin autocrine motility factor eine andere Caveolae-abhangige
Prozessierung von den Caveolae der Plasmamembran direkt zum Endoplasmatischen
Retikulum beschreibt (Le & Nabi 2003).

Beide zellulare Prozessierungen ermoglichen die Umgehung des lysosomalen Abbaus
und haben daher das Interesse an einem gezielten Ansteuern (fargeting) der Caveolae-
abhangigen Endozytose geweckt (Gumbleton et al. 2003; Tarrago-Trani & Storrie 2007,
van der Aa et al. 2007). Die aktuelle Endozytoseforschung zeigt jedoch, dass das
Ansteuern des Caveolae-Wegs nicht automatisch die Umgehung der Lysosomen zur
Folge hat. So konnte die Fusion von Endozytosevesikeln, die von Caveolae der
Plasmamembran abgeschnurt wurden, mit frihen Endosomen gezeigt werden (Wong et
al. 2007).

1.4.2.3 Clathrin-unabhangige Endozytose: Makropinozytose

Wahrend alle anderen Endozytosewege die Aufnahme von Stoffen Uber Einstilpungen der
Plasmamembran vermitteln, bilden sich bei der Makropinozytose 0,2 - 10 um grol3e
Ausstilpungen der Plasmamembran aus (Swanson 2008). Die charakteristische Form und
Grolde dieser Membranausstiulpungen ermaoglichte deren Entdeckung bereits im Jahr 1931
(Swanson & Watts 1995). An der Ausbildung und anschlieRenden Abschnirung von
Vesikeln (Makropinosomen) ist das Aktin-Zytoskelett wesentlich beteiligt. Das Abschntren
von der Plasmamembran verlauft nicht Dynamin-abhangig, sondern unter der Beteiligung
des Proteins CtBP1/BARS (Miaczynska & Stenmark 2008). Die Regulation der
Makropinozytose ist im Detail bisher nicht verstanden (Gong et al. 2008). Die Bedeutung
der Makropinozytose liegt in der zellularen Aufnahme groRRer Fllssigkeitsmengen und der

darin geldsten Nahrstoffe. Diese Aufnahme findet in einigen Zelltypen konstitutiv statt
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(Makrophagen, dendritische Zellen). Daneben ist die Aktivierung der Makropinozytose
durch eine Stimulation der Proteinkinase C beschrieben (Swanson 1989). Das
intrazellulare Schicksal der Makropinosomen ist zellabhangig (Khalil et al. 2006): sie
konnen zu den Lysosomen der Zelle transportiert werden (Meier & Greber 2003) oder
ohne weitere Fusion selbstandig in der Zelle fortbestehen und als Recycling-Endosomen
fungieren (Swanson & Watts 1995).

Die Phagozytose von Fremdpartikeln (z.B. tote Zellen, Mikroorganismen) verlauft nach
einem ahnlichen Muster wie die Makropinozytose (Swanson 2008). Auf die nahere
Betrachtung der Phagozytose wird an dieser Stelle allerdings verzichtet, da dieser
Aufnahmemechanismus auf spezialisierte Zellen beschrankt ist (Hillaireau & Couvreur
2009).

1.4.2.4 Weitere Clathrin-unabhdngige Endozytose

In den letzten Jahren konnte eine Reihe weiterer Endozytosewege beschrieben werden.
Altere Klassifizierungsversuche unterscheiden die Endozytosewege anhand der
unterschiedlichen Ausgestaltung der Plasmamembran. Diesem Ansatz konnte mit der
Flotillin-abhangigen Endozytose ein weiterer Endozytoseweg beigeflugt werden (Payne et
al. 2007; Gong et al. 2008). Flotillin ist ein Protein der Plasmamembran, das ahnlich wie
Caveolin in lipid rafts vorkommt und diese stabilisiert (Gong et al. 2008). Payne beschreibt
die Aufnahme von Proteoglykanen Uber eine Flotillin-abhangige Endozytose und die
zellulare Prozessierung in spate Endosomen (Payne et al. 2007). Dies ist fir die
Endozytose von Lipid/DNA-Komplexen interessant, da Proteoglykane als mdgliche
Bindungsstellen fur Lipid/DNA-Komplexe an der Plasmamembran diskutiert werden (vgl.
1.4) (Payne et al. 2007).

Neue molekularbiologische Technologien — insbesondere siRNA und Gen-knock down -
haben der Endozytoseforschung neue Zugangsmdglichkeiten erdffnet (Sandvig et al.
2008). Mit Hilfe dieser neuen Techniken wurde die Abschnurung der Vesikel von der
Plasmamembran genauer untersucht und festgestellt, dass entweder die GTPase
Dynamin oder ersatzweise eine andere GTPase (RhoA-GTPase, Arf6-GTPase, cdc42-
GTPase) bei diesem Prozess mitwirkt. Mayor und Pagano entwickelten auf Grundlage
dieser Versuche eine GTPase-abhangige Klassifizierung der Endozytosewege (Mayor &
Pagano 2007). Den beiden ausschlieBlich Dynamin-abhdngigen Endozytosewegen
Clathrin und Caveolae figen sie dementsprechend die RhoA-abhangige Endozytose, Arf6-

abhangige Endozytose und cdc42-abhangige Endozytose hinzu.
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Einen weiteren interessanten Klassifzierungsansatz startete Pelkmans im Jahr 2005 mit
der Prufung aller menschlichen Kinasen (Kinom) auf eine Beteiligung an der Regulation
der Clathrin- und Caveolae-abhangigen Endozytose (Balklava & Grant 2005; Pelkmans et
al. 2005). Die siRNA-Versuche dieser Arbeit zeigten, dass von den 590 untersuchten
Kinasen mehr als 1/3 an der Regulation der Endozytose beteiligt waren. Dartber hinaus
konnte neben der Verknupfung beider Endozytosewege auch die Verknipfung mit
Zellwachstum, Proliferation und Zelladhasion gezeigt werden.

Bei der intrazellularen Prozessierung der verschiedenen Endozytosewege gibt es
vergleichsweise wenige neue Daten. Zwar konnte gezeigt werden, dass
Glykophosphatidylinositol-gebundene Proteine nach Abschnlirung Uber die cdc42-GTPase
in bisher unentdeckte endosomale Kompartimente prozessiert werden (GPl-enriched-
early-endosomal-compartments, GEEC), in den meisten Fallen Clathrin-unabhangiger
Endozytose zeigte sich jedoch nach zellularer Aufnahme die Prozessierung in frihe oder
spate Endosomen, wie sie fur die Clathrin-abhangige Endozytose bekannt ist (Mayor &
Pagano 2007).
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Abbildung 1-7: Ubersicht der Endozytosewege
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1.4.3 Zellulare Prozessierung lipid-basierter nanopartikularer
Gentransfersysteme

Die zellulare Aufnahme und Prozessierung nanopartikularer Systeme kann grundsatzlich
in Phagozytose und ,klassische” Endozytose unterteilt werden (Hillaireau & Couvreur
2009). Durch Phagozytose werden nanopartikulare Systeme in die Organe des
mononukledaren Phagozytensystems (MPS), deren Zellen besonders aktiv phagozytieren,
transportiert. Dies wird inzwischen sowohl bei der Behandlung von Tumoren des MPS
(z.B. Lebermetastasen) als auch bei der antibiotischen, antiviralen und fungiziden
Therapie von Krankheitserregern, die sich in den Makrophagen des MPS anreichern (z.B.
Mycobacterium tubercolosis), ausgenutzt (Hillaireau & Couvreur 2009). Handelt es sich
hingegen nicht um eine Erkrankung der MPS-Organe, fliihrt die Phagozytose zum Abbau
der Partikel und ist daher unerwunscht (vgl. 1.3).

Da die Phagozytose auf eine begrenzte Anzahl spezialisierter Zellen beschrankt ist
(Hillaireau & Couvreur 2009), konzentriert sich die Entwicklung von Gentransfersystemen
auf die ,klassischen“ Endozytosewege. Fur die Prozessierung nanopartikularer Systeme
sind bisher Clathrin-, Caveolae-Endozytose und Makropinozytose beschrieben (Goncalves
et al. 2004; Rejman et al. 2005; Khalil et al. 2006; Wong et al. 2007; Hufnagel et al. 2009).
Die vorliegende Arbeit pruft die Aufnahme und intrazellulare Prozessierung von Lipid/DNA-
Komplexen entlang dieser drei Endozytosewege.

Als gemeinsame Barriere einer erfolgreichen Transfektion bleibt allen Endozytosewegen
der Einschluss der Komplexe in endosomale Vesikel. Fur die Clathrin-abhangige
Endozytose und die Makropinozytose ist eine Reifung dieser Vesikel (frihe Endosomen,
Makropinosomen) bei intrazellularer Prozessierung beschrieben, die sich in einer pH-
Absenkung und VergroRerung der Vesikel auRert (Spang 2009). Uber Caveolae-
Endozytose prozessierte Vesikel (Caveosomen) besitzen hingegen einen neutralen pH-
Wert und weisen keinen vergleichbaren Reifungsprozess auf (Pelkmans et al. 2001).

Fur die Freisetzung der Komplexe bzw. der dekomplexierten therapeutischen DNA aus
endosomalen Vesikeln werden verschiedene Mechanismen diskutiert (Hoekstra et al.
2007):

1. Osmotische Zerstorung: Fur Polyethylenimin-Polyplexe ist die Freisetzung aus
Endosomen durch osmotische Zerstorung beschrieben (Akinc et al. 2005). Die
Polymere werden bei sinkendem pH-Wert innerhalb der Endosomen verstarkt
protoniert. Dies fuhrt zum Einstromen von Chlorid-lonen zum Ladungsausgleich,

damit zur Anhebung des osmotischen Drucks und schlief3lich zum Platzen der
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Endosomen. Die vorliegende Arbeit untersucht die Freisetzung von Lipid/DNA-

Komplexen aus endosomalen Vesikeln mit Hilfe osmotisch aktiver Substanzen.

2. Fusion mit der endosomalen Membran: Die Fusion der Komplexe konnte durch
eine Phasenumwandlung der Lipidstruktur von lamellar zu invers-hexagonal
stimuliert werden. Eine solche Phasenumwandlung wird bei sinkendem pH-Wert
moglicherweise durch eine Ladungsanderung des kationischen Lipids ausgelost.
Die Lipidmischung liegt dann nicht weiter lamellar sondern durch das Helferlipid
DOPE gepragt invers-hexagonal vor (Siegel & Epand 1997; Rakhmanova et al.
2004; Zuhorn et al. 2007a). Dadurch wird eine Steigerung der Transfektion
ermdglicht (Zuhorn et al. 2005). Eine weitere Moglichkeit endosomaler Freisetzung
ist die lonenpaarbildung mit einem anionischen Lipid (Hafez et al. 2001; Zuhorn et
al. 2007a). In diesem Zusammenhang wird der Ubergang des anionischen
Phospholipids Phosphatidylserin von der Aulienseite der endosomalen Membran
an die Innenseite (flip-flop) und eine anschlie®ende Fusion mit dem kationischen
Lipid des Komplexes diskutiert (Xu & Szoka 1996; Zuhorn et al. 2007a). Fur diese
Interaktion bedarf es keiner Absenkung des pH-Werts, so dass die Freisetzung
nicht nur aus aciden Endosomen sondern auch aus neutralen Caveosomen erklart
werden kann (Zuhorn et al. 2007a). Die Fusion mit der endosomalen Membran
konnte zur Destabilisierung und Porenbildung fuhren und damit die Freisetzung der
DNA ermoglichen (Zuhorn et al. 2007a).

Die Kenntnis des endozytotischen Aufnahmemechanismus der Lipid/DNA-Komplexe in die
Zielzelle ermoglicht die rationelle Anpassung der Komplex-Zielstruktur im
Herstellungsprozess: so konnte fur die Clathrin-abhangige Endozytose eine Praferenz fur
PartikelgrofRen von 50 - 200 nm in der Zelllinie B16-F10 gezeigt werden, wahrend groRere
Partikel (500 nm) bevorzugt Uber Caveolae-abhangige Endozytose aufgenommen werden
(Rejman et al. 2004; Schifter 2008). Harush-Frenkel beschreibt die Abhangigkeit von
endozytotischer Prozessierung und Ladung der nanopartikularen Systeme und zeigt eine
starkere Prozessierung anionischer Partikel zu den Lysosomen der Zelle (Harush-Frenkel
et al. 2008). Auler Uber die Ladung kann die endosomale Freisetzung auch Uber die
Lipidzusammensetzung der Komplexe beeinflusst werden (Hoekstra et al. 2007). Neben
diesen passiven targeting-Strategien ist bei Kenntnis des prozessierenden
Endozytoseweges das gezielte Ansteuern (aktives targeting) mit Hilfe von oberflachlich
gebundenen Liganden (homing device) des entsprechenden Endozytosewegs moglich

(Lewrick 2008). Beispiele fur solche Funktionalisierungen lipid-basierter nanopartikularer
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Gentransfersysteme sind Transferrin-modifizierte Lipid/DNA-Komplexe fir die Clathrin-
abhangige Endozytose (Joshee et al. 2002) und Lektin-modifizierte Lipid/DNA-Komplexe
fur die Caveolae-abhangige Endozytose (Bunjes 2009).

1.4.4 Methoden zur Untersuchung der zellularen Assoziation und
Prozessierung lipid-basierter nanopartikularer Gentransfersystemen

1.4.4.1 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein etabliertes optisches Messsystem,
das Streulicht- und Fluoreszenzsignale einzelner Partikel, meistens Zellen, analysiert
(Darzynkiewicz et al. 1999). Die Intensitat des Streulichtes, das parallel (forward scatter)
und gleichzeitig im 90° Winkel (sideward scatter) zu einem eintreffenden Laserlicht
detektiert wird, ist von der Partikelgrole und -morphologie (Granularitat) abhangig.
Dadurch kann in jeder Zellprobe die Population vitaler Zellen von derjenigen toter Zellen
getrennt werden (gating). Die Analyse der zellularen Assoziation fluoreszenzmarkierter
Partikel (z.B. Lipid/DNA-Komplexe) erfolgt durch Anregung des Farbstoffs mit einem Laser
und Detektion des emittierten Fluoreszenzlichts im 90° Winkel. Je nach verwendetem
Farbstoff stehen unterschiedliche Laser (488 und 635 nm) und Emissionsfilter (FL1 — FL4)
zur Verflgung. Mit Hilfe des gleichzeitig detektierten Streulichts lasst sich die Analyse auf
die Population vitaler Zellen beschranken. Die Untersuchung der zellularen Transfektion
verlauft analog, wobei statt fluoreszenzmarkierten Partikeln ein Reportergen, das fur ein
fluoreszierendes Protein codiert, in die Zellen eingebracht wird.

Bei der Auswertung der Daten kann das Ausmal} zellularer Assoziation bzw. Transfektion
durch die Veranderung der durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat (mean) der
betrachteten Zellpopulation ausgedrickt werden. Alternativ kann die Anzahl an Zellen
angegeben werden, deren Fluoreszenzintensitat durch Assoziation oder Transfektion
einen an einer Kontrollpopulation ausgerichteten Schwellenwert (gate, marker)
Uberschreitet (Abb. 1-8). In der vorliegenden Arbeit wird das Ausmal} zellularer

Assoziation und Transfektion als Zellanzahl angegeben.
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Abbildung 1-8: Datenanalyse in der Durchflusszytometrie

Reprasentative Darstellung einer durchflusszytometrischen Messung von A-10 Zellen
nach 5h Inkubation von Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m). Verschiebung des
Fluoreszenzhistogramms im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Auswertung Uber
Marker M1 und Anzahl fluoreszierender Zellen (% Gated) oder durchschnittliche
Fluoreszenz der Zellpopulation (Median oder Mean).

Um den Aufnahmemechanismus und die zellulare Prozessierung von internalisierten
Partikeln zu untersuchen, werden einzelne Endozytosewege mit Hilfe endozytoseaktiver
Substanzen blockiert oder aktiviert (Huth et al. 2006).

1.4.4.2 Konfokale Mikroskopie

Marvin Minsky entwickelte und patentierte bereits im Jahr 1957 das erste konfokale
Mikroskop (Minsky 1961). Es dauerte jedoch tber 30 Jahre, bis in den 1990er Jahren die
Weiterentwicklungen der Datenverarbeitung dieser Methode zum entscheidenden
Durchbruch verhalfen. Heute ist konfokale Mikroskopie der Goldstandard der
Zellmikroskopie und wird daher auch in dieser Arbeit intensiv genutzt.

Um die verschiedenen Anwendungen dieser Technik in der vorliegenden Arbeit zu
verstehen, sollen die Grundlagen der konfokalen Mikroskopie kurz naher erlautert werden.
Durch die Wellennatur des Lichts wird eine Punktlichtquelle immer als leuchtende Scheibe
mit konzentrischen Kreisen (airy disk, nach dem englischen Astronom George B. Airy) im
Mikroskop dargestellt, deren Durchmesser durch die numerische Apertur des Objektivs
und die Wellenlange des Lichts bestimmt wird. Zwei Punkte konnen mikroskopisch

aufgelost werden, wenn der Abstand der beiden Punkte nicht grof3er ist als deren airy disk.
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Alle mikroskopischen Methoden besitzen daher eine laterale Auflosung, die durch die
Objektivlinsen und den Brechungsindex der Probe begrenzt ist.

Die maximale laterale Aufldésung nach Abbe gilt fur eine perfekte Optik (keine spharischen
oder chromatischen Aberrationen) und ein planares Objekt. In der Zellmikroskopie handelt
es sich jedoch in aller Regel um dreidimensionale Objekte. Bei der Mikroskopie dieser
Objekte verschlechtern Fluoreszenz- und Streulichtsignale, die Uber- oder unterhalb der
Brennebene liegen, den Kontrast des Bildes. Diese Storsignale werden im konfokalen
Mikroskop durch eine zusatzliche Lochblende ausgeblendet und die Tiefenscharfe somit
verbessert. Die maximale laterale Auflésung und Tiefenscharfe eines dreidimensionalen
Objekts kann erreicht werden, wenn die GrolRe der Lochblende dem Durchmesser der airy
disk des Objekts angepasst wird (Lochblende = 1 airy disk). Nur dann arbeitet das
Mikroskop konfokal, das heif3t Bildpunkt und Objektpunkt haben denselben Fokus. Diese
Einstellung wird in dieser Arbeit fur alle Kolokalisationsstudien verwendet. Eine starkere
Verkleinerung der Lochblende ist nicht zu empfehlen, da gleichzeitig die Anzahl an
Photonen, die den Detektor erreichen, abnimmt. Ein beweglicher z-Scanning-Tisch erlaubt
zusatzlich das Abtasten einer fokalen Ebene (x,y-Ebene) in z-Richtung. Dank der
Weiterentwicklungen in der Datenverarbeitung kann aus den Einzelbildern so ein 3D-Bild
generiert werden (optical sectioning).

Die konfokale Mikroskopie ermoglicht die exakte raumliche Lokalisierung internalisierter
Partikel und fluoreszenzgefarbter Zellkompartimente (Kolokalisation) und liefert somit
wichtige Informationen Uber die zellulare Prozessierung. Das Ausmal’ an Kolokalisation ist
mit  Hilfe geeigneter Bildbearbeitungssoftware  berechenbar und wird als

Kolokalisationskoeffizient angegeben.
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1.4.4.3 Spectral Bio-Imaging

Mit dem Spectral Bio-Imaging System SpectraCube™ SD-200H steht ein optisches
Messsystem zur Verfligung, das eine Kombination aus Fourier-Spektroskopie und
Fluoreszenzmikroskopie  darstellt. Diese  Kombination  spektrometrischer und
spektroskopischer Methoden ermoglicht, in jedem Bildpunkt eines zweidimensionalen
Bildes ein komplettes Spektrum des emittierten Lichts zu messen (Malik et al. 1996; Huth
et al. 2004).

Emissionsspektrum
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Abbildung 1-9: Spectral Unmixing mit dem SpectraCube™
Reprasentative Darstellung: MDCK Il Zellen nach 5 h Inkubation mit Texas-Red Dextran
(gelb) und Lipid/Cy3-DNA-Komplexen (rot).

Die Anwendung von Spectral Bio-Imaging ermoglicht die exakte spektrale Auftrennung
einer Kolokalisation (Abb. 1-9). Die Analyse von Kolokalisationsstudien wird in der
vorliegenden Arbeit jeweils mit konfokaler Mikroskopie und Spectral Bio-Imaging
durchgefuhrt und so eine exakte raumliche und spektrale Auftrennung gewahrleistet
(Schneider & Suss 2010).
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1.5 Intrazellulare Dissoziation lipid-basierter nanopartikularer

Gentransfersysteme

Ein Vergleich der verschiedenen Freisetzungsmechanismen aus endosomalen Vesikeln
zeigt, dass je nach zugrunde liegendem Mechanismus der gesamte Komplex oder die
DNA alleine in das Zytoplasma freigesetzt wird (vgl. 1.4.3). Neben dem Mechanismus der
Komplexdissoziation sind der Ort und die Effizienz der Dissoziation unklar (Hoekstra et al.
2007). In der vorliegenden Arbeit wird daher eine neue Methode entwickelt, um die

Dissoziation von Lipid/DNA-Komplexen intrazellular zu verfolgen.

1.5.1 Entwicklung eines Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-
(FRET)-Systems fur die Dissoziationsanalytik

Lipid/DNA-Komplexe stellen nanopartikulare Strukturen dar, in denen beide Komponenten,
DNA und Lipid, durch elektrostatische Wechselwirkungen einen Komplex bilden (Felgner
et al. 1987). Im komplexierten Zustand besteht demnach praktisch kein raumlicher
Abstand zwischen Lipid und DNA. Erst die Dissoziation der Lipid/DNA-Komplexe trennt
beide Komponenten raumlich voneinander. Fur die Analyse dieses Vorgangs wird daher
eine Methode bendtigt, die den Abstand beider Komponenten moglichst sensitiv (< 10 nm)
erfassen kann.

Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) ist eine wissenschaftlich etablierte
Methode zum Messen kleiner Abstande (1 - 10 nm) (Stryer 1978).

In einem FRET-Prozess uUbertragt ein kurzwellig angeregter Fluoreszenzfarbstoff (Donor)
Energie auf einen benachbarten (1-10nm) langerwelligen Fluoreszenzfarbstoff
(Akzeptor) (Abb. 1-10). Bei Anregung des Donorfarbstoffes ist demnach eine Emission des
Akzeptorfarbstoffes sichtbar. Die Effizienz dieses Energietransfers steigt antiproportional
(r°) mit dem Abstand beider Farbstoffe.
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FRET Emission

Anregung L Akzeptor /

Abbildung 1-10: Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

FRET stellt daher eine vielversprechende Methode dar, um die Dissoziation von
Lipid/DNA-Komplexen aufzuldosen. Im Gegensatz zur Dissoziationsanalytik mittels qRT-
PCR-Quantifizierung, die aus dem Komplex freigesetzte DNA erfasst (Ruponen et al.
2009), gibt die FRET-Analytik mit der Abstandsanderung beider Komplexkomponenten
den Dissoziationsprozess selbst unmittelbar wieder.

Fur die Entwicklung eines FRET-Systems fur die Dissoziationsanalytik von Lipid/DNA-

Komplexen sind folgende Anforderungen bedeutend:

1. Donor- und Akzeptorfluoreszenzfarbstoff missen einen effizienten Transfer

ermodglichen. Daflr missen beide Farbstoffe spektral Uberlappen.

2. Fur die zellulare Anwendung des FRET-Systems ist die Hintergrundfluoreszenz der
Zellen zu berucksichtigen. Da diese im blauen und grinen Spektralbereich deutlich
starker ausgepragt ist als im roten Spektralbereich, erleichtern langwellige
Farbstoffpaare die zellulare FRET-Messung (Sebestyen et al. 2002). In der
vorliegenden Arbeit wird daher ein Cy3/Cy5 Farbstoffpaar eingesetzt (Abb. 1-11).
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Abbildung 1-11: Fluoreszenzspektren von Cy3-DNA und Cy5-DOPE
Fluoreszenzspektren der Anregung und Emission von Cy3-DNA (Punkte) und Cy5-DOPE
(Linien).

Beide Farbstoffe bilden zusammen ein etabliertes FRET-Paar, in dem Anforderung 1.

hinreichend erfiillt ist.

3.

Um die Dissoziation der Lipid/DNA-Komplexe mit Hilfe dieses FRET-Paares
untersuchen zu koénnen, mussen beide Farbstoffe in den Komplex integriert
werden. Matsumoto et al. beschreiben in der Literatur ein FRET-System, in dem
beide Fluoreszenzfarbstoffe (Cy3 und Fluorescein) kovalent an die DNA gebunden
sind (Matsumoto et al. 2009). Da FRET auftritt, wenn beide Farbstoffe sich in
einem kurzen Abstand befinden, beschreibt dieses System die Faltung der DNA
innerhalb des Komplexes. Da sich bei Dissoziation der Komplexe jedoch ursachlich
der Abstand Lipid-DNA &andert und scheint ein FRET-System, das beide
Komplexkomponenten betrachtet, sinnvoller. In der vorliegenden Arbeit wird daher
sowohl die DNA (Cy3-DNA) als auch das Lipid (Cy5-DOPE) mit einem

Fluoreszenzfarbstoff angefarbt.

Die intrazellulare Dissoziationsanalytik der Lipid/DNA-Komplexe verlangt ein
FRET-System, das mit den etablierten zytometrischen Fluoreszenzmethoden
analysiert werden  kann. Dazu  zdhlen  Durchflusszytometrie  und
Fluoreszenzmikroskopie, da beide Methoden ein Ausgrenzen (outgating) aller toten

Zellen ermdglichen und ungebundener Fluoreszenzfarbstoff die Messung in der



Einleitung - 27 -

Regel nicht beeinflusst (Tron et al. 1984). Das FRET-Paar Cy3/Cy5 kann mit
beiden Methoden analysiert werden.

In der vorliegenden Arbeit gelingt die Umsetzung des beschriebenen Konzeptes in ein fur
die Dissoziationsanalytik von Lipid/DNA-Komplexen einsetzbares FRET-System. Die
Anwendbarkeit dieser neuen Methoden wird in zwei Zellmodellen belegt.

Das Dissoziationsverhalten der verwendeten Lipid/DNA-Komplexe ist wie die zellulare
Aufnahme und Prozessierung ein wichtiger Baustein fur die rationelle Komplexherstellung.
Falls die Dissoziation von Lipid/DNA-Komplexen in Zellen unvollstandig ablauft, kann
diese durch Anderung der Ladung und Lipidzusammensetzung der Komplexe verbessert
werden. So ist fir das Helferlipid DOPE ein Einfluss auf die flissigkristalline Phase der
Komplexlipide beschrieben, der sich in besonders locker gepackten Komplexen aul3ern
kann (Wasungu & Hoekstra 2006).

1.5.2 Methoden zur Untersuchung der Dissoziation von lipid-basierten
nanopartikularen Gentransfersystemen

1.5.2.1 Durchflusszytometrie

In den Versuchen dieser Arbeit wird ein FACS-Calibur™ Durchflusszytometer verwendet,
das neben einem 488 nm Argon-Laser Uber einen zweiten Dioden-Laser mit einer
Anregungswellenlange von 635 nm verfugt. Fur die Detektion der Fluoreszenzemission
werden 4 verschiedene Fluoreszenzkanile eingesetzt. Damit sind im FACS-Calibur™ die
apparativen Voraussetzungen vorhanden, um 4 Fluoreszenzfarbstoffe in einer Zelle
gleichzeitig zu messen (Abb. 1-12). Dies wird bei der durchflusszytometrischen FRET-
Messung ausgenutzt:

10 000 Zellen werden nach Aufnahme von Cy5-DOPE/Cy3-DNA-Komplexe im

Durchflusszytometer einzeln vermessen.

1. Jede Zelle passiert zunachst den roten Diodenlaser, der den Akzeptorfarbstoff Cy5
bei 635 nm optimal anregt. Die Emission (670 nm) wird uber den Fluoreszenzkanal
4 (661 = 8 nm) gefiltert und am Photomultiplier detektiert.

2. Erst danach passiert die Zelle den Argon-Laser, von dem der internalisierte
Farbstoff Cy3 angeregt wird. Wahrend ein Teil der Energie von Cy3 als
Eigenfluoreszenz bei 570 nm abgestrahlt wird, wird der andere Teil durch die

FRET-Anregung des Akzeptors Cy5 verbraucht, der wiederum bei 670 nm
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Fluoreszenzlicht emittiert. Die Emission beider Fluoreszenzsignale erfolgt
gleichzeitig, kann durch die Fluoreszenzfilter FL2 (585 +15nm) und

FL3 (> 670 nm) allerdings aufgetrennt werden.

Die Eigenfluoreszenz der Zelle wird gleichzeitig in FL1 (530 £ 15 nm)

aufgenommen.

In den durchflusszytometrischen FRET-Versuchen dieser Arbeit werden somit 4

Fluoreszenzsignale jeder Zelle gemessen. Der kritische Punkt dieser Messungen ist die

zeitliche Trennung beider Laser-Anregungen. Eine Uberlappung beider Anregungen wiirde

zu falsch-positiven FRET-Signalen fihren, da das FRET-Signal aus FL3 in diesem Fall

durch eine direkte Anregung mit dem Dioden-Laser zu Stande kommen wirde. Um

derartige Storsignale zu vermeiden, wird die zeitliche Trennung beider Laser-Anregungen

durch entsprechende Geratekalibrierungen (time delay) Uberwacht (siehe 3.6.3).

FL1
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S piegel
1
FL 2
<“ Fluoreszenz-
7 sammellinse
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A o .
488 nm Laser le) FSC-Diode
O
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Tragerflussigkeit

Abbildung 1-12: Schematische Darstellung des Durchflusszytometers
FACS-Calibur™ aus (Bunjes 2009)
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1.5.2.2 Fluoreszenzmikroskopie

Als erganzendes optisches Messsystem fur die FRET-Analytik wird ein konfokales
Lasermikroskop eingesetzt. Wie das Durchflusszytometer ermdglicht dieses eine
spezifische Laser-Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe und eine Detektion gefilterter
Emissionssignale, so dass die einzelnen Fluoreszenzsignale getrennt voneinander
gemessen werden konnen. Der wesentliche Unterschied beider optischen Messsysteme
liegt daher nicht in der apparativen Konstruktion, sondern in der verwertbaren
Stichprobenmenge: eine durchflusszytometrische Messung besteht im Regelfall aus
10 000 Zellen und wird an mindestens 3 Einzelproben durchgefihrt. Bei Verwendung
eines  Objektivs mit geringer Vergrollerung befinden sich auf einem
fluoreszenzmikroskopischen Bild der Probe etwa 10 Zellen. Fur eine vergleichbare
Stichprobenmenge mussten demnach etwa 3000 Bilder aufgenommen und anschlie3end
analysiert werden. Um die statistische Aussagekraft dieser Methode zu verbessern, bedarf
es daher einer optimierten Aufnahmetechnik und einem effizienten Auswerteverfahren.

Carpenter entwickelte 2006 far diese Fragestellungen eine neue
Bildbearbeitungssoftware, die CellProfiler software (Carpenter et al. 2006). CellProfiler
arbeitet nach einem pipeline-Prinzip, das sich baukastenartig aus verschiedenen flexiblen
Modulen zusammensetzt. Die fur die FRET-Versuche dieser Arbeit entwickelte pipeline ist
in Abbildung 1-13 dargestellt. Zunachst werden in einem Ausschnitt der Probe jeweils ein
Durchlichtbild sowie 3 Fluoreszenzbilder (Cy3-, Cy5- und FRET-Einstellung)
aufgenommen. Mit dem Startmodul ,file processing“ wird das Laden der Bilddateien und
das anschliellende Exportieren der Daten automatisiert. Auf diese Weise werden vom
gleichen Probenausschnitt jeweils ein Durchlichtbild und die entsprechenden
Fluoreszenzbilder eingespeist. Mit dem Folgemodul ,image processing” werden die
Fluoreszenzbilder automatisch in Graubilder umgewandelt und so fur die Analyse
vorbereitet. In den Durchlichtbildern werden einzelne Zellen manuell Uber das Modul
,object identification“ segmentiert und diese als ,Zellen definierten Umrisse (outlines) auf
das Fluoreszenzbild Ubertragen. Im ,measurement‘ Modul erfolgt die Berechnung der
Fluoreszenzintensitat dieser Bildpunkte, so dass die Fluoreszenzintensitaten einzelner
Zellen schlieBlich exportiert werden kénnen. Da es sich bei den Fluoreszenzintensitaten
der Vergleichsmethode ,Durchflusszytometrie® um Integrale aus Zeit und Spannungssignal
am Photomultiplier handelt, wird fur die CellProfiler Analyse ebenfalls mit integrierten
Fluoreszenzintensitaten, Integralen aus Pixelfache der Zellen und Spannungssignal am

Photomultiplier gerechnet.
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Mit Hilfe der CellProfiler software ist es daher moéglich, Fluoreszenzintensitaten einzelner
Zellen zu messen. Im Gegensatz zur Durchflusszytometrie kann jedes Fluoreszenzsignal
daruber hinaus lokalisiert werden (Darzynkiewicz et al. 1999). Dadurch lassen sich sowohl
assoziierte und internalisierte Partikel leicht trennen, als auch die Fluoreszenzintensitat
und damit die Konzentration der Partikel in einzelnen Kompartimenten der Zelle
bestimmen. Bei der Dissoziationsanalyse von lipid-basierten nanopartikularen
Gentransfersystemen konnen durch Anwendung der CellProfiler software der Ort und das
Ausmaly der Dissoziation korreliert werden. In der vorliegenden Arbeit wird die
Aussagekraft dieser Methode durch Korrelation mit durchflusszytometrischen Messungen
Uberpruft. Dazu miussen Durchlichtbilder von Zellen zur Zellerkennung verwendet werden.
Wahrend sich in Durchlichtbildern eine automatische Zellerkennung mit dem ,object
identification® Modul schwierig gestaltet, ist diese fur die Analyse von

fluoreszenzmarkierten Zellkompartimenten bereits beschrieben (Lamprecht et al. 2007).

Object identification Image processing
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Abbildung 1-13: Schematische Darstellung der CellProfiler-Pipeline
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Eine vollautomatische und damit beschleunigte CellProfiler Analyse ist flr weitere Arbeiten
also moglich, womit dieser Methode fur die Endozytoseforschung nanopartikularer
Systeme eine grolle Bedeutung zukommt. Neben der Messung von
Fluoreszenzintensitaten steht eine Vielzahl weiterer Messparameter zur Verfligung. So
konnte in einer Kooperationsarbeit mit Herrn Dr. D. Lenz (Biologie Il, Universitat Freiburg)
die Zellviabilitat durch CellProfiler Analyse von Flache und Form von COS-7 Zellen

bestimmt werden.

1.6 Zellmodelle

Die Analysen der zellularen Aufnahme, Prozessierung und Dissoziation von lipid-basierten
nanopartikularen  Gentransfersystemen werden jeweils in zwei verschiedenen

Zellmodellen durchgefuhrt.

1.6.1 A-10 Zellen

A-10 Zellen sind glatte Muskelzellen aus der embryonalen Rattenaorta. Diese etablierte
Zelllinie (Kimes & Brandt 1976) lasst sich mit lipid-basierten nanopartikularen
Gentransfersystemen gut transfizieren (Kiefer et al. 2004), so dass der Transfektionsweg
dieser Gentransfersysteme gut analysiert werden kann. Es handelt sich um eine langsam
wachsende Zelllinie mit einer durchschnittlichen Verdopplungszeit von 70 - 100 Stunden.
Die physiologischen Eigenschaften von Muskelzellen lassen eine Aktivitat von Clathrin-

und Caveolae-abhangiger Endozytose in dieser Zelllinie erwarten (Parton & Simons 2007).

1.6.2 MDCK Il Zellen

Die Zelllinie MDCK Il ist eine Zelllinie aus den proximalen Nierentubuli eines weiblichen
Cocker-Spaniels. Die durchschnittliche Verdopplungszeit der Zellen liegt bei etwa 22 h
(Cho et al. 1989).

MDCK Il Zellen zeigen eine starke Expression von Caveolae-Strukturen an der
Plasmamembran und eignen sich daher besonders fir die Untersuchung dieses

Endozytosewegs (Bush et al. 2006). Daruber hinaus beginnen konfluente MDCK |l Zellen
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zu polarisieren, indem sie unterschiedlich besetzte apikale und basolaterale
Zellmembranseiten ausbilden. Mit der Polarisierung der Zellen andern sich auch die
Aktivitaten der Endozytosewege, so dass Caveolae nur noch an der basolateralen Seite
der Membran zu finden sind, wahrend clathrin coated pits vorwiegend apikal auftreten
(Vogel et al. 1998). Daher wird dieses Modell bei der Untersuchung richtungsabhangiger

Endozytose sowie der Transzytose haufig eingesetzt (Bomsel et al. 1989; Dupree et al.
1993).
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2. Material

2.1 Lipide und Transfektionsreagenzien

Tabelle 2-1: Lipide und Transfektionsreagenzien

Bezeichnung M Abkiirzung
[g/mol]

Bezugsquelle

DC-Cholesterol (33- 667 DC 30°
NI[N",N"'Dimethylamino
ethan)-carbamoyl]-
Cholesterol-HCL + DOPE
(Dioleoylphosphatidyl
ethanolamin) 3:7 (m/m),
lyophilisiert

Avanti Polar Lipids,
Birmingham, USA

Dioleoylphosphatidyl 743 DOPE
ethanolamin

Sigma-Aldrich, Steinheim

3B-N[N",N'Dimethyl 537 DC-Cholesterol
aminoethan)-carbamoyl]-
Cholesterol-HCL

Avanti Polar Lipids,
Birmingham, USA

Fugene® HD - Kationische
Lipidmischung
unbekannter
Zusammensetzung

Roche Diagnostics,
Indianapolis, USA

TurboFect " - Kationisches Polymer | Fermentas, St. Leon-Rot

unbekannter
Zusammensetzung

2.2 Plasmide

Tabelle 2-2: Plasmide

Plasmid Bezugsquelle
Caveolin-eGFP L. Pelkmans, A. Helenius, ETH Zrich
eGFP-C1 BD Clontech, Heidelberg

-T2.YFP K. Simons, MPI Dresden
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2.3 Fluoreszenzfarbstoffe

Tabelle 2-3: Fluoreszenzfarbstoffe

Substanz Anregung | Emission M, [g/mol] Bezugsquelle
[nm] [nm]

7-Amino- 546 647 1270 Becton Dickinson,
actinomycin D Heidelberg
(7-AAD)
Bodipy® FL C5 505 511 ~66 000 Molecular Probes,
Lactosylceramid Leiden, NL
komplexiert mit
BSA
Choleratoxin 590 617 ~12 000 Molecular Probes,
Untereinheit B, Leiden, NL
Alexa Fluor® 594
Konjugat
Choleratoxin 495 519 ~12 000 Molecular Probes,
Untereinheit B, Leiden, NL
Alexa Fluor® 488
Konjugat
Cy5-DOPE 649 679 1381 Eigensynthese
Cy5 monoreaktiver | 649 679 753 GE Healthcare, UK
NHS Ester
DAPI Lésung 1 nM | 358 461 Molecular Probes,
in PBS Leiden, NL
FITC Dextran 493 514 40 000 Sigma, Deisenhofen
Label IT°Cy"3 550 570 - Mirus, Madison, USA
Nucleic Acid
Labeling Kit
MFP 488 501 523 1360 MoBiTec, Géttingen
Phalloidin
Texas Red 595 615 70 000 Molecular Probes,
Dextran Leiden, NL
Transferrin aus 495 519 - Molecular Probes,
humanem Serum, Leiden, NL
Alexa Fluor® 488
Transferrin aus 590 617 - Molecular Probes,

humanem Serum,
Alexa Fluor® 594

Leiden, NL
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2.4 Antikorper

Tabelle 2.4.1: Primare Antikorper

Primérer Antikorper

Spezifikation

Bezugsquelle

Mouse anti-Caveolin-1 IgG1

Monoklonaler Antikérper
gegen Caveolin-1, Klon 2297

Becton Dickinson, Heidelberg

Mouse anti-Caveolin-1 IgM

Monoklonaler Antikérper
gegen Caveolin-1, Klon C060

Becton Dickinson, Heidelberg

Mouse anti-EEA1 IgG

Polyklonaler Antikoérper
gegen EEA1

abcam, Cambridge, UK

Rabbit anti-LAMP-1

Monoklonaler Antikérper
gegen LAMP-1

Sigma-Aldrich, Steinheim

Tabelle 2.4.2: Sekundare Antikorper

Sekundarer Anregung [nm] Emission [nm] Bezugsquelle
Antikorper
Goat anti-mouse IgG | 501 523 MoBiTec, Goéttingen
(H+L) MFP 488
Goat anti-mouse IgG | 597 624 MoBiTec, Gottingen
(H+L) MFP 590
Goat anti-mouse IgG1 | 590 617 Molecular Probes,
(y1) Alexa Fluor® 594 Leiden, NL
Goat anti-mouse IgM | 493 514 Sigma-Aldrich, Steinheim
(u-chain specific)
FITC
Goat anti-rabbit IgG 501 523 MoBiTec, Goéttingen
(H+L) MFP 488
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2.5 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2-5: Verbrauchschemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Qualitat M Abkiirzung/ Bezugsquelle
[g/mol] | Summenformel
Agar - - - Difco, Detroit, Michigan,
USA
Agarose Ultrapure - - - USB
Albumin Bovine > 96 % ~66 000 | DF-BSA Sigma-Aldrich, Steinheim
essential fatty acid free
Ammoniak p.a. 17,03 NH; Roth, Karlsruhe
Ammoniumhepta- p.a. 1235,9 (NH4)sM07024 x | Merck, Darmstadt
molybdat Tetrahydrat 4 H,O
BD FACS Clean - - FACS Clean Becton Dickinson,
Solution Heidelberg
BD FACS Rinse - - FACS Rinse Becton Dickinson,
Solution Heidelberg
BD FACS Flow Sheath | - - FACS Flow Becton Dickinson,
Fluid Heidelberg
CellScrub™ Puffer - - CellScrub Genlantis, San Diego, USA
CellTiter-Glo® - - CTG Promega, Mannheim
Luminescent Cell
Viability Assay
Chloroform Ph.Eur 119,4 CHCI; Roth, Karlsruhe
Chloroquin >96 % 319,89 C1gH26CIN3 Sigma-Aldrich, Schnelldorf
(DC)
Chlorpromazin HCI USP 355,33 C17H19CIN,S Sigma, Deisenhofen
HCI
Clathrin Enhancer aus | - - - M.F. Melzig, Freie
Glypsophila Universitat Berlin
paniculata L.
Dimethylsulfoxid Zellkultur | 78,13 C,Hs0S Sigma-Aldrich, Steinheim
getestet DMSO
1 kb DNA ladder - - - Promega
Endo Free® Plasmid - - - Qiagen, Hilden
Mega Kit
Essigsaure 100 % 100 % 60,05 C,H405 Roth, Karlsruhe
Ethanol HPLC 46,01 C,HsOH Roth, Karlsruhe
EtOH
Ethidiumbromid > 98 % 394,33 C,1H50BrN; Roth, Karlsruhe
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Bezeichnung Qualitat M, Abkirzung/ Bezugsquelle
[g/mol] | Summenformel
Ethylendiamintetra- >99 % 372,24 EDTA Merck, Darmstadt
essigsaure,
Natriumsalz
Filipin-Komplex von Zellkultur | 623-653 | C3s5Hs500.11 Sigma-Aldrich, Steinheim
Streptomyces getestet Filipin
filipinensis
Fiske-Subbarow- - - - Fluka, Buchs, Schweiz
Reducer
Gelatine Zellkultur | - - Sigma-Aldrich, Steinheim
getestet
Genistein > 98 % 270,24 Ci5H1005 Sigma-Aldrich, Steinheim
Glycerin > 99 % 92,09 Glycerol Sigma-Aldrich, Steinheim
N-[2-Hydroxyethyl]- >99,5% | 238,31 HEPES Roth, Karlsruhe
piperazin-N"-[2-
ethansulfonsaure]
Isopropanol p.a. 60,1 - Roth, Karlsruhe
Kaliumdihydrogen- >99 % 136,09 KH,PO, Fluka, Deisenhofen
phosphat
(Phosphorstandard)
Kaliumhydrogen >995% 100,11 KHCO3; Sigma, Deisenhofen
carbonat
Kanamycin A Ldsung 95 % 582,58 C1gH3sN4O15. Biochrom, Berlin
5 mg/ml +5 % H,SO,4
Kanamy-
cin B/C
Kupfer(ll)sulfat, >99 % 159,61 CuSOq, Roth, Karlsruhe
wasserfrei
Lactosylceramid >98 % 960,0 Cs3H101NO¢5 Merck Darmstadt
LacCer
Methanol p.a. 32,0 MeOH Roth, Karlsruhe
Metyl-B-Cyclodextrin Zellkultur | 1310 MBCD Sigma-Aldrich, Steinheim
getestet
MobiGLOW® - - MobiGLOW® MoBiTec, Gottingen
Natriumchlorid Ultra 58,44 NaCl Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumhydroxid >99 % 40,01 NaOH Merck, Darmstadt
n-Propanol >995% 60,1 C;HgO Roth, Karlsruhe
Paraformaldehyd >95 % - (CH0), Sigma Aldrich, Steinheim
Phorbol-12-myristat- >99 % 616,8 C36H5603 Merck, Darmstadt
13-acetat PMA
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Bezeichnung Qualitat Mr Abkiirzung/ Bezugsquelle
[g/mol] | Summenformel
Saccharose >99,5% 342,3 - Sigma Aldrich, Steinheim
Salzsaure 30 % 36,46 HCI Merck, Darmstadt
Saponin 8-25 % - - Fluka, Buchs, Schweiz
Sapo
genin
Schwefelsaure p.a. 98,08 H,SO, Merck, Darmstadt
Triethylamin >99,5% 101,19 CeH1sN Roth, Karlsruhe
4-(1,1,3,3 Tetramethyl- | Fir 576,6 Triton X-100 Fluka, Buchs, Schweiz
butyl)phenylpoly- Molekular
ethylenglykol biologie
Wasserstoffperoxid ACS 34,0 H,0, Sigma, St. Louis, USA
30 % (m/m) Qualitat
Zwittergent 3-14° > 99 % 363,6 Zwittergent © Merck Biosciences, Bad

3-(N,N-Dimethyl-
myristylammonio)-
propansulfonat

Soden
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2.6 Puffer
Tabelle 2-6: Pufferzusammensetzungen
Bezeichnung Substanzen Molaritat Einwaagen [g/l]
HEPES-Puffer pH 7,4° | HEPES 10 mM 24
NaCl 140 mM 8,18
Ladepuffer in TAE- Bromphenolblau 3,7 mM 2,5
Puffer pH 7,42 Saccharose 1,2 M 400
LB-Medium pH 7,42 Trypton - 10,0
Hefeextrakt - 50
NaCl - 5,0
PBS ohne Ca*/Mg* | NaCl 137 mM 8
pH 7,4 KCI 2,68 mM 0,2
Na,HPO, 7,81 mM 1,11
KH,PO, 1,47 mM 0,2
PBS mit Ca**/Mg** NaCl 137 mM 8
pH 7,4 KCI 2,68 mM 0,2
Na,HPO, 7,81 mM 1,11
KH,PO, 1,47 mM 0,2
CaCl, 1 mM 0,1
MgCl, x 6 H,0O 500 uM 0,1
50x TAE-Puffer Tris-HCL 2M 2423
pH 7,4° EDTA 0,06 M 18,6
TE-Puffer pH 7,42 TRIS-HCI 10 mM 1,211
EDTA 1 mM 0,372
Transfektionsmedium NaCl 25 mM 1,46
pH 7,42 Saccharose 250 mM 85,58

@Der pH-Wert der Losungen wird bei Bedarf mit 1 N HCI bzw

eingestellt.

. 1 N NaOH auf den Sollwert

®Der pH-Wert der Lésungen wird bei Bedarf mit Eisessig auf den Sollwert eingestellt.
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2.7 Zellen

Tabelle 2-7: Eingesetzte Zelllinien und deren Kultivierung

Typ Beschreibung Kulturmedien und Bezugsquelle
Zusatze
A-10 Glatte Muskelzellen | DMEM DSMZ, Braunschweig
der Ratte +20 % FCS
+ 1 % Natriumpyruvat
COSs-7 Nierenkarzinom- DMEM DSMZ, Braunschweig
zellen der Grinen +10 % FCS
Meerkatze + 1 % Natriumpyruvat
MDCK I Distale Tubulus- DMEM ATTC (American Type Culture
zellen des Hundes + 10 % FCS Collection), Manassas, USA
E.coli Bakterien LB-Medium Stratagene, Amsterdam, NL

2.8 Reagenzien zur Zellkultivierung und Aufarbeitung

Tabelle 2-8: Reagenzien zur Zellkultivierung und Aufarbeitung

Bezeichnung

Bezugsquelle/Herstellung und Lagerung

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Biochrom, Berlin

FCS (fetales Kalberserum)

PAN-Biotech, Aidenbach

DF-BSA Lésung (5 % (m/m))

Frisch hergestellt

Gelatineldsung (0,2 % (m/V))

Sigma Aldrich, Miinchen

Natriumpyruvat

Biochrom, Berlin

Paraformaldehyd (4 % (m/m))

pH 7,4 @°

Hergestellt und Aliquots bei — 20°C gelagert

PBS (Phosphate buffered saline) mit/ohne

Ca/Mg

Biochrom, Berlin

Saponinldsung (1 mg/ml)

Hergestellt und bei 4 °C gelagert

Triton X-100

Fluka, Buchs, Schweiz

Trypsin 0,5 %/ EDTA 0,25 %

Biochrom, Berlin

@Der pH-Wert der Lésungen wird bei Bedarf mit 1 N NaOH auf den Sollwert eingestellt.
®Bei der Herstellung der Lésung nicht > 50 °C erhitzen, sonst Depolymerisation des PFA.
Alle Lésungen werden in PBS (ohne Ca/Mg) hergestellt.
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2.9 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-9: Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Bezugsquelle

Deckglaschen (8,12 mm) und Objekttrager

Langenbrinck, Teningen

Einmalpipetten (2, 5, 10, 25 ml)

Greiner, Frickenhausen

Einmalspritzen (1, 5, 10, 20 ml)

Braun, Melsungen

Eppendorf Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

F 96 MicroWell " Platten (Polystyrol, weiR) fiir
Luminometer

Nunc, Wiesbaden

FACS Rohrchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Falcon®Réhrchen aus PP (15, 50 ml/steril)

Becton Dickinson, Heidelberg

HPLC Vials, 1,5ml, klar

VWR International GmbH, Darmstadt

Kandulen (Grofie 1 und 20/steril)

Braun, Melsungen

Mikroreaktionsgefalie

Greiner, Frickenhausen

Molekularsieb 0,4 nm in Perlform mit 2 mm
Durchmesser

Merck, Damstadt

Multiwell-Platten (24, 48 Well)

Becton Dickinson, Heidelberg

Parafilm M®

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA

Pasteurpipetten

Braun, Melsungen

Petrischalen (100 x 200 mm)

Becton Dickinson, Heidelberg

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Polycarbonatmembranen (200, 400, 800 nm)

Nuclepore, Tuttlingen

Polystyrolréhrchen 3 ml

Sarsted, Nirnberg

Schraubkappen mit Loch, schwarz, mit Septum
aus Silicon PTFE 1,3mm, rot

VWR International GmbH, Darmstadt

Sterilfilter 0,2 um Rotilabo®
Sterilfilter 0,2 ym Acrodisc® 13 mm mit HA
Tuffryn® Membran (geringe Proteinbindung)

Roth, Karlsruhe
Pall, Dreieich

Transwells® 3 pm Polycarbonatmembran

Corning, Berlin




-42 -

Material und Geréate

2.10 Gerate

Tabelle 2-10: Konfokales Mikroskop

Bezeichnung Typ Bezugsquelle
CCD-Kamera C4880-80 Zeiss, Jena
Inverses Weitfeld- LSM i-UV 510 meta Zeiss, Jena
Fluoreszenzmikroskop LSM NLO-510 meta
Objektiv 20x Plan-Apochromat Zeiss, Jena
63x Plan-Apochromat Zeiss, Jena
100x Plan-Neofluar Zeiss, Jena
Quecksilberdampflampe HBO 200 Zeiss, Jena
Vorschaltgerat - Zeiss, Jena
Software lesoM Image Browse Rel. Zeiss, Jena
Ir.nageJ 1.42 National Institutes of Health, USA
CellProfiler Broad Institute, USA

Tabelle 2-11: Spectra Cube™ System

Bezeichnung Typ Bezugsquelle
CCD-Kamera C4880-80 Hamamatsu, Japan
Inverses Weitfeld- Axiovert 100 Zeiss, Jena
Fluoreszenzmikroskop
Objektiv 100 x Plan-Neofluar Zeiss, Jena
Quecksilberdampflampe HBO 100 Zeiss, Jena
Vorschaltgerat Attoarc 2 Zeiss, Jena
Spectra Cube " mit: SD-200H Applied Spectral Imaging, Migdal
Interferometer HaEmek, Israel
Steuerung
Tripelbandpassfilterset AF61-020 AHF Analysentechnik, Tubingen

Software

Spectral Imaging und
Spectral View

Applied Spectral Imaging, Migdal
HaEmek, Israel

AxioVision Rel. 4.6

Zeiss, Jena
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Tabelle 2-12: Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskop

Bezeichnung

Typ

Bezugsquelle

Cryo-Kammer

Cryo-Box 340719

Zeiss, Jena

Kamera TEM

Proscan HSC 2

Oxford Instruments, Abingdon,
USA

Cryo-Probenbehalter

Model 626-DH

Gatan, Warrendale, USA

Grids (Kupfer mit Kohlefilm)

Quantifoil® S7/2 Cu
400 mesh, holey carbon films

Quantifoil Micro Tools, Jena

Transmissionselektronen
mikroskop

Leo 912 Q-mega

Leo, Oberkochen

Transmissionselektronen
mikroskop Software

iTEM 5.0 (Bulid 1054)

Soft Imaging System, Minster

Tabelle 2-13: HPTLC-Apparatur

Bezeichnung

Typ

Bezugsquelle

Automatische ADC-2
Entwicklungskammer
DC-Aufspriihgerat Linomat IV

Densitometrische DC-
Platten-Scanner mit

TLC-Scanner lll mit CATS4
Software

Software

Doppeltrogkammer mit Fir 20x10 cm DC-Platten
Edelstahldeckel

Heizplatte TLC-Platte Heater Il

Camag, Muttenz, CH

HPTLC-Platten

20x10 cm Kieselgel 60,
WREF 2545

Merck, Darmstadt
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Tabelle 2-14: Andere Gerate

Bezeichnung

Typ

Bezugsquelle

Analysenwaage

BP 301 S

Sartorius, Gottingen

Autoklav

Tuttnauer Systec 3850 EL

Systec, Wettenberg

Chromatographiesaulen

Econo-Column 1,5 x
5,0 cm

Bio-Rad, Mlnchen

Durchflusszytometer
Software

FACSCalibur™
CellQuest™ Pro

Becton Dickinson, Heidelberg

Elektrophoresekammer

GNA 100

Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

Evaporationszentrifuge

Concentrator 5301

Eppendorf, Hamburg

Fluorimeter

LS 50 B

Perkin Elmer, Massachusetts, USA

Fluoreszenzmikroskop mit:
Quecksilberdampflampe
Vorschaltgerat

Axiovert 40 CFL:
HBO 50
Mbqg 52 ac-z

Zeiss, Jena

Hamiltonspritzen

10, 50, 100, 500, 1000 pl

Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Handextruder LiposoFast 1000 ul Avestin, Ottawa, Kanada
Inkubatoren APT Line CB Binder, Tuttlingen
Hera cell 150 Heraeus Instruments, Fellbach
Laborschdttler Vibramax 100, Heidolph Neo Lab, Heidelberg
Instruments
Laborwaage LP 3200 D Sartorius, Gottingen
Magnetrihrer MR 3002 Heidolph, Kelheim

Microplate Luminometer
Software

Microlumat Plus LB 96 V
WinGlow

EG & Berthold, Bad Wildbad

Minischuttler

Vortexer Reax control

Heidolph, Kelheim

Neubauer-Zahlkammer

Multimed, Kirchheim

pH-Meter

CG 843P

Schott, Mainz

Photonenkorrelations-
spektroskop

BI-90 Plus®

E}IA-Brookhaven Instruments, Wien,
Osterreich

Pipetten

Pipetman, Gilson

Laborshop Neolab®, Freiburg

Prazisionskivette 115F-QS

Quarzglas Suprasil

Hellma, Millheim
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Bezeichnung

Typ

Bezugsquelle

Pumpen Ismatec IPS-12 Ismatec, Glattbrugg, Schweiz
Reglo Digital 4
Schuttelwasserbad GFL 1083 Gesellschaft fur Labortechnik,

Burgwede

Sicherheitswerkbanke

Herasafe HSP 18
(Zellkultur)
Herasafe KSP 18
(Zellkultur)

Heraeus Instruments, Fellbach

Schlauche flr Pumpen

1,0 mm Tygon 2001

4,0 mm ITE Sanitech

Watson-Marlow GmbH,
Rommerskirchen

TEER-Elektrode

EndOhm®

WPI-Europe, Berlin

Tischlyophilisator

Alpha 2-4 Christ

Martin Christ,
Gefriertrocknungsanlagen, Osterode

Lyophilisator Lyovac GT2

Finn Aqua, Hurth

Umkehrphasensaule

LiChroPrep C-18 40-63 um

Merck, Darmstadt

Ultraschallspitze

Sonoplus GM70

Bandelin, Berlin

Ultraschallbad

Bandelin Sonorex RK 100

Bandelin, Berlin

UV/VIS-Spektrophotometer

Ultrospec 1000

Pharmacia Biotech (Biochrom),
Cambridge, GB

Wasseraufbereitung

Milli- Q Academic

Millipore GmbH, Schwalbach

Y-Stuck 400 pym Hausfertigung MPI Golm
Hibiki Y-1 3mm VWR International GmbH, Darmstadt
Zentrifugen Centrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg

Centrifuge 5417 R

Universal 16

Hettich, Tuttlingen

Mini Centrifuge GMC-060

LFT Labortechnik, Wasserburg
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3. Methoden

3.1 Herstellung und Charakterisierung der Ausgangsliposomen

3.1.1 Modifizierte Filmmethode

Die Lipidmischung DC 30® (DC-Cholesterol und Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE)
3:7 (m/m)) wird vom Hersteller lyophilisiert in 10 mg Einheiten geliefert. Eine 10 mg Einheit
wird zunachst in 3,3 ml Chloroform/Methanol 3:1 (V/V) geldst, in HPLC Vials aliquotiert
(100 pl) und das Losungsmittelgemisch anschlieRend in einer Evaporationszentrifuge
abgedampft. Dabei entstehen Lipidfilme an der Glaswand. Die Aliquots werden bei -20 °C
gelagert. Die Lipidmenge pro Aliquot wird mit der Methode nach Bartlett (siehe 3.1.6)
bestimmit.

FUr die Herstellung von Ausgangsliposomen wird ein Aliquot in sterilfiltriertem
Transfektionsmedium aufgenommen und das Lipid 30 min vorgequollen (¢ = 1 mg/ml). Zur
vollstandigen Redispergierung wird die Dispersion fir drei Sekunden in ein Ultraschallbad
gehalten. Die erhaltenen Ausgangsliposomen kdnnen anschlielend fur die Komplexierung

von DNA verwendet werden.

3.1.2 Extrusion der Ausgangsliposomen

Ausgangsliposomen werden wie unter 3.1.1 beschrieben hergestellt. Anschliellend
werden diese Ausgangsliposomen zusatzlich durch Polycarbonatmembranen extrudiert.
Die Extrusion erfolgt entweder 21-mal durch eine 800 nm und 51-mal durch eine 400 nm

Membran oder nur 1-mal durch eine 800 nm Membran.

3.1.3 Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen
Ausgangsliposomen werden wie unter 3.1.1 beschrieben hergestellt und anschliel3end in
einem Ultraschallbad 10 - 210 min oder mit Hilfe einer Ultraschallspitze 5-mal 30 s im

Pulsbetrieb zerkleinert.
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3.1.4 Fluoreszenzfarbung

Fur die Fluoreszenzmarkierung der Ausgangsliposomen wird DOPE, ein Bestandteil der
DC 30°-Mischung, an den Cyaninfarbstoff Cy5 kovalent gebunden. Die Synthese des
Endproduktes Cy5-DOPE basiert auf Arbeiten von Kada und wurde in der eigenen
Arbeitsgruppe durch Herrn Martin Holzer eingeflhrt (Pharmazeutische Technologie und
Biopharmazie, Universitat Freiburg) (Kada 2001; Holzer 2009).

Die verwendeten Losungsmittel werden vor Versuchsbeginn mit einem Molekularsieb (0,4
nm in Perlform mit 2 mm Durchmesser) getrocknet.

Fur die Synthese werden 3 mg DOPE in 1,2 ml Chloroform/Methanol 1:1 (V/V) gel6st und
25 pl Triethylamin hinzu gegeben. 1 mg Cy5-NHS-Ester wird in 1 ml Methanol gelést und
ebenfalls zum Ansatz gegeben. Nach 3 h Ruhren unter Argonatmosphare werden die
Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer und schliellich am Hochvakuum abgedampft. Der
getrocknete Rest wird in 50 pl organischer Phase (Ethanol/n-Propanol 5:2 (V/V)) gelost
und danach mit wassriger Phase (gereinigtem Wasser + 0,1 % Eisessig) 1:10 verdinnt.
Die Losung wird auf eine Umkehrphasensaule (reverse phase, LiChroPrep) gegeben und
Cy5-DOPE schlieRlich mit 60 % organischer Phase eluiert.

Die Ausbeute Cy5-DOPE wird durch Absorptionsmessung des Eluats bei 646 nm
bestimmt. Als molarer Absorptionskoeffizient € wird der Cy5 Literaturwert (€s46nm = 250 000
L-mol™"-cm™) eingesetzt. Eine experimentelle Bestimmung von € Cy5-DOPE wiirde 100 %
reine Substanz voraussetzen, die nicht zur Verfugung steht. Die Gehaltsbestimmung ist
somit nur eine Annaherung, da die Absorptionskoeffizienten von Cy5 und Cy5-DOPE sich
nicht entsprechen missen. Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz wird eine Ausbeute von
227 ug berechnet.

Das Endprodukt wird lyophilisiert (Lyovac GT2 Finn Aqua, Hurth) und bei -20 °C gelagert.
Fur die Herstellung der fluoreszenzmarkierten Liposomen werden Cy5-DOPE und
ungefarbtes DOPE in Ethanol/n-Propanol 5:2 (V/V) geldst und im angegebenen Verhaltnis
gemischt (0,1/1/10 % Cy5-DOPE/DOPE (m/m)). Zu der Lésung wird soviel DC-Cholesterol
(geldst in  Chloroform/Methanol 3:1 (V/V)) gegeben, dass eine DC 30°-Mischung
(DOPE/DC-Cholesterol 7/3 (m/m)) entsteht. Die Losungsmittel werden in einer
Evaporationszentrifuge  abgedampft und die entstehenden Lipidfime direkt
weiterverwendet. Alle weiteren Schritte zur Herstellung der Ausgangsliposomen
entsprechen 3.1.1. Bei der Redispergierung der gefarbten Lipidmischung ist deutlich

erkennbar, dass ein mehrmaliges Auf- und Abpipettieren fur eine vollstandige
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Redispergierung nicht ausreichend ist. Erst eine Ultraschallbehandlung Uber mehrere

Sekunden fuhrt zu einer visuell homogenen Dispersion.

3.1.5 Hochleistungs-Dunnschichtchromatographie (HPTLC)

Die HPTLC ist eine analytische Methode, die sowohl die Charakterisierung und
Quantifizierung von Phospholipiden wie DOPE (Touchstone & Alvarez 1988; Helmerich &
Koehler 2003; Clement 2005) als auch von Cholesterolderivaten wie DC-Cholesterol
ermoglicht (Holzer et al. 2009). Damit sind beide Bestandteile der DC 30®-Lipidmischung
analytisch zuganglich.

Fur die HPTLC-Analyse werden zunachst eine DOPE-Standardlosung (25 pg/ml in MeOH)
und eine DC-Cholesterol-Standardlésung (1 pg/ml in MeOH) hergestellt. Unterschiedliche
Volumina der Standardlésungen (DOPE: 2, 6, 10, 16 ul; DC-Cholesterol: 10, 25, 50, 75 ul)
werden mit einem Linomat IV-Aufgabeautomaten bandenférmig auf eine HPTLC-Platte
aufgetragen. Zur Analyse der DC 30®-Lipidmischung wird das Lipid in HEPES-Puffer
vorgequollen (500 ug/ml), anschlieBend mit MeOH 1:20 (V/V) verdinnt und 5, 10, 20 pl
dieser Lésung ebenfalls auf die HPTLC-Platte aufgetragen.

Die Entwicklung des Chromatogramms erfolgt mit Hilfe eines vollautomatischen
Entwicklungsgerates (ADC-2). Nach 10-minltiger Sattigung der Kammer und
gleichzeitiger Einstellung der Plattenfeuchte in Luft von 37 + 2 % rF sowie anschlie3ender
Konditionierung der Platte im FlieBmitteldampf Uber 15 min wird die Platte Uber eine
Laufstrecke von 5cm mit dem  FlieBmittelgemisch  CHCI3:MeOH:NH3:H20
18,75:6,9:0,15:0,35 (V/V/VIV) wie von Clement beschrieben entwickelt (Clement 2005).
Nach dem automatischen Trocknen der Platte Uber 10 min im Kaltluftstrom wird diese fur
2 s in eine phosphorsaure Kupfersulfatiosung (10 % (m/V)) eingetaucht, 20 min getrocknet
und schlielBlich 10 min bei 140 °C erhitzt. Die Absorptionen der Lipidspots werden mit
einem densitometrischen DC-Platten-Scanner bei 365 nm vermessen und die Ergebnisse
mit der Software CATS4 ausgewertet. Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit
Herrn Alexander Burghardt (Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie, Universitat

Freiburg) durchgefluhrt.
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3.1.6 Quantifizierung des Lipidgehaltes nach Bartlett

Diese Quantifizierung der Lipidmischung DC 30® basiert auf der spektroskopischen
Bestimmung des Phospholipids DOPE nach Bartlett (Bartlett 1959). Dabei werden die
enthaltenen Phosphoratome oxidativ verascht und die entstehenden Phosphationen mit
Ammoniummolybdatlésung als blauer Komplex spektroskopisch vermessen.

Alle verwendeten Gerate werden zunachst phosphatfrei gespult. Zur Herstellung der
benétigten Lésungen wird Millipore®-Wasser verwendet. Die Kalibratoren werden als
Einzelwerte bestimmt. Fiir jede DC 30®-Charge wird die Phosphatmenge (umol) von 5
Aliquots, die Uber den in 3.1.1 beschriebenen Aliquotierprozess verteilt gezogen und
abgedampft werden, bestimmt. Keine Probe darf den Wert von 0,35 pmol tbersteigen. Fur
die Kalibriergerade werden 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 und 350 ul der 1 mM Phosphat-
Standardlésung in Reagenzglaser eingewogen. Die Proben und Kalibratoren werden
anschliefend mit 500 ul einer 10 N Schwefelsaure versetzt, intensiv gevortext und fur 3 h
bei 160 °C vollstandig verascht. Danach erfolgt die Zugabe von 140 pl einer 30 %-igen
(V/V) Wasserstoffperoxidlosung. Die Versuchsansatze werden fur weitere 2 h bei 160 °C
inkubiert. Nach Abkuhlen werden 4,6 ml frisch hergestellte 0,22 %-ige (m/V)
Ammoniummolybdatlésung zugegeben, kurz gemischt und anschliefend 200 pl 14,8 %-
ige (m/V) Fiske-Subbarow-Reducer hinzupipettiert und gevortext. Die Reagenzglaser
werden mit Glasmurmeln verschlossen und in den auf 95 °C vorgeheizten Heizblock
Uberfahrt. Nach 10 min Inkubationszeit lasst man die Proben auf RT abkuhlen, vortext und
bestimmt die Absorption der Ansatze bei einer Wellenlange von 830 nm gegen den
Leerwert. Es wird eine Kalibriergerade erstellt und die Phosphatmenge (umol) der Proben
mittels Interpolation bestimmt. Diese entspricht der Stoffmenge des Phospholipids DOPE
in einem Aliquot. Die Gesamtmenge DC 30° pro Aliquot wird berechnet, indem die
Durchschnittsmenge DOPE der 5 Aliquots auf die Gesamtmenge Lipid pro Aliquot
hochgerechnet wird (Verhaltnis 7:3).

3.2 Plasmidgewinnung und Charakterisierung

Die Arbeiten wurden von Frau Birgit Erhard (Pharmazeutische Technologie und

Biopharmazie, Universitat Freiburg) durchgefihrt.
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3.2.1 Transformation

Die Transformation der Bakterien wird nach der Hitzeschock-Methode durchgefihrt. Durch
die Zugabe von CaCl; werden die AbstoRungskrafte der negativ geladenen DNA und der
negativ geladenen Bakterienmembran reduziert und die Bakterien so ,kompetent"
gemacht (Mandel & Higa 1970). AnschlieRend wird ein 1,5 ml Eppendorfgefal® mit kryo-
konservierten, kompetenten JM 109 E.coli Bakterienzellen auf Eis aufgetaut und mit 5 ng
der herzustellenden Plasmid-DNA (eGFP-C1) inkubiert. eGFP-C1 vermittelt eine
Kanamycin- und eine Neomycin-Resistenz und besitzt eine Vektorgrofde von 4,7 kb. Die
Suspension wird flr weitere 30 min auf Eis und anschlie®end 10 min ohne Schutteln im
Inkubator bei 37 °C inkubiert. Durch diesen Prozess kann die DNA ins Zellinnere wandern.
Danach wird die Suspension mit einem Drygalski-Spatel auf eine kanamycinhaltige
Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert (Regenerationsphase). Zur
Langzeitlagerung positiver Klone wird eine Glycerinstammlosung angesetzt (15 %

Glycerin, Einfrieren in flissigem Stickstoff).

3.2.2 Plasmidisolierung

Das Kanamycinresistenzgen des eGFP-C1 Vektors vermittelt die Expression des Enzyms
Phosphotransferase, das Kanamycin phosphoryliert und so inaktiviert. Dies ermoglicht die
Selektion erfolgreich transformierter Bakterien in kanamycinhaltigen Medien.

Auf diese Weise werden zunachst 4 ml Vorkulturen in kanamycinhaltigem LB-Medium
(50 pg/ml) durch Beimpfung des Mediums mit einer Kolonie des Glycerinstocks hergestellt.
Diese werden bei 37 °C fir 6 h im Inkubator geschuttelt (200 rpom) und anschliel3end in
Erlenmeyerkolben mit 550 ml kanamycinhaltigem LB-Medium Uberfuhrt, wo sie bei 37 °C
unter Schatteln (170 rpm) Uber Nacht wachsen kénnen. Zur Isolierung der Plasmid-DNA
aus diesen Bakterienkulturen wird der Endofree Plasmid Mega Kit von Qiagen®
verwendet. Nach den Anweisungen des Herstellers werden die Kulturen pelletiert
(6000 x g, 15 min, 4 °C), lysiert und Uber eine Anionenaustauschersaule gereinigt.
Wahrend die DNA bei der eingestellten Salzkonzentration und dem vorliegenden pH-Wert
an die Saule gebunden ist, werden Proteine, RNA und weitere niedermolekulare
Verunreinigungen durch Waschprozesse abgetrennt. AnschlieRend wird die DNA von der
Saule eluiert, mit Ethanol prazipitiert und pelettiert (4500 x g, 60 min, 4 °C), bevor sie mit
autoklaviertem TE-Puffer (pH 7,4) aufgenommen wird.
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3.2.3 Bestimmung der Plasmidkonzentration
Zur Konzentrationsbestimmung wird die Plasmid-DNA mit TE-Puffer (pH 7,4) 1:100
verdunnt und spektroskopisch bei 260 und 280 nm vermessen. Unter Anwendung

folgender Gleichung kann die Konzentration der Plasmid-L6ésung bestimmt werden.

Cpns = Aygy X 0,05 X Verdiinnungsfaktor

cpona Konzentration DNA (mg/ml)
Azeo Absorption bei 260 nm

Aus dem Verhaltnis der Absorptionen bei 260 und 280 nm lasst sich der Reinheitsgrad der
Plasmid-Losung bestimmen. Ein Verhaltnis Ayso/Azs0 = 1,8 - 2,0 garantiert eine weitgehend
protein- und kohlenhydratfreie Losung (Mulhardt 2003). Es wird nur Plasmid verwendet,

das einen Wert < 2,0 aufweist.

3.2.4 Fluoreszenzfarbung

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Plasmid eGFP-C1 exprimiert das
Fluoreszenzprotein GFP, ein 27 kDa grol3es Protein aus der Qualle Aequoria victoria.
Durch Mutation konnte die Fluorszenzintensitat dieses Proteins um das 35-fache
gesteigert werden, daher der Zusatz eGFP (,enhanced“ GFP). Die Verwendung dieses
Plasmids erlaubt die fluorimetrische Analyse von Zellen nach erfolgreicher Expression des
Proteins. Um das Plasmid vor seiner Transfektion und der damit verbundenen GFP
Expression fluorimetrisch zu erfassen, muss es mit einem Fluoreszenzfarbstoff angefarbt
werden. Dies ist mit dem labeling kit der Firma MIRUS modglich. Nach Angaben des
Herstellers wird die DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 kovalent verbunden und Uber
eine microspin Saule aufgereinigt.

Fur die Berechnung von Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) Effizienzen
(3.10.2) muss die Anzahl der Farbstoffmolekile, die von einer DNA gebunden werden
(labeling ratio), bekannt sein. Dies wird uber eine Absorptionsmessung nach Angaben des
Herstellers bestimmt. Die DNA wird daflir zunachst mit 5M NaCl Ethanollésung
prazipitiert, pelettiert und in Puffer A des verwendeten labeling kits aufgenommen. Dies ist

notwendig, da der Hersteller bei einer Verwendung der microspin-Saulen auf erhéhte UV-
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Absorptionswerte bei 260 nm hinweist. Die gereinigte DNA kann dann vermessen werden

und die Absorption bestimmt werden.

Apyy = Ayeo — (ACy3 XC.F )

Abna Absorption der DNA

Azeo Absorption der Cy3-DNA bei 260 nm

Acys Absorption Cy3-DNA bei Amax Cy3 (550 nm)
C.F.260 Korrekturfaktor fir Cy3 (laut Hersteller 0,08)

Nach Bestimmung von Apna lasst sich das Verhaltnis der Basenpaare DNA zu

Farbstoffmolekilen berechnen:

Appy X Ep,
DNA/Cy3 = ( DNA c}3)

(ACy3 XgDNa)
eona 6600 (L'mol™-ecm™) (laut Hersteller)
£cy3 150 000 (L-mol™"-cm™) (laut Hersteller)

Das fur die FRET-Versuche verwendete Cy3-eGFP-C1 Plasmid hat ein DNA/Cy3-
Verhaltnis von 40 bp/1 Cy3. Dies entspricht 75 pmol Cy3, die an 1 uyg DNA gebunden sind.

3.3 Herstellung von Lipid/DNA-Komplexen

3.3.1 Standardprotokoll: Herstellung im kleinen MaRstab durch
Pipettieren

Als Standardprotokoll zur Komplexierung von DC 30® und eGFP-C1 wird die Herstellung
von Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m) beschrieben. Die jeweiligen Ausgangsliposomen
(siehe 3.1.1 - 3.3.4) werden mit sterilfiltriertem Transfektionsmedium zu einer 0,16 pg/ul
Dispersion verdunnt. Die zu komplexierende DNA (siehe 3.2) wird mit sterilfiltriertem
Transfektionsmedium zu einer 0,02 ug/pl Lésung verdinnt. Fir die Komplexierung von
1 ug DNA werden 50 pl der DNA-LAsung in 50 pl der Lipiddispersion pipettiert und der
Ansatz fur 3 s gevortext. Die Konzentration der so gebildeten Lipid/DNA-Komplexe wird in

der vorliegenden Arbeit Uber die DNA-Konzentration (ug/ul) der Komplexdispersion
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definiert. Sie betragt im angeflhrten Beispiel 0,01 pg/ul. Alle Schritte erfolgen unter einer
Sterilbank. Die so hergestellten Komplexe werden charakterisiert (siehe 3.4) und/oder
nach 20 min im Zellversuch eingesetzt.

Das Protokoll wird bei jedem Versuch auf die bendtigte Menge komplexierter DNA
angepasst, indem die Volumina von Lipiddispersion und DNA-Losung erhoht bzw.
erniedrigt werden.

Die Oberflachenladung der Komplexe wird durch Veranderung des Lipid/DNA-
Verhaltnisses (m/m) eingestellt. Dabei wird die Konzentration der Lipiddispersion
angepasst, wahrend die Konzentration der DNA-L6sung gleich bleibt. So werden immer
gleiche Volumina DNA-L6sung und Lipiddispersion zusammenpipettiert und nie das
Massenverhaltnis der Komplexe durch Erhohung des Lipiddispersionsvolumens
eingestellt. Aus den Massenverhaltnissen und den molaren Massen der Substanzen

kénnen die Ladungsverhaltnisse der Komplexe bestimmt werden.

m,  X0,3xM
Lipid | DNA(+/—) = —2 o

Mpyy XM Lipid

M Lipid Gesamtlipid (ug)

m Lipia X0,3 Masse kationisches Lipid (ug)

M DNA Masse DNA (ug)

M pna 325 (g/mol) Molekulargewicht DNA pro Ladung

M Lipid 500 (g/mol) Molekulargewicht DC-Cholesterol (kationisches Lipid)

Fur 8:1 (m/m) Lipid/ DNA-Komplexe ergibt sich danach ein Ladungsverhaltnis Lipid/DNA
(+/-) von 1,6.

Alternativ wird die Oberflachenladung durch Veranderung der Lipidzusammensetzung
eingestellt. In diesem Fall wird das Lipidverhaltnis der Lipidmischung DC 30® (DC-
Cholesterol/DOPE 3/7 (m/m)) auf ein Lipidverhaltnis DC-Cholesterol/DOPE von 1/1 (m/m)
verandert. Dieses Lipidverhaltnis ist nicht kommerziell erhaltlich, sondern wird durch
Mischen von Choloroform/Methanol-Lésungen (3:1 (V/V)) der Einzellipide hergestellt.

Da die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse mit den Ergebnissen aus anderen Arbeiten
verglichen werden sollen, werden die Ausgangskonzentrationen der DNA-L6sung bzw. der
Lipiddispersion teilweise angepasst. Diese Abweichung vom Standardprotokoll wird im

Text durch Angabe der DNA-Konzentration vermerkt.
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Um den Einfluss der Ausgangskonzentration von DNA bzw. Lipid auf die Komplexbildung
zu betrachten, werden bei einigen Versuchen die Konzentrationen beider Komponenten
um den Faktor 5 oder 10 erhoht.

3.3.2 Herstellung im kleinen MaRstab durch Zusammenpumpen
Lipiddispersionen und DNA-LOsungen werden wie unter 3.3.1 beschrieben hergestellt.
Beide Komponenten werden jedoch nicht durch Zusammenpipettieren vereint, sondern
Uber eine Schlauchpumpe (Ismatec Reglo Digital 4) mit gleicher Geschwindigkeit in ein Y-
Stlck beférdert und dort gemischt. Fur die Herstellung im kleinen Mallstab werden
Volumina von 250 - 1000 yl zusammengepumpt. Der Durchmesser des Y-Stucks betragt
400 pm.

3.3.3 Herstellung im groRen MaRstab durch Zusammenpumpen

Die Herstellung entspricht Protokoll 3.3.2. Um Komplexe in einem grolen Malstab
herstellen zu konnen, wird eine Ismatec IPS-12 Schlauchpumpe verwendet. Der
Durchmesser des Y-Stucks betragt hier 3 mm. Es werden 19 ml DNA Lésung und 19 ml

Lipiddispersion mit gleicher Flussrate zusammengepumpt.

3.3.4 Lyophilisation

Lipid/DNA-Komplexe werden nach einem der beschriebenen Verfahren (siehe 3.3)
hergestellt und jeweils 90 ul in 1 HPLC Vial abgeflllt. Fir die Lyophilisation wird ein
Tischlyophilisator (Alpha 2-4 Christ) verwendet. Die Proben werden zunachst bei - 50 °C
und 1000 mbar Kammerdruck 3 h eingefroren. Fur die anschlieRende Primartrocknung
wird der Kammerdruck auf 0,05 mbar gesenkt und bei -20 °C flr 42 h getrocknet. Die
Sekundartrocknung erfolgt bei erhohter Temperatur (30 °C) flr weitere 6 h. Nach
Abkuhlen auf 5 °C kann das lyophilisierte Produkt entnommen werden.

Die Komplexe werden vor dem Versuch in Millipore®-Wasser (90 pI pro Vial)
aufgenommen und nach 30 min eingesetzt. Je nach Konzentration der hergestellten
Komplexe (3.3.1) wird auf eine Konzentration von 1 uyg DNA/100 pl Komplexdispersion mit

sterilfiltriertem Transfektionsmedium verdiinnt.
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3.3.5 Extrusion von Lipid/DNA-Komplexen
Lipid/DNA-Komplexe werden nach 3.3.4 hergestellt, lyophilisiert und redispergiert.
Anschlieend werden die Komplexe 7-mal durch 800 nm, 11-mal durch 400 nm oder 11-

mal durch 200 nm Polycarbonatmembranen extrudiert.

3.4 Charakterisierung von Lipid/DNA-Komplexen

3.4.1 GroRenbestimmung mittels Photonenkorrelationsspektroskopie

Es werden nach 3.1 Ausgangsliposomen und nach 3.3 Lipid/DNA-Komplexe in
sterilfiltriertem  Transfektionsmedium hergestellt und mit Photonenkorrelations-
spektroskopie (PCS) vermessen. Diese Methode ermdglicht die Bestimmung der mittleren
PartikelgroRe durch die zeitabhangige Messung von Streulichtintensitaten. Das Streulicht
wird erzeugt, indem die Partikel in der Messzelle (Prazisionsklvette aus Quarzglas,
Fullvolumen 500 pl) von einem Laserstrahl (635 nm) getroffen werden und Streulichtwellen
aussenden. Die Detektion erfolgt im Winkel von 90° zur Richtung des Laserstrahls. Durch
die Diffusion der Partikel (Brown'sche Molekularbewegung) in der Messzelle andert sich
der Abstand der Partikel zum Detektor Uber die Zeit. Die Diffusionsgeschwindigkeit ist
dabei abhangig von der PartikelgrofRe. Da Streulichtwellen auf dem Weg zum Detektor
interferieren und das Ausmal} der Interferenz von der zurtickgelegten Distanz der Partikel
abhangig ist, fluktuiert das Streulichtsignal Uber die Zeit. Die Streulichtfluktuation ist von
der Bewegung der Partikel und damit von ihrer GroRe abhangig.

Dieser Zusammenhang wird durch die Stokes-Einstein-Gleichung fur kugelférmige Partikel

beschrieben:
D= kxT
3Xmxnxd

D Diffusionskoeffizient (m?s™)
Boltzmann-Konstante (N-m-K™)

k
T Temperatur (K)

n dynamische Viskositét (N-s'-m)
d

hydrodynamischer Durchmesser (m)
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Alle Messungen werden in sterilfiltriertem Transfektionsmedium durchgefihrt und der
hydrodynamische Durchmesser der Partikel fur einen Brechungsindex von 1,3455 und
eine Viskositat von 1,2032 mPa-s wie von Clement beschrieben (Clement 2005)
intensitatsgewichtet bestimmt.

Wahrend der hydrodynamische Durchmesser auf die PartikelgroRe schliel3en lasst, gibt
der Polydispersitatsindex (Pl) die relative Verteilungsbreite an und ist damit ein Mal} fur
die Homogenitat der Probe. Beide GroRen werden in der vorliegenden Arbeit mit dem BI-
90 Plus® bei 25 °C bestimmt. Das Gerét verfiigt dariiber hinaus (iber die Méglichkeit eine
mittlere GroRenverteilung (MSD) zu ermitteln. Die Bestimmung basiert auf dem Non-
Negatively constrained Least Squares (NNLS) Algorithmus und wird ebenso in der Arbeit

verwendet.

3.4.2 Agarose-Gelelektrophorese

Es werden 8 pl einer Komplexdispersion (siehe 3.3) mit 4 pl Zwittergentldsung® (0,1 %
(m/V)) in NaAc-Puffer (pH 6) versetzt und die Komplexe so dissoziiert. Die Probe wird mit
3 ul Ladepuffer verdunnt und eine Gelelektrophorese nach Sambrook (Sambrook 1989)
durchgefuhrt. Dabei wird die Probe in einem 0,5 -1 % (m/V) Agarosegel 30 min in TAE-
Puffer bei 100 V entwickelt. Als Langenstandard dient eine 1 kb Leiter. Nach Erreichen der
gewunschten Laufstrecke wird das Gel aus der Kammer entfernt und in Ethidiumbromid-
Losung (1 pg/ml) fur 15 min gefarbt. Die Detektion erfolgt mit einem UV-Transilluminator
und einer CCD-Kamera bei 312 nm.

Die Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Holger Weil3 durchgefihrt

(Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie, Universitat Freiburg).

3.4.3 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) Spektrometrie

Folgende Lipid/DNA-Komplexe werden mit unterschiedlicher Farbung (Cy3-DNA und/oder
Cy5-DOPE) der Einzelkomponenten nach Protokoll 3.3.1 hergestellt: ungefarbt, einfach
gefarbt oder doppelt gefarbt. Die Herstellung erfolgt unter aseptischen Bedingungen, da
die Komplexe nach spektrometrischer Untersuchung im Zellversuch eingesetzt werden.
Fir die Fluoreszenzfarbung der lipophilen Komponente wird 0,1,1 oder 10 % (m/m) Cy5-

DOPE zu dem bendtigten Anteil an ungefarbtem DOPE gemischt. Die Komplexe werden
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in eine Mikroklvette (Fullvolumen 500 ul) Gberfuhrt und in einem Fluorimeter (LS 50B) bei
25 °C vermessen. Jede Probe wird bei drei unterschiedlichen Einstellungen vermessen:
Donor-, Akzeptor- und FRET-Einstellung bei jeweils maximaler Spaltbreite (15 nm).

Die FRET-Messungen werden mit der Dissoziation der Komplexe beendet. Daflir werden
100 pl Zwittergent® (0,1 % (V/V) in NaAc-Puffer) zu 400 pl Komplexdispersion in die
Kavette gegeben. Die Probe wird gevortext und nach 10 min vermessen.

Tabelle 3-1: FRET-Einstellungen am Fluorimeter

Fluoreszenzfarbstoff LS 50B

Fluorophor Anregung Emission Monochromator Filter

[mn] [nm] [nm] [nm]
Donor 550 570 488 560
(Cy3)
Akzeptor 649 670 650 670
(Cy5)
FRET 550 670 488 670
(Cy3/Cy5)

3.4.4 Cryo-Transmissions- Elektronenmikroskopie (Cryo-TEM)
Lipid/DNA-Komplexe werden nach einem der beschriebenen Protokolle (siehe 3.3)
hergestellt. Etwa 5 pl der Probe werden auf ein mit einem Kohlefilm prapariertes
Kupfernetz (grid) aufgetragen (Fukami & Adachi 1965). Das uberschussige
Probenvolumen wird mit einem Filterpapier abgesaugt und das Netz in flissigem Ethan
schockgefroren. Anschlie®Bend wird das gefrorene probenhaltige Netz unter
Stickstoffatmosphare mit einem Cryo-Transfersystem in das Mikroskop eingebracht und
untersucht.

Die Aufnahmen werden bei geringer Strahlenbelastung der Proben im leichten Unterfokus
zur Kontraststeigerung mit einer Bildverstarkerkamera (bis 30 000-fache Vergro3erung)
abgelichtet. Die Elektronenstrahlintensitat wird der Dicke des Probenfilms angepasst. Die
Belichtungszeit variiert zwischen 0,5 und 1 s.

Die Aufnahmen wurden von Frau Sabine Barnert (Pharmazeutische Technologie und

Biopharmazie, Universitat Freiburg) erstellt.
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3.5 Zellen

3.5.1 Kultivierung subkonfluenter Zellen

Die verwendeten Zelllinien werden subkonfluent in 100 mm Petrischalen bei 37 °C, 95 %
feuchter Luft und 5 % CO; kultiviert. Alle 2-3 Tage erfolgt ein Medienwechsel und bei etwa
80 % Zellkonfluenz eine Subkultivierung. Dazu werden die Zellen mit PBS (ohne
Ca?/Mg?, 5ml, 37 °C) gewaschen und die durch Oberflichenproteine vermittelte
Bindung der Zellen an die Plastikoberflache mit dem proteinverdauenden Enzym Trypsin
(1 ml, 0,5 % (m/V)) gelost. Wahrend A-10 und COS-7 Zellen sich bereits nach 2-3 min von
der Petrischale 16sen, kann dieser Prozess bei MDCK |l Zellen bis zu 10 min dauern. Dies
kann beschleunigt werden, indem statt PBS Trypsin bereits zum Waschen der Zellen flr
1 min verwendet wird. Die Trypsinreaktion wird durch Zugabe von 5 ml FCS-haltigem
Medium gestoppt. MDCK I Zellen werden 1:6 - 1:10 (V/V) und A-10 Zellen 1:10 (V/V)

verdunnt und auf eine neue 100 mm Petrischale Uberfihrt.

3.5.2 Kultivierung konfluenter MDCK Il Zellen

MDCK Il Zellen beginnen nach vollstandiger Konfluenz in vitro unterschiedlich besetzte
apikale und basolaterale Membranseiten auszubilden (Polarisierung). Daher sind MDCK |l
Zellen ein in der Literatur haufig verwendetes Zellmodell, um die Endozytoserichtung und
Transzytose zu untersuchen.

Dafiir werden 12 mm Transwells® mit 3 um Membraneinsatzen verwendet. Diese werden
zunachst 20 min mit PBS inkubiert, um ein Vorquellen der Membran zu ermdglichen. Dann
werden MDCK Il Zellen mit einer Zelldichte von 50 000/Well ausplattiert. Als Zellmedium
wird antibiotikafreies DMEM (+10 % FCS) verwendet und jeden Tag ein Medienwechsel
(apikal 500 pl, basolateral 1,5 ml) durchgefuhrt. Um den Zellmonolayer nicht durch
hydrostatischen Druck zu zerstéren, wird das apikale Well immer zuerst befulit.

Eine vollstandige Konfluenz und das anschlieRende Ausbilden von tight junctions leiten
den Polarisierungsprozess ein. Dies kann durch eine gleichzeitige Erhdohung des
Membranwiderstandes erfasst und als transepithelialer elektrischer Widerstand (TEER)
mit einer EndOhm® Elektrode in 2,7 ml Zellmedium gemessen werden. Der TEER-Wert
wird jeden Tag bestimmt und der Versuch gestartet, wenn ein Plateau erreicht ist
(Literaturwert 150 Q-cm?) (Tuma & Hubbard 2003). Ein unveranderter TEER-Wert am
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Ende des Versuchs garantiert, dass der Monolayer im Versuchsverlauf nicht zerstort

worden ist.

3.6 Durchflusszytometrie

3.6.1 Durchflusszytometrische Messung der zellularen Assoziation und
Transfektion

Fur die durchflusszytometrische Analyse werden Zellen 24 h vor dem Versuch auf
Mikrotiterplatten (24-Well-Platten, 500 pl) ausplattiert.

Zur Untersuchung der zellularen Assoziation wird eine Zelldichte von 40 000 Zellen/Well
gewahlt  und mit  Lipid/Cy3-DNA-Komplexen (1ug  Cy3-DNA/Well)  oder
fluoreszenzmarkierten Endozytosemarkern bei 37 °C uUber den angegebenen Zeitraum
inkubiert. Die Herstellung der Lipid/Cy3-DNA-Komplexe erfolgt nach Standardprotokoll
3.3.1 in einem Massenverhaltnis von 8/1 (Lipid/DNA), wenn nicht anders erwahnt. Fur die
durchflusszytometrische Aufarbeitung werden die Zellen mit PBS (ohne Ca®*/Mg**, 1 ml,
4 °C) gewaschen. Bei der Bestimmung der zellularen Aufnahme von Lipid/Cy3-DNA-
Komplexen muss die extrazellulare Bindung berlcksichtigt werden. Dafur wird mit
CellScrub™ Puffer (300 pl, 10 min, 4 °C) gewaschen und so der nicht internalisierte
Komplexanteil zerstort (Zuhorn et al. 2002). Alternativ wird ein 4 °C Versuch parallel zum
Aufnahmeversuch durchgefuhrt (Torchilin & Weissig 2003). AnschlieBend werden die
Zellen abtrypsiniert (200 pl) und die Trypsinreaktion mit 800 yl FCS-haltigem Medium
gestoppt. Die Zellen werden durch Zentrifugation (218 x g, 4 min) pelletiert. Nach
einmaligem Waschen mit PBS (ohne Ca?*/Mg®*, 1 ml, 4 °C) wird erneut zentrifugiert und
das Zellpellet abschlieRend in 200 yl PBS (mit Ca®‘/Mg?*, 4°C) aufgenommen.
Waschschritte, Zentrifugieren und Lagerung bis zur Analyse erfolgen bei 4 °C, um weitere
Endozytoseprozesse zu unterbinden.

Fir Transfektionsversuche werden die Zellen mit einer Dichte von 20 000 Zellen/Well
auplattiert, 5 h bei 37 °C mit ungefarbten Lipid/DNA-Komplexen (1 ug DNA/Well) inkubiert
und anschliel3end ein Medienwechsel durchgefuhrt. Die Zellen werden dann weitere 43 h
bei 37 °C kultiviert. Die zellulare Assoziation muss nicht weiter bertcksichtigt werden und
die anschlieBende durchflusszytometrische Aufarbeitung entspricht dem Protokoll der

Aufnahmeexperimente.
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Die Messung wird mit einem FACS-Calibur” an 10000 Zellen durchgefiihrt. Die
Fluoreszenzfarbstoffe werden mit einem Argon-Laser (488 nm) angeregt und die Emission
in drei Fluoreszenzkanalen (FL1-3) detektiert. Die Zellpopulation wird anhand von
Streulichtsignalen (SSC und FSC) so eingegrenzt, dass Zelltrimmer und tote Zellen nicht
analysiert werden (gating). Die Datenauswertung erfolgt mittels Cell Quest Pro Software
(siehe 1.4.4.1). Fur die Berechnung von Transfektionseffizienz und Zellaufnahme wird die
Anzahl (%) fluoreszierender Zellen herangezogen.

3.6.2 Durchflusszytometrische Messung der zellularen Aufnahme und
Transfektion nach Inkubation mit endozytoseaktiven Substanzen

Die Zellen werden wie fur die Zellaufnahmeexperimente unter 3.6.1 beschrieben kultiviert.
Vor der Inkubation der Lipid/Cy3-DNA-Komplexe wird die zellulare Aufnahme allerdings
durch Prainkubation mit einer endozytoseaktiven Substanz beeinflusst. Diese Substanzen
stimulieren oder hemmen die Endozytoseaktivitdt der Zellen (Tabelle 3-2). Nach Ablauf
der angegebenen Prainkubationszeit werden Lipid/Cy3-DNA-Komplexe (1 ug Cy3-
DNA/Well) fur 5 h koinkubiert. Die Herstellung der Lipid/Cy3-DNA-Komplexe erfolgt nach
Standardprotokoll 3.3.1 und in einem Massenverhaltnis von 8/1 (Lipid/DNA), wenn nicht
anders erwahnt. Die Aufarbeitung und durchflusszytometrische Messung entspricht 3.6.1.
Um den Einfluss der endozytoseaktiven Substanzen auf die Transfektion zu prufen,
werden diese analog den Aufnahmeversuchen vorinkubiert und die resultierende
Transfektion wie unter 3.6.1 beschrieben durchflusszytometrisch analysiert.

Die Zellaufnahme und Transfektion nach Inkubation einer endozytoseaktiven Substanz

wird im Verhaltnis zu unbehandelten Zellen (100 %-Wert) angegeben.
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Tabelle 3-2: Optimierte Versuchsbedingungen fiir die Endozytose-Inhibitoren
Inhibitor Mechanismus Prainkubationszeit Konzentration
[min]
Chlorpromazin Clathrininteraktion 60 28 uM
(Wang et al. 1993)
MBCD Einschlusskomplex mit 15 5mM
Cholesterol (Kilsdonk et
al. 1995)
Filipin Caveolinbindung 60 10 pg/mi
(Orlandi & Fishman
1998)
Genistein Tyrosinkinasehemmung 60 200 uM
(Parton et al. 1994)
Tabelle 3-3: Optimierte Versuchsbedingungen fiir die Endozytose-Enhancer
Enhancer Mechanismus Prainkubationszeit Konzentration
[min]
Clathrin Clathrin-vermittelter 0 10 pg/mi
enhancer Ligandentransport
am Rezeptor
verstarkt (Weng et
al. 2009)
Chloroquin Osmotisch bedingte 60 - 300 250/500 pM
Lysosomen-
degradation (Poole
& Ohkuma 1981)
Lactosylceramid Selektive 0 4 pg/ml
Caveolaestimulatio
n (Sharma et al.
2004)
Phorbolester PKC vermittelte 0 120 ng/ml

Aktivierung der
Makropinozytose
(Swanson 1989)
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3.6.3 Durchflusszytometrische Messung von Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET)

Fur die durchflusszytometrische Analyse werden Zellen 24 h vor dem Versuch auf
Mikrotiterplatten (48-Well-Platten, 500 ul) ausplattiert. Die Zelldichte liegt bei 20 000
Zellen/Well. Die Inkubation erfolgt mit einfach oder doppelt fluoreszenzmarkierten
Lipid/DNA-Komplexen (0,5 ug DNA/Well) bei 37 °C. Die Herstellung der Lipid/DNA-
Komplexe erfolgt nach Standardprotokoll 3.3.1 und in einem Massenverhaltnis von 8/1
(Lipid/DNA). Die Aufarbeitung zur durchflusszytometrischen Analyse entspricht dem
Protokoll in 3.6.1. Bei der Messung wird neben dem Argon-Laser (488 nm) allerdings ein
zweiter Dioden-Laser (635 nm) zugeschaltet. Wahrend die drei Fluoreszenzkanale (FL1 -
3) das durch den Argon-Laser angeregte Signal detektieren, steht ein weiterer
Fluoreszenzkanal zur Verfugung (FL4), der zeitlich und ortlich von dem Argon-Laser
getrennt nur das durch den Dioden-Laser angeregte Signal detektiert (siehe 1.5.2.1). Dies
erfordert eine exakte Gerateeinstellung, die mittels Geratekalibrierung (time delay
Kalibrierung mit CaliBRITE™ Beads (Mikropartikel) und FACSComp" Software) vor dem
Versuch sichergestellt werden muss. Bei exakter Einstellung ist es so moglich, beide
Farbstoffe eines doppelt gefarbten Komplexes getrennt voneinander zu detektieren (siehe
Tabelle 3-4) (Sebestyen et al. 2002). Aulerdem kann das FRET-Emissionssignal eines
langwelligen Farbstoffs (FRET-Akzeptor) in FL3 bei ausschlielllicher Laser-Anregung
eines kurzwelligen Farbstoffs (FRET-Donor) (488 nm) gemessen werden. Die Auswertung
entspricht Protokoll 3.6.1. Fir die Bestimmung der FRET-Effizienz wird im Unterschied zu

3.6.1 jedoch mit den Mittelwerten der Fluoreszenzintensitaten gerechnet.

Tabelle 3-4: FRET-Einstellungen am Durchflusszytometer

Fluoreszenzfarbstoff FACS Calibur™
Fluorophor Anregung Emission Laser Filter
[nm] [nm] [nm] [nm]
Donor (Cy3) 550 570 488 FL2 (585+15)
Akzeptor (Cy5) 649 670 650 FL4 (661+8)

FRET (Cy3/Cy5) 550 670 488 FL3 (> 670)
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3.7 Fluoreszenzmikroskopie mit dem Spectra Cube "

3.7.1 Kolokalisationsstudien mit Endozytosemarkern

Vor dem Versuch werden Deckglaser (12 mm Durchmesser) autoklaviert, in eine
passende Mikrotiterplatte (24-Wells) gegeben und mit 200 ul autoklavierter Gelatineldsung
(10 min, 37 °C) benetzt. Die Deckglaser werden mit PBS (ohne Ca?/Mg?*) gewaschen.
Die Zellen kdnnen 24 h vor Versuchsbeginn auf den gelatinebeschichteten Deckglasern
mit einer Dichte von 20 000 Zellen/Well (500 ul) ausgesat werden. Nach beendeter
Inkubation mit Endozytosemarkern (siehe Tabelle 3-5) und/oder Lipid/Cy3-DNA-
Komplexen (1 ug Cy3-DNA/Well, 37 °C) werden die Zellen mit CellScrub™ Puffer (300 pl,
10 min, 4 °C) sowie 2-mal mit PBS (mit Ca?/Mg?, 4°C) gewaschen und mit
Paraformaldehyd 4 % (m/m) fir 30 min bei Raumtemperatur fixiert. Die Herstellung der
Lipid/Cy3-DNA-Komplexe erfolgt nach Standardprotokoll 3.3.1 in einem Massenverhaltnis
von 8/1 (Lipid/DNA). Nach erneutem mehrmaligen Waschen und eventuell zusatzlichen
Farbeschritten (z.B. DAPI Farbung 700 ul, 20 min, RT) werden die Deckglaser aus der
Mikrotiterplatte entnommen und bei RT getrocknet.

Die getrockneten Deckglaser werden mit 3 - 5 ul MobiGLOW® eingebettet, einer Substanz,
die das schnelle Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe verhindert (antifading).

Die Proben werden mit einem SpectraCube™ SD-200 H Mikroskop unter Verwendung
eines 100x/1,3 NA OI-Objektivs mikroskopiert. Die spektrale Trennung der Bilder (spectral
unmixing) wird mit der Software Spectral Imaging 2.5 durchgefihrt. Fir die weitere
Bildanalyse werden die spektral getrennten Bilder mit der SpectraView 1.6 Software und

der Imaged 1.42 Software weiter bearbeitet.
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Tabelle 3-5: Endozytosemarker

Marker Farbstoff Konzentration Ink. Endozytoseweg
zeit
[h]
Dextran FITC/ 0,5 mg/ml 5 Dextran wird Uber
40 000 Texas Makropinozytose
Red aufgenommen (fluid
phase) (Mercer &
Helenius 2008).
Cholera Alexa 10 pg/mi 5 CTX kann uber Clathrin
Toxin (CTX) Fluor® und Caveolae
488/594 internalisiert werden

(Torgersen et al. 2001).

Lactosyl Bodipy® 1 uM 5 LacCer wird Uber
ceramid Caveolae
(LacCer) aufgenommen (Puri et
al. 2001).
Transferrin Alexa 5 pg/mi 5 Transferrin und sein
Fluor® Rezeptor werden (iber
488/594 Clathrin endozytiert

(Karin & Mintz 1981).

3.7.2 Kolokalisationsstudien mit Inmunofluoreszenz

Vor dem Versuch werden Deckglaser (8 mm Durchmesser) autoklaviert, in eine passende
Mikrotiterplatte (48-Wells) gegeben und mit 200 pl autoklavierter Gelatinelésung (10 min,
37 °C) benetzt. Die Deckglaser werden mit PBS (ohne Ca?*/Mg®*) gewaschen. Die Zellen
konnen 24 h vor Versuchsbeginn auf den gelatinebeschichteten Deckglasern mit einer
Dichte von 20 000 Zellen/Well (500 ul) ausgesat werden. Durch die Verwendung von 48-
Well-Platten kann die Menge Lipid/Cy3-DNA-Komplex (0,5 ug Cy3-DNA/Well) reduziert
werden. Die Herstellung der Lipid/Cy3-DNA-Komplexe erfolgt nach Standardprotokoll
3.3.1 in einem Massenverhaltnis von 8/1 (Lipid/DNA). Die folgenden Waschschritte sowie
die Fixierung der Zellen entspricht 3.7.1. Fur die Kolokalisationen mit antikdrpermarkierten
Zellkompartimenten (Immunofluoreszenz) mussen die Zellen anschlieliend permeabilisiert
werden. Daflr wird mit Saponin (500 ul, 10 min, RT) oder Triton X-100 (500 pl, 5 min,
4 °C) inkubiert. Unspezifische Bindungsstellen werden dann durch 30 min Inkubation mit
PBS + 10 % FCS (blocking solution, RT) blockiert. Anschlieffend werden die Deckglaser

der Mikrotiterplatte entnommen und umgedreht auf einen 50 - 100 ul Tropfen der primaren
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Antikdérperldsung platziert. Der Tropfen Antikérperlésung befindet sich dabei auf Parafilm,
da durch die groRe Grenzflachenspannung Parafilm/Losung ein  geringes
Flussigkeitsvolumen bendtigt wird. Antikorperkonzentration und Inkubationszeit sind
Tabelle 3-6 zu entnehmen. Nach der Inkubation werden die Deckglaser in eine 100 mm
Petrischale gegeben und mit PBS 3-mal gewaschen. Fir die folgende Inkubation mit
einem fluoreszenzmarkierten = Sekundarantikorper wird analog verfahren. Alle
Sekundarantikorper werden 60 min inkubiert. Um ein unspezifisches Binden des
Sekundarantikorpers an die Zellen auszuschlieRen, werden Kontrollen angefertigt, in
denen der Sekundarantikdrper allein inkubiert wird. Bei Phalloidin handelt es sich nicht um
einen Antikorper, sondern um ein fluoreszenzmarkiertes Toxin. Die Anfarbung entspricht
jedoch dem Protokoll und wird daher an dieser Stelle erwahnt.

Die Aufarbeitung und anschlieRende Bildanalyse entspricht 3.7.1. Das Ausmal} der
Kolokalisation beider Fluoreszenzsignale wird mit ImagedJ 1.42 Software plugin JaCoP
bestimmt und als Mander’s Korrelationskoeffizient angegeben. Dieser Koeffizient gibt den
Anteil Cy3-DNA Fluoreszenzintensitat an, der mit der Fluoreszenz des angefarbten
Endozytosekompartiments kolokalisiert, und kann Werte zwischen 0 und +1 annehmen
(Bolte & Cordelieres 2006).
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Tabelle 3-6: Fluoreszenzfarbung von Endozytosekompartimenten

Primarer Sekundarer Verdlinnung Zeit Endozytoseweg
AK/ AK/ [VIV] oder [min]
Reportergen Farbstoff Konz.
Mouse anti- Goat anti- 1:25 30 EEA1 ist ein Protein
EEA1 IgG mouse IgG und Bestandteil
(H+L) MFP friher Endosomen
488/590 (Clathrin) (Mu et al.
1995).
Rabbit anti- Goat anti- 1:20 60 LAMP-1 ist ein
LAMP-1 rabbit IgG Membranprotein
(H+L) MFP spater Endosomen
488 und Lysosomen
(Clathrin) (Chen et al.
1985).
Mouse anti- Goat anti- 1:25 30 Caveolin-1 Protein im
Caveolin-1 mouse Golgi Apparat
IgG1 IgG1 (y1) (Caveolae) (Bush et
Alexa al. 2006).
Fluor® 594
Mouse anti- Goat anti- 1:25 30 Caveolin-1 in
Caveolin-1 mouse IgM apikalen Endosomen
IgM (n-chain und der
specific) Plasmamembran
FITC (Bush et al. 2006).
-T2.YFP YFP 1 ug/Well 48 Expression eines
plasmid Markerproteins der
Golgi-stacks (Keller
et al. 2001).
Phalloidin MFP 488 0,17 uM 20 Aktinfilamente

(Hoffmeister &
Bechthold 2005).

3.7.3 Kolokalisationsstudien nach Inkubation mit endozytoseaktiven

Substanzen

Die Zellen werden wie fur die Zellaufnahmeexperimente unter 3.7.2 beschrieben kultiviert.
Vor der Inkubation der Lipid/Cy3-DNA-Komplexe wird die zellulare Aufnahme der Zellen

allerdings durch Prainkubation mit einer endozytoseaktiven Substanz wie unter 3.6.2
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beschrieben beeinflusst. Die Fixierung, Antikdrperfarbung und mikroskopische Analyse
entspricht 3.7.2.

3.7.4 Kolokalisationsstudien nach Expression eines Reportergens

Das Reportergen —T2.YFP (siehe Tabelle 3-6) wird zunachst transient in MDCK |l Zellen
transfiziert. Dafur werden die Zellen in gelatinebeschichteten 48-Well-Platten (siehe 3.7.2)
mit einer Dichte von 20 000 Zellen/Well ausplattiert. Je 1 ug DNA wird mit Fugene® HD
(4:2 (V/m, 10 min) komplexiert, mit Medium + 10 % FCS ad 500 ul verdinnt und 3 h
inkubiert. Die Inkubation wird durch einen Medienwechsel gestoppt und die Expression
des Reportergens im Fluoreszenzmikroskop nach 24 h und 48 h visuell gepruft. Bei
erfolgreicher Transfektion werden Lipid/Cy3-DNA-Komplexe inkubiert und die Proben wie

unter 3.7.1 beschrieben aufgearbeitet.

3.8 Fluoreszenzmikroskopie mit dem LSM 510 Meta

3.8.1 Konfokale Kolokalisationsstudien

Das Zell- und Inkubationsprotokoll entspricht 3.7. Das verwendete Laser-Scanning-
Mikroskop LSM 510 Meta UV ist ein inverses Fluoreszenzmikroskop, das mit
verschiedenen Lasern (351, 364, 458, 488, 514, 543, 633 nm) und drei Emissionskanalen
ausgestattet ist. Die Lochblende des Mikroskops wird auf 1 airy disk gestellt, so dass ein
konfokales Arbeiten maoglich ist (vgl. 1.4.4.2). Fur die Aufnahme von 3D-Bildern (z-stacks)
verfugt das Gerat Uber einen schnellen z-Scanning-Tisch. Dadurch kann eine Bildserie
eines 2D-Bildes in 350 nm Abstanden in z-Richtung aufgenommen werden und die
Einzelbilder schliel3lich zu einem 3D-Bild zusammengesetzt werden (optical sectioning).
Fir die Aufnahme von Durchlichtbildern wird ein Differential-Interferenzkontrast-Filter
(DIC-Filter) eingesetzt. Die Proben werden mit einem 63 x/1,4 NA oder einem
100 x/1,3 NA OI-Objektiv mikroskopiert und mit der LSM Image Browse Rel. 4.0. Software
ausgewertet. Fur die Bildbearbeitung wird zusatzlich Axiovision Software und ImagedJ 1.42

Software verwendet.
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3.8.2 Mikroskopie von Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)
Vier verschiedene Komplexe werden verwendet: ungefarbte Komplexe, Komplexe mit
einer Einzelfarbung (Cy5-DOPE oder Cy3-DNA) oder Komplexe mit einer Doppelfarbung
(Cy5-DOPE und Cy3-DNA). Das Zell- und Inkubationsprotokoll entspricht 3.7.

Fur die konfokalen (Lochblende = 1 airy disk) Kolokalisationsstudien der doppelt gefarbten
Komplexe werden die fixierten Proben mit dem Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510 Meta
UV und einem 20 x/0,75 NA Objektiv mikroskopiert. Cy3 wird bei 543 nm angeregt und die
Emission bei 560 - 615 nm detektiert. Fur die Anregung von Cy5 wird mit 633 nm
eingestrahlt und die Emission > 650 nm detektiert (siehe Tabelle 3-7). Das Ausmal} der
Kolokalisation beider Fluoreszenzsignale wird mit ImagedJ 1.42 Software plugin JaCoP
bestimmt und als Pearsons Korrelationskoeffizient angegeben. Dieser Koeffizient gibt die
Korrelation beider Fluoreszenzsignale an und kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen
(Bolte & Cordelieres 2006). Eine vollstandige, positive Korrelation wird durch den Wert +1
angezeigt, eine vollstandige, negative Korrelation durch den Wert -1. Bei einem
Korrelationskoeffizienten von 0 liegt keine Korrelation vor.

Fir die Quantifizierung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers wird die Lochblende
auf 2,5 airy disks vergroRert, also nicht konfokal gearbeitet. Dadurch kann die Intensitat
der Fluoreszenzsignale erhéht und deren Quantifizierung verbessert werden. Obwohl die
Funktion der Lochblende in diesen Versuchen nicht voll ausgenutzt wird, ist das
verwendete Mikroskop durch die Anwendung eines Lasers einem Weitfeldmikroskop mit
Quecksilberdampflampe uberlegen. Denn der Laser ermoglicht eine konstante Anregung
mit einer diskreten Wellenlange. Dadurch kann das Auftreten von Autofluoreszenz
reduziert werden. Aullerdem kann eine gleichmaligere  Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe Uber langere Messzeiten erzielt werden.

Neben den beiden einfach gefarbten werden nun auch doppelt gefarbte Proben
mikroskopiert. Jede Probe wird mit allen in Tabelle 3-7 angegebenen Einstellungen
untersucht. Die Fluoreszenzintensitaten der Komplexe in den aufgenommenen Bildern
werden mit der Software CellProfiler quantifiziert (vgl. 1.5.2.2). Fir die Analyse mussen
von jeder Probe mindestens vier Durchlichtbilder und dazugehdrige Fluoreszenzbilder
aufgenommen werden. Die Fluoreszenzbilder werden dann in Graubilder umgewandelt.
Mindestens 50 Zellen werden manuell in den Durchlichtbildern segmentiert, indem die
Zellrander gekennzeichnet werden. Anschlie3end wird die integrierte Fluoreszenzintensitat
in den segmentierten Zellen der Durchlichtbilder in dem dazugehoérigen Graubild

ausgewertet.
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In den durchgeflhrten bleaching-Experimenten wird Cy5 mit dem 633 nm Laser bei 100 %
AOTF gebleicht. Mit der verwendeten LSM Software kann ein bleaching-Protokoll
aufgestellt werden. In den Versuchen dieser Arbeit werden die Zellen 4-mal mit den
Donor- und Akzeptoreinstellungen aus Tabelle 3-7 aufgenommen. Dann erfolgt ein
bleaching in definierten Regionen der Zellen (region of interest, ROI). Es werden RO/ der
Zellen gewahlt, die Komplexe enthalten. Anschlielend werden die Zellen wieder 4-mal
aufgenommen. Dieses Protokoll wird 20-mal wiederholt und vorzeitig gestoppt, wenn die
Cy5 Intensitat auf <50 % der Ausgangsintensitat fallt. Die Software zeichnet Uber den

Verlauf dieser bleaching-Serie die Fluoreszenzintensitaten des Donors und Akzeptors auf.

Tabelle 3-7: FRET-Einstellung am Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzfarbstoff LSM 510 Meta UV

Fluorophor Anregung Emission Laser Filter
[nm] [nm] [nm] [nm]

Donor 550 570 543 560-615
(Cy3)
Akzeptor 649 670 633 LP 670
(Cys)
FRET 550 670 543 LP 670
(Cy3/Cy5)

3.9 Transzytose und richtungsabhangige Endozytose

3.9.1 Richtungsabhangige Endozytose im proliferierendem Zellmodell
MDCK Il Zellen werden wie unter 3.5.1 beschrieben auf 3 ym Transwells® in einer
Zelldichte von 40 000 Zellen/Well kultiviert. Fur Aufnahmeversuche wird nach 24 h von der
apikalen oder der basolateralen Seite 5 h lang Lipid/Cy3-DNA-Komplex inkubiert (1 ug
Cy3-DNA/Well, nach Standardprotokoll 3.3.1 hergestellt) und durchflusszytometrisch
(siehe 3.6.1) vermessen. Die Herstellung der Lipid/Cy3-DNA-Komplexe erfolgt nach 3.3.1
und in einem Massenverhaltnis von 8/1 (Lipid/DNA).

Fur Transfektionsversuche werden ungefarbte Komplexe 5 h inkubiert und nach 48 h die

Transfektion durchflusszytometrisch bestimmt.
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3.9.2 Richtungsabhangige Endozytose im polarisierten Zellmodell

MDCK Il Zellen werden wie unter 3.5.2 beschrieben kultiviert bis ein konstanter TEER-
Wert erreicht ist (5 -7 Tage). Fur Aufnahmeversuche werden Lipid/Cy3-DNA-Komplexe
nach Standardprotokoll 3.3.1 mit Cy3-DNA hergestellt und fur 5 h entweder von der
apikalen Seite oder der basolateralen Seite inkubiert (1 ug Cy3-DNA/Well). Die Proben
werden schliel3lich durchflusszytometrisch nach 3.6.1 analysiert.

Fur Transfektionsversuche im polarisierten Zellmodell wird analog verfahren, allerdings
werden ungefarbte Komplexe fur 5h inkubiert und nach 48 h die Transfektion

durchflusszytometrisch bestimmt (siehe 3.6.1).

3.9.3 Transzytose im polarisierten Zellmodell

MDCK Il Zellen werden wie unter 3.5.2 beschrieben kultiviert bis ein konstanter TEER-
Wert erreicht ist (5-7 Tage). Lipid/Cy3-DNA-Komplexe werden nach Standardprotokoll
3.3.1 mit Cy3-DNA hergestellt. Das Zellmedium wird gegen PBS (mit Ca*/Mg?*, 37 °C)
ausgetauscht und die Komplexe werden mit 1 ug DNA/Well Uber 23 h im apikalen Well
inkubiert. Dem apikalen und basolateralen Well werden zu den verschiedenen Zeitpunkten
abwechselnd 500 ul Flussigkeit entnommen, in eine Prazisionsklvette aus Quarzglas
(FUllvolumen 500 pl) dberfihrt und am Fluorimeter (LS 50B) bei 37 °C vermessen
(Anregung 548 nm, Emissionsfilter 562 nm, Spaltbreite 5 nm). Unmittelbar nach der

Messung wird der Flussigkeitsinhalt wieder den Wells zugefuhrt.

3.10 Viabilitat und Toxizitat von Zellen

3.10.1 Viabilitatstest

Die Lebensfahigkeit (Viabilitat) von Zellen in einem duchflusszytometrischen Experiment
wird in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des CellTiter-Glo" -Tests nach Angaben des
Herstellers bestimmt. Dieser Test quantifiziert die vorhandene ATP-Menge lysierter Zellen
durch eine ATP-abhangige Enzymreaktion. In dieser wird Luciferin durch das Enzym
Luciferase in den lumineszierenden Farbstoff Oxyluciferin umgewandelt. Die
Lumineszenzintensitat verhalt sich proportional zur vorhandenen ATP-Konzentration und

ermoglicht so die Quantifizierung von ATP. Da der zellulare ATP-Gehalt von der
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metabolischen Aktivitat der Zellen abhangig ist, kann so auf die Viabilitat der Zellen
geschlossen werden.

Um in einem durchflusszytometrischen Zellversuch den Einfluss einer inkubierten
Substanz (z.B. Lipoplex, Inhibitor, Enhancer) auf die Zellviabilitat zu testen, wird der
Versuch nach 3.6.1 in doppelter Ausfuhrung durchgefihrt. Wahrend die eine Halfte der
Proben schliel3lich am Durchflusszytometer untersucht wird, wird die andere Halfte der
Proben mit Luciferinreagenz und Lysepuffer des Testkits versetzt, geschuttelt (2 min) und
10 min bei RT inkubiert. Das zugesetzte Reagenzvolumen entspricht dabei immer exakt
dem FlUssigkeitsvolumen der Wells. Aus jedem Einzelwell werden anschlieRend 3
Viabilitatsproben (je 200 pl) in eine 96-Well-Platte pipettiert und in einem Luminometer
vermessen. Um den Einfluss der inkubierten Substanz auf die Zellviabilitat zu bestimmen,
wird der Mittelwert der 3 Viabilitatsproben im Verhaltnis zur Viabilitdt unbehandelter Zellen

(100 % Kontrolle) angegeben.

3.10.2 Toxizitatstest

Wahrend die Viabilitat von Zellen deren Lebensfahigkeit beschreibt, versteht man unter
zellularer Toxizitat eine bereits eingetretene Veranderung der zellularen Physiologie
(Alberts et al. 2008).

Im durchflusszytometrischen Experiment kann die Toxizitat einer inkubierten Substanz
durch die Streulichtparameter FSC und SSC detektiert werden. Alternativ kann der
Fluoreszenzfarbstoff 7-AAD unmittelbar vor der durchflusszytometrischen Analyse hinzu
gegeben werden (0,25 ug/Probe). 7-AAD bindet DNA, kann aber nur die beschadigte
Zellmembran apoptotischer Zellen passieren. Nach 20 min Lagerung bei 4 °C wird die
Probe wie unter 3.7.1 beschrieben vermessen und 7-AAD in FL3 detektiert.

Die Toxizitat der Zellen wird im mikroskopischen Experiment anhand der morphologischen

Eigenschaften visuell geprift.
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3.11 Berechnungen

3.11.1 Sensitized FRET-Emission

Die Fluoreszenzintensitat des FRET-Akzeptors wird nach Anregung des Donors
gemessen (FRET-Signal). Auf diesem Signal basiert die Berechnung der FRET-Emission.
Die Berechnung der sensitized FRET-Emission (F;) berlcksichtigt dartber hinaus
spektrale Uberlappungen (spectral crosstalk) sowie die Hintergrundfluoreszenz. Die
FRET-Emission wird jedoch nicht auf die Konzentration der Farbstoffe normiert.

F. berechnet sich als (Mitra et al. 1996)

F, :IzDA _[1DAS1 _I3DAS2

Die Zahlenindeces (l1.3) geben die Laser und Filtereinstellungen des Mikroskops an:

l4 Donor-Einstellung (Anregung und Emission des Donors detektiert)
2 FRET-Einstellung (Anregung des Donors und Emission des Akzeptors detektiert)
I3 Akzeptor-Einstellung (Anregung und Emission des Akzeptors detektiert)

Die Buchstabenindeces (Ipapa) geben die Zusammensetzung der Probe an:

Ip Donor-Komplex ( Cy3-DNA-Farbung)
IA Akzeptor-Komplex (Cy5-DOPE-Farbung)
Ipa FRET-Komplex (Cy3-DNA- und Cy5-DOPE-Farbung)

Die spektralen Uberlappungen werden wie folgt berechnet:

s =L _15
1 ]lD 3 IID

IA A
S2:_2A S4:;A

Da fur das Cy3/Cy5-FRET-Paar die Korrekturfaktoren S; und S4 vernachlassigbar klein
sind, werden sie nicht weiter berucksichtigt (Sebestyen et al. 2002). Alle eingesetzten

Fluoreszenzintensitaten werden um den Betrag der Hintergrundfluoreszenz korrigiert.
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3.11.2 FRET-Effizienz des Akzeptors (E.,)

Bei der Berechnung der FRET-Effizienz (E;) wird die sensitized FRET-Emission zusatzlich
normiert (Tron et al. 1984). Die Benennung und Berechnung der Fluoreszenzintensitaten
und spektralen Korrekturfaktoren entspricht 3.11.1. Aullerdem wird ein weiterer
Korrekturfaktor (a Faktor) berechnet. Dieser Korrekturfaktor berucksichtigt die
Detektionsempfindlichkeit fir das Fluoreszenzsignal des Donors im Verhaltnis zu der
Detektionsempfindlichkeit fur das Fluoreszenzsignal des Akzeptors (Sebestyen et al.
2002).

_I'xe,xL,
1P xe, xL,
€4 molarer Absorptionskoeffizient Cy3 bei der Anregungswellenlange 488 nm (150
000 (L-mol"-ecm™))

€a molarer Absorptionskoeffizient Cy5 bei der Anregungswellenlange 633 nm (250 000
(L'-mol™-cm™))

Lg Verhaltnis Farbstoff Cy3/Komplex (75 pmol/1 ug DNA)
La Verhaltnis Farbstoff Cy5/Komplex (40 pmol/1 ug DNA)

Damit lasst sich E wie folgt berechnen (Nagy et al. 2006):

_ SZ(IZDA _IlDAS1 _13DAS2)
CadS, + S, (L) - IS, ~ I57S))

Die FRET-Effizienz des Akzeptors E, ist eine haufig verwendete FRET-Angabe bei

zellularen Untersuchungen, insbesondere mit dem Duchflusszytometer.

3.11.3 FRET-Effizienz des Donors (E,)

Der Energietransfer eines FRET-Paares ist nicht nur Uber die Fluoreszenzintensitat des
Akzeptors bei Anregung des Donors zuganglich, sondern kann auch Uber die gleichzeitige
Intensitatsabnahme des Donors quantifiziert werden (Horvath et al. 2005; Nagy et al.
2006):



-74 - Methoden

]DA
Ed :l_II_D

1

Die Benennung der Fluoreszenzintensitaten entspricht dabei 3.11.1.

3.11.4 Statistik

Um den statistischen Fehler der Messreihen zu berechnen, wird der Standardfehler (SEM)
angegeben.

Daruber hinaus wird in einigen Messreihen dieser Arbeit mit Hilfe des Student t-Tests auf
Signifikanz getestet. Dabei wird fur die Ergebnisse der FRET-Versuche (vgl. 4.5) ein
zweiseitiger, gepaarter Test durchgefuhrt. Die t-Tests beziehen sich hier auf den Vergleich
verschiedener FRET-Berechnungen derselben Messdaten, so dass die Wertepaare
voneinander abhangig sind und ein gepaarter t-Test angebracht ist.

In allen anderen Fallen wird ein zweiseitiger, ungepaarter t-Test angewendet.

Alle statistischen Berechungen werden mit Hilfe der Software GraphPad Prism 3.0

durchgeflhrt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Herstellung und Charakterisierung von Lipid/DNA-

Komplexen

Die Herstellung von Lipid/DNA-Komplexen erfolgt durch spontane Assoziation von
kationisch geladenem Lipid und negativ geladener DNA (Felgner et al. 1987). Diese
Selbstassoziation muss durch den Herstellungsprozess kontrolliert werden (Li & Szoka
2007). Im vorliegenden Abschnitt werden verschiedene Herstellungsprozesse miteinander
verglichen und gepruft, ob eine Prozesskontrolle mdglich ist und das Endprodukt dem
Anforderungsprofil eines Gentransfersystems (vgl. 1.3) entspricht.

Dabei werden Vorgangerarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe aufgegriffen (Clement 2005;
Hafele 2007).

4.1.1 Ausgangsmodell

Als Ausgangsmodell werden Ausgangsliposomen nach 3.1 hergestellt und zu
DC 30®/eGFP-C1-Komplexen  8/1  (m/m)  weiterverarbeitet. ~ Abweichend  vom
Standardprotokoll 3.3.1 werden die DNA-L6sung (0,068 pg/ul) und die Lipiddispersion
(0,5 pg/ul) mit einer Pumpe Uber ein 400 um Y-Stick (siehe 3.3.2) gemall dem
Herstellungsprotokoll der Dissertation von Hafele zusammengeflihrt (Hafele 2007). Dabei
entstehen Komplexdispersionen mit einer - verglichen mit dem Standardprotokoll -
hdoheren Konzentration an DNA von 0,033 pg/ul. Das Herstellungsvolumen betragt 300 -
500 pl.

4.1.1.1 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Zunachst werden die Ausgangsliposomen vermessen (t =0 min) und anschlieBend mit
DNA komplexiert, wie unter 3.3 beschrieben. In Abbildung 4-1 wird die Komplexbildung im
PCS-Gerat (siehe 3.4.1) Uber die Zeit verfolgt. Der mittlere hydrodynamische
Durchmesser (d) der Ausgangsliposomen andert sich nach Zugabe der DNA nicht. Die
Komplexbildung spiegelt sich also nicht in einer GréRenanderung wider. Es bilden sich
Strukturen mit d > 1000 nm. Die starke Polydispersitat der Proben (Pl 0,24 - 0,34) lasst auf

eine inhomogene Grolenverteilung schliel3en.
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Abbildung 4-1: PartikelgroRenentwicklung bei der Herstellung von Lipid/DNA-
Komplexen

Unextrudierte Ausgangsliposomen (t = 0 min) wurden zu Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m)
komplexiert und die hydrodynamischen Durchmesser Gber 90 min mittels PCS bestimmt
(n =2, £ SEM der Mittelwerte).

Verschiedene Autoren beschreiben bei Ladungsverhaltnissen (+/-) von 1-2 eine
vergleichbare Aggregation der Lipid/DNA-Komplexe (d > 1000 nm) (Zelphati et al. 1998;
Wiethoff et al. 2002; Zuhorn & Hoekstra 2002). Die Inhomogenitat und die Partikelgroflie
der Proben beeintrachtigen die Berechnung von d wesentlich (Zuhorn & Hoekstra 2002).
Dies wird durch die Standardabweichungen in Abbildung 4-1 bestatigt. Da die
Streulichtintensitat von der Grofe der Partikel abhangt, werden in inhomogenen Proben
die Signale kleiner Partikel durch die Signale groRRer Partikel Uberstrahlt. Je inhomogener
also die Probe und je groRer die Durchmesser einzelner Subpopulationen, desto geringer
die Aussagekraft und Reproduzierbarkeit der PCS-Ergebnisse. Bei derartigen
inhomogenen Proben kann der mittlere hydrodynamische Durchmesser daher nicht mehr
durch eine einfache exponentiale Autokorrelationsfunktion erfasst werden, sondern muss
durch multiexponentiale Autokorrelationsfunktionen beschrieben werden, in denen jede
PartikelgroRe ihre eigene Exponentialfunktion einbringt. Dies kann durch einen Non-
Negatively constrained Least Squares Algorithmus (NNLS-Algorithmus) aufgeldst werden
(Wiethoff et al. 2002). Die intensitatsgewichtete NNLS-Auswertung der beiden Messungen

zeigt eine multimodale Verteilung mit Fraktionen von d > 5000 nm (Abb. 4-2).
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Abbildung 4-2: PartikelgroRenverteilung der Lipid/DNA-Komplexe
Die beiden Komplexproben aus Abb. 4-1 wurden zum Zeitpunkt 90 min mittels NNLS-
Algorithmus ausgewertet.

Durch Zentrifugation (7000 x g, 10 min, 25°C) kann eine Population abgetrennt werden,
die PartikelgroBen > 2000 nm enthalt. Im Uberstand befinden sich PartikelgroRen mit
einem Mittelwert des hydrodynamischen Durchmessers von d = 381 nm aus 2 Chargen.
Diese Ergebnisse bestatigen die Multimodalitat der Proben, die aufgrund der NNLS-
Auswertung unterstellt wurde. Eine vergleichbare Auftrennung von Lipid/DNA-Komplexen

durch Zentrifugation ist in der Literatur beschrieben (Hofland et al. 1996).

4.1.1.2 Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie (Cryo-TEM)

Die PartikelgroRen und die PartikelgrofRenverteilung der Proben werden aul3erdem mittels
Cryo-TEM analysiert (siehe 3.4.4). Komplexproben im Konzentrationsbereich der PCS-
Messungen (DNA 0,033 ug/pl) enthalten nur sehr wenige elektronenmikroskopisch
detektierbare Strukturen. Daher werden die Proben verglichen mit 4.1.1.1 in einer 10-fach
hdheren Konzentration eingesetzt (DNA 0,334 ug/ul). Wie von Hafele beschrieben (Hafele
2007), finden sich in der Probe ,fingerprint‘-Strukturen, in denen DNA zwischen
Lipidschichten sandwichartig komplexiert ist. Diese Strukturen liegen in einem
GroRenbereich von ~ 500 nm (Abb. 4-3 Bild A). Daneben sind grof3ere Lipid/DNA-
Aggregate und kleine elektronendichte Strukturen (Abb. 4-3 Bild C) sowie anscheinend

unkomplexierte Ausgangsliposomen zu sehen (Abb. 4-3 Bild B). Eine vergleichbare
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Heterogenitat von Lipid/DNA-Komplexen ist in der Literatur bereits beschrieben (Zabner et
al. 1995; Xu et al. 1999; Khalil et al. 2006).

Abbildung 4-3: Strukturanalytik von Lipid/DNA-Komplexen
Unextrudierte Ausgangsliposomen wurden zu Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m)
komplexiert und mittels Cryo-TEM untersucht. Die Aufnahmen A, B und C zeigen
reprasentative Komplexstrukturen.

4.1.1.3 Transfektionseffizienz

Um die Transfektionseffizienz der Komplexe zu quantifizieren, werden verschiedene
Zelllinien wie unter 3.6.1 beschriecben mit den Komplexen inkubiert und anschlieRend
durchflusszytometrisch analysiert. Vor der Inkubation werden pro Well je 30 pl
Komplexdispersion (0,034 pg/pl DNA) mit 70 pl sterilem Transfektionsmedium verdinnt
und 100 pl pro Well inkubiert, so dass je 1ug DNA pro Well vorliegt. In den
durchflusszytometrischen Analysen nach 3.6.1 werden 28,7 + 3,2 % transfizierte A-10
Zellen, 23,3 £0,9 % transfizierte COS-7 Zellen und 0,7 £ 0,1 % transfizierte MDCK Il
Zellen detektiert (Abb. 4-4).
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Abbildung 4-4: Transfektion verschiedener Zelllinien
Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10, COS-7 und MDCK I
Zellen durch Lipid/DNA-Komplexe 8/1 (m/m) (n = 3, £ SEM).

Fir die folgenden Transfektionsversuche werden A-10 Zellen ausgewahlt, da in diesem
Zellmodell aufgrund der basal hoheren Transfektionsrate eine Optimierung der
Komplexherstellung sowohl als Zu- als auch als Abnahme der Transfektion am

empfindlichsten detektierbar ist.

4.1.2 Variation | des Ausgangsmodells: Veranderung des
HerstellungsmaRstabs

Mehrere Dissertationen der Arbeitsgruppe haben Herstellung und Charakterisierung von
Lipid/DNA-Komplexen untersucht und an die Anforderungen der Gentherapie (vgl. 1.3)
angepasst. Wahrend Clement in ihrer Dissertation Herstellungsmethoden fur den
Grollmalstab entwickelt (siehe 3.3.3), beschreibt Hafele die zellulare Assoziation dieser
Komplexe und bendtigt daher Herstellungsmethoden, die eine Produktion sehr kleiner
Mengen ermdglichen (siehe 3.3.1 und 3.3.2). In der vorliegenden Arbeit werden beide
Herstellungsmethoden verglichen.

Fir den kleinen MaRstab nach Hafele werden die DC 30®-Dispersion (0,5 pg/ul) und die
DNA-L6sung (0,068 pg/ul) Gber ein Y-Stick mit einem Durchmesser von 400 um (siehe
Ausgangsmodell 4.1.1) zusammengepumpt oder die DNA-L6sung in die Lipiddispersion
pipettiert (siehe 3.3.1). Die Volumina der Lipiddispersion und der DNA-LGsung liegen
zwischen 200 - 500 pl.

Im Pumpenmodell fiir den groRen MaRstab nach Clement werden 19 ml DC 30°-
Dispersion (0,5 pg/pl) und 19 ml DNA-Losung (0,068 ug/ul) Uber ein Y-Stick des
Durchmessers 3 mm zusammengepumpt (siehe 3.3.3).
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Alle Lipid/DNA- Komplexe haben eine Endkonzentration an DNA von 0,033 ug/pl.
Diese Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit Frau Ina Stumpf am Institut fur

Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie der Universitat Freiburg durchgefuhrt.

4.1.2.1 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Lipid/DNA-Komplexe werden in beiden Herstellungsmalistaben hergestellt und die
mittleren hydrodynamischen Durchmesser der 3 hergestellten Proben (Y 3 mm = ,grol3er
Mafstab“, Y 400 um und Pipette = ,kleiner Mal3stab“) mittels PCS bestimmt. Abbildung
4-5 zeigt fur die verschiedenen Herstellungsarten und -malistdbe unterschiedliche

Messergebnisse.
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Abbildung 4-5: PartikelgrofRen bei der Herstellung von Lipid/DNA-Komplexen in
verschiedenen HerstellungsmaRBstaben

Unextrudierte Ausgangsliposomen wurden in verschiedenen Herstellungsmalistaben zu
Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m) komplexiert und die hydrodynamischen Durchmesser
90 min nach Herstellung mittels PCS bestimmt (n = 3, £ SEM der Mittelwerte). Aufgrund
der Chargengrof3e konnte Y 3mm nur 1-mal durchgeflhrt werden.

Die Polydispersitaten aller Messungen sind hoch (Pl > 0,27) und deuten auf eine starke
Inhomogenitat der Proben hin, die die Berechnung von d wesentlich beeintrachtigt. Die
Angabe von d, wie bereits unter 4.1.1.1 erwahnt, ist daher eine unprazise Auswertung.

Die intensitatsgewichtete NNLS-Auswertung der Messung zeigt (Abb. 4-6), dass alle
Proben unabhangig von der gewahlten Herstellungsmethode eine Multimodalitat
aufweisen. Bei der Herstellung von Lipid/DNA-Komplexen entstehen jeweils inhomogene
Komplexdispersionen, die PartikelgrofRen von d > 1 ym enthalten (Zelphati et al. 1998;
Wiethoff et al. 2002).
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Abbildung 4-6: PartikelgroRenverteilung bei der Herstellung von Lipid/DNA-
Komplexen in verschiedenen HerstellungsmaRstaben

Reprasentative Darstellung der Komplexproben aus Abb. 4-5. Die Partikelgroen-
verteilungen wurden mittels NNLS-Algorithmus ausgewertet.

4.1.2.2 Transfektionseffizienz

Fur die Herstellung eines kleinen Ansatzes Lipid/DNA-Komplexe stehen, wie bereits
erwahnt, mit dem Zusammenpipettieren beider Komponenten (siehe 3.3.1) und dem
Zusammenpumpen Uber ein 400 um Y-Stlck (siehe 3.3.2) zwei Methoden zur Verfigung.

Je 250 pl Lipiddispersion und DNA-L6sung werden vereint und gemaf 4.1.1.3 inkubiert.
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Abbildung 4-7: Transfektion von A-10 Zellen mit Lipid/DNA-Komplexen aus dem
kleinen Herstellungsmafstab

Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10 Zellen durch Lipid/DNA-
Komplexe 8/1 (m/m) aus dem kleinen Herstellungsmalistab (n = 18, + SEM).
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In Abbildung 4-7 wird deutlich, dass sich beide Methoden nicht signifikant unterscheiden
(p= 0,9245). Nach dem Zusammenpumpen Uber ein 400 um Y-Stick werden
37,7 £5,7% der Zellen transfiziert, nach Zusammenpipettieren beider Komponenten
38,1 £ 8,1 %. Obwohl das Pumpmodell keine effizientere Transfektion ermdglicht, ist es
aufgrund der besseren Reproduzierbarkeit und des einfacheren Scale-ups zu bevorzugen
(Zelphati et al. 1998; Clement 2005).

In einem nachsten Schritt wird die Herstellung ,kleiner Mal3stab“ versus ,grof3er Mal3stab“
im Pumpenmodell verglichen (Abb. 4-8). Da ein gro3es Produktvolumen (38 ml) bei der
Verwendung des groflen Pumpenmodells anfallt, werden die Komplexe nach Herstellung
lyophilisiert und gelagert (siehe 3.3.4). Im Vergleich zum Ausgangsmodell (vgl. 4.1.1)
werden die Volumina des kleinen Pumpenmodells auf jeweils 500 ul Lipiddispersion und
DNA-L6sung erhdht, um ebenfalls eine anschlie3iende Lyophilisation zu ermdglichen. Die
Transfektion der Komplexe wird unmittelbar nach ihrer Herstellung und nach
anschlie3ender Lyophilisation Uber 15 Wochen weiter bestimmt.

Abbildung 4-8 zeigt die Transfektion der Komplexe beider Pumpenmodelle unmittelbar

nach der Herstellung.
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Abbildung 4-8: Transfektion von A-10 Zellen mit Lipid/DNA-Komplexen aus
verschiedenen HerstellungsmaRstaben

Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10 Zellen durch Lipid/DNA-
Komplexe 8/1 (m/m) aus verschiedenen Herstellungsmal3staben direkt nach der
Herstellung (n = 3, £ SEM).

Die Transfektionseffizienz der im kleinen Malstab hergestellten Komplexe (Y 400 pym)
liegt dabei deutlich Uber den Ergebnissen vergleichbarer Versuche dieser Arbeit mit dem
gleichen Pumpenmodell (z.B. 4.1.1.3). Diese Abweichung ist moglicherweise auf eine

veranderte metabolische Aktivitat der Zellen zuriickzufiinren. Ein weiterer Unterschied
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zwischen der Komplexherstellung dieses Versuchs und Komplexen vergleichbarer Studien
dieser Arbeit (z.B. 4.1.1.3) sind die verwendeten Herstellungsvolumina. Diese liegen
aufgrund der bendtigten Probenzahl fur die Untersuchungen der Lagerstabilitat selbst im
kleinen Herstellungsmallstab mit 1 ml Komplexdispersion Uber den sonst verwendeten
Volumina von < 500 pl. Der ,kleine Mal3stab“ dieses Versuchs ist also bereits ein Scale-up
des Ausgangsmodells 4.1.1. Ob eine Veranderung der Herstellungsvolumina im kleinen
Pumpenmodell die Transfektion tatsachlich beeinflussen kann, muss in weiteren Arbeiten
untersucht werden, da diese Kenntnis flur die Reproduktion von Laborversuchen von
wesentlicher Bedeutung ist.

Der Vergleich beider Pumpenmodelle in Abbildung 4-8 zeigt, dass mit dem Modell fir den
kleinen Malstab (Y 400 um) eine hohere Transfektionseffizienz erzielt werden kann.

Dies konnte an der unterschiedlichen Geometrie der Pumpen, insbesondere der
verwendeten Y-Stlcke, liegen. In einem weiteren Versuch werden daher Lipoplexe mit
dem Pumpenmodell fir den kleinen Malistab hergestellt. Dabei wird einmal das
zugehorige Y-Stuck mit einem Durchmesser von 400 ym, ein anderes Mal jedoch das
3 mm Y-Stlck des groRen Pumpenmodells eingebaut. Abbildung 4-9 zeigt, dass das Y-
Stlck keinen Einfluss auf die Transfektionseffizienz der produzierten Lipoplexchargen hat
(Y 400 pm 28,7 £ 1,3 %, 3 mm 28,8 £ 0,5 %).
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Abbildung 4-9: Transfektion von A-10 Zellen mit Lipid/DNA-Komplexen nach
Austausch des Y-Stiicks

Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10 Zellen durch Lipid/DNA-
Komplexe 8/1 (m/m) im kleinen Herstellungsmalistab (n = 3, + SEM). Bei der Herstellung
der Komplexe wurden 2 verschiedene Y-Stlicke eingesetzt.

Der Unterschied zwischen beiden Modellen kann nicht abschlieRend geklart werden.

Durchmesser und Material des Y-Stlicks beeinflussen die Transfektionseffizienz jedenfalls
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nicht. Mdglicherweise sind die unterschiedlichen Probenvolumina oder die eingesetzten
Schlauche entscheidend.

Da bei der Herstellung im GroBmafstab eine groRe Menge Produkt gewonnen wird, ist
eine stabile Lagerung notwendig. Die Transfektionseffizienz der Versuchschargen wird
daher nach Herstellung (t = 0 Wochen) untersucht, anschlie3end lyophilisiert (siehe 3.3.4),

bei 5 °C und -20 °C gelagert und uber 15 Wochen weiter bestimmit.
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Abbildung 4-10: Transfektion von A-10 Zellen mit lyophilisierten Lipid/DNA-
Komplexen

Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10 Zellen durch Lipid/DNA-
Komplexe 8/1 (m/m) aus dem grof3en Herstellungsmalstab (n = 3, + SEM). Die Komplexe
wurden nach der Herstellung (t=0 Wochen) lyophilisiert und die Transfektion nach
Lagerung bei 5 °C oder -20 °C uber 15 Wochen untersucht.

Abbildung 4-10 zeigt den Verlauf der Transfektion fur die im groRen Mal3stab hergestellten
Komplexe Uber eine Lagerdauer von 15 Wochen. Unabhangig von der
Lagerungstemperatur der Probe nimmt die Transfektionseffizienz nach Lyophilisation ab
und erreicht anschlieBend ein konstantes Niveau von ~ 20 %. Der zeitliche Verlauf der
Transfektion der im kleinen Mal3stab hergestellten Komplexe entspricht den Ergebnissen
des groRen Malstabs (Daten nicht gezeigt).

Eine derartige Abnahme der Transfektionseffizienz bei Lagerung der Lipid/DNA-Komplexe
ist in der Literatur bereits beschrieben (Zelphati et al. 1998; Molina & Anchordoquy 2008).
Als Ursachen wird die Peroxidation von Lipiden diskutiert, bei der reactive oxygen species
(ROS, z.B. Radikale) und thiobarbituric reactive substances (TBARS, z.B. Aldehyde,

Peroxide) entstehen, die beide Komplexkomponenten, DNA und Lipid, bei Lagerung
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abbauen. Dieser Prozess kann auch durch Lyophilisation nicht verhindert werden (Molina
& Anchordoquy 2008).

4.1.3 Variation Il des Ausgangsmodells: Extrusion der Lipid/DNA-
Komplexe

Die Herstellung nach 4.1.1 ergibt Lipid/DNA-Komplexe, deren Grofle nicht dem
Anforderungsprofil eines Gentransfersystems entspricht (vgl. 1.3). Daher wird in einer
ersten Versuchsreihe die Moglichkeit einer Extrusion zur GrofReneinstellung der
Lipid/DNA-Komplexe gepruft. Die Herstellung der Komplexe entspricht dem
Ausgangsmodell 4.1.1 und die anschliellende Extrusion der Komplexe wird nach Protokoll
3.3.5 durchgefuhrt. Die Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit Frau Ina Stumpf am
Institut fur Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie der Universitat Freiburg
durchgefuhrt.

4.1.3.1 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Abbildung 4-11 zeigt, dass die GrofRe der Lipid/DNA-Komplexe durch Extrusion eingestellt
werden kann. Bei einer 11-maligen Extrusion durch eine 200 nm Polycarbonatmembran
(+++) konnen so kleinere PartikelgroRen erzielt werden. Die Mittelwerte der

hydrodynamischen Durchmesser von 2 Chargen liegen bei 343 £ 3 nm.
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Abbildung 4-11: PartikelgroRen nach Extrusion von Lipid/DNA-Komplexen
Unextrudierte Ausgangsliposomen wurden zu Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m)
komplexiert und anschlieend extrudiert. Die hydrodynamischen Durchmesser wurden
90 min nach Herstellung mittels PCS bestimmt (n = 2, + SEM der Mittelwerte).
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4.1.3.2 Transfektionseffizienz

Die Verdunnung fur den Zellversuch entspricht 4.1.1.3. Im Vergleich mit den Komplexen
des Ausgangsmodells (vgl. 4.1.1) nimmt die Transfektionseffizienz der Komplexe nach
Extrusion signifikant ab. Wahrend unextrudierte Komplexe 22,7 + 0,7 % der inkubierten A-
10 Zellen transfizieren, fallt die Transfektion bei Inkubation extrudierter Komplexe (+++)
auf 2,8 £ 0,1 % (Abb. 4-12).
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Abbildung 4-12: Transfektion von A-10 Zellen mit extrudierten Lipid/DNA-
Komplexen

Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10 Zellen durch extrudierte
Lipid/DNA-Komplexe 8/1 (m/m) (n = 3, + SEM).

4.1.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Eine mdogliche Erklarung fir die starke Abnahme der Transfektion nach Extrusion der
Komplexe ist die Zerstorung der DNA. Dies kann durch Scherkrafte, wie sie wahrend einer
Extrusion auftreten, leicht erfolgen (Bustamante et al. 2003). Um diese Hypothese zu
prufen, werden Lipid/DNA-Komplexe extrudiert (+ oder +++) und anschlieend mit einem
Detergenz dekomplexiert (siehe 3.4.2). Mittels Gelelektrophorese wird auf intakte DNA
getestet. Als Kontrolle werden unextrudierte Komplexe (-) mitentwickelt. Wie Abbildung
4-13 zeigt, wird die DNA durch Extrusion der Komplexe fast vollstandig degradiert,
wahrend die DNA unextrudierter Komplexe als Bande bei ~5 kb zu erkennen ist. Dies
entspricht der vom Hersteller angegebenen Grolke des eGFP-C1 Plasmids von 4,7 kb.

Da die Extrusionsexperimente zu einer Degradation der DNA fuhren, wurde auf weitere

Versuche zur direkten Komplexzerkleinerung verzichtet.
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Abbildung 4-13: Agarose-Gelelektrophorese von extrudierten Lipid/DNA-Komplexen
Entwicklung von unextrudierten und extrudierten Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m) nach
Dekomplexierung mit Zwittergent®. Detektion der DNA-Banden mittels Ethidiumbromid.

4.1.4 Variation lll des Ausgangsmodells: Extrusion der
Ausgangsliposomen

Wie unter 4.1.3.2 gezeigt, fuhrt die direkte Extrusion von Lipid/DNA-Komplexen zu einem
Verlust der Transfektionseffizienz. Daher wird als alternative Methode zur
Grolleneinstellung der Lipid/DNA-Komplexe die Groéflke der Ausgangsliposomen durch
Extrusion reduziert (siehe 3.1.2). Die anschlieRende Komplexierung der DNA erfolgt durch
Zusammenpumpen Uber ein 400 pm Y-Stuck (siehe 3.3.2) und entspricht dem
Ausgangsmodell 4.1.1.

Die Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit Frau Ina Stumpf am Institut fir

Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie der Universitat Freiburg durchgefuhrt.

4.1.4.1 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Die Ausgangsliposomen fur die Lipoplexherstellung werden jeweils unterschiedlich
hergestellt: unextrudierte (-), 1-mal durch eine 800 nm Membran extrudierte (+) oder 21-

mal durch eine 800 nm und 51-mal durch eine 400 nm Membran (++) extrudierte
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Liposomen werden mit DNA komplexiert. Die Gréf3en der Ausgangsliposomen (t = 0 min)
sowie die Groflen der entstehenden Komplexe werden mittels PCS gemessen (siehe
3.4.1). Abbildung 4-14 zeigt die Entwicklung der mittleren hydrodynamischen

Durchmesser Uber die Zeit.

2500~ Graph Extrusion
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i 51 x400 nm
E 1500-
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T 10004 _
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Abbildung 4-14: PartikelgroRenentwicklung bei der Herstellung von Lipid/DNA-
Komplexen aus extrudierten Ausgangsliposomen

Unextrudierte oder extrudierte Ausgangsliposomen (t =0 min) wurden zu Lipid/DNA-
Komplexen 8/1 (m/m) komplexiert und die hydrodynamischen Durchmesser tber 90 min
mittels PCS bestimmt (n = 3, + SEM der Mittelwerte).

Eine 1-malige Extrusion durch eine 800 nm Membran (+) reduziert den Mittelwert des
hydrodynamischen Durchmesser unextrudierter Liposomen von d = 1729 + 65 nm auf 456
+ 1nm, eine 21-malige mit anschlielender 51-maliger Extrusion durch eine 400 nm
Membran (++) auf 330 £ 0,2 nm (t = 0 min). Nach Zugabe der DNA werden Partikelgréfien
im mittleren GréfRenbereich von (+) 357 £ 3 nm und (++) 252 + 2 nm erfasst. Es wird
beobachtet, dass die Zahlrate der PCS-Messung nach Extrusion (20 - 40 kcps) deutlich
unter der Zahlrate der unextrudierten Proben (100 - 180 kcps) liegt, obwohl jeweils gleiche
Konzentrationen eingesetzt wurden. Die Polydispersitat der Komplexproben kann durch
Extrusion deutlich verringert werden (Pl (+): 0,23 -0,27 und PI (++): 0,13 -0,2). Die
Messungen sind aufgrund der groReren Homogenitat und der geringeren Partikelgrofien

gut reproduzierbar (vgl. 4.1.1).
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Abbildung 4-15: PartikelgroBenverteilung der Ausgangsliposomen und Lipid/DNA-
Komplexe

Die 21-mal durch 800 nm und 51-mal durch 400 nm Polycarbonatmembranen extrudierten
Ausgangsliposomen (++) der Abb. 4-14 sowie die daraus gebildeten Lipid/DNA-Komplexe
wurden zum Zeitpunkt 90 min mittels NNLS-Algorithmus ausgewertet. Reprasentative
Darstellung.

Die  NNLS-Auswertungen der  PCS-Messungen  verdeutlichen, dass die
PartikelgroRenverteilung extrudierter Liposomen (++) sich nach DNA-Zugabe nur
unwesentlich andert (Abb. 4-15).

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit der Extrusion der Ausgangsliposomen eine Methode
zur Verflgung steht, die GroRe der entstehenden Komplexe zu kontrollieren. Die Zahlrate
und damit die Anzahl der Komplexe verringert sich trotz unveranderter Konzentration der
Ausgangskomponenten im Vergleich zum Ausgangsmodell (vgl. 4.1.1) jedoch deutlich und
liegt im unteren Bereich der PCS-Auflésung. Daher wird in einer weiteren Versuchsreihe
die Konzentration der Ausgangskomponenten 10-fach erhoht.

Bei einer 10-fachen Erhohung der Ausgangskonzentrationen von DNA-LOsung und
Lipiddispersion I4sst sich sowohl eine Anderung der PartikelgroBenverteilung als auch
eine Anderung des mittleren hydrodynamischen Durchmessers d beobachten. Abbildung
4-16 zeigt dies am Beispiel von Lipid/DNA-Komplexen, die aus stark extrudierten (++)
Ausgangsliposomen sowohl in der Standardkonzentration (++/-) als auch in der 10-fachen

Konzentration (++/+) hergestellt wurden.
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Abbildung 4-16: PartikelgroRenentwicklung bei der Herstellung von Lipid/DNA-
Komplexen mit verschiedenen Ausgangskonzentrationen

Extrudierte Ausgangsliposomen (++) (t =0 min) wurden zu Lipid/DNA-Komplexen 8/1
(m/m) komplexiert und die hydrodynamischen Durchmesser uber 90 min mittels PCS
bestimmt (n =3, £+ SEM der Mittelwerte). Die Herstellung erfolgte in 2 verschiedenen
Herstellungs-konzentrationen (++/- und ++/+).

Der mittlere hydrodynamische Durchmesser d der Verteilung befindet sich nach 10-facher
Erhéhung der Konzentration (++/+) nicht weiter im Bereich der Ausgangsliposomen. Die
Messung der hydrodynamischen Durchmesser von >3 Chargen ergibt fur die
Ausgangsliposomen einen Mittelwert von d =330 £ 0,2 nm und fur die resultierenden
Komplexe von d = 569 + 96 nm.

Der Vergleich der NNLS-Auswertungen unterstreicht die Bildung grolerer
Komplexstrukturen (Abb. 4-17). Das Maximum der PartikelgroRenverteilung liegt nach 10-
facher Konzentrationssteigerung der Ausgangskomponenten im Bereich unextrudiert
hergestellter ~ Chargen (val. 4.1.1.1). Ein  vergleichbarer  Einfluss  der
Ausgangskonzentrationen auf die entstehenden PartikelgroRen von Lipid/DNA-Komplexen

ist in der Literatur beschrieben (Zelphati et al. 1998).
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Abbildung 4-17: PartikelgroRenverteilung der Lipid/DNA-Komplexe bei Herstellung
mit verschiedenen Ausgangskonzentrationen

Die 21-mal durch 800 nm und 51-mal durch 400 nm Polycarbonatmembranen extrudierten
Ausgangsliposomen (++) der Abb. 4-16 sowie die entstehenden Lipid/DNA-Komplexe
wurden zum Zeitpunkt 90 min mittels NNLS-Algorithmus ausgewertet. Reprasentative
Darstellung.

Die Extrusion der Ausgangsliposomen ermoglicht demnach eine Einstellung der
KomplexgrolRen bei gleichzeitiger Reduktion der Komplexanzahl. Dies ist bei

Konzentrationserhdhung der Ausgangskomponenten reversibel.

4.1.4.2 Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie (Cryo-TEM)

Die GroRenverteilung der Lipid/DNA-Komplexe wird durch Cryo-TEM-Aufnahmen naher
betrachtet (siehe 3.4.4). In der entsprechend dem Ausgangsmodell 4.4.1 praparierten
Probe (++/-) (DNA 0,033 pg/ul) lassen sich nur sehr wenige Komplexe elektronen-
mikroskopisch erfassen (Daten nicht gezeigt).

Eine elektronenmikroskopische Analyse wird erst nach 10-facher Erhohung der
Probenkonzentration an DNA auf 0,334 pg/pl moglich (vgl. 4.1.1.2) (Abb. 4-18). Neben
Jfingerprint“~Strukturen treten in der extrudierten Probe Liposomenaggregate auf,

zwischen denen DNA komplexiert zu sein scheint (Bild C).
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Abbildung 4-18: Strukturanalytik von Lipid/DNA-Komplexen
Unextrudierte Ausgangsliposomen (B) oder 21-mal durch 800 nm und 51-mal durch
400 nm Polycarbonatmembranen extrudierte Ausgangsliposomen (A) wurden mittels Cryo-
TEM untersucht. Durch Zugabe der DNA wurden die Ausgangsliposomen (B) zu den
Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m) (D) und die Ausgangsliposomen (A) zu (C) komplexiert.
Pfeile kennzeichnen charakteristische Liposomenaggregate.

Rakhmanova et al. zeigen in ihren Untersuchungen zu Lipid/DNA-Komplexen, dass
extrudierte Ausgangsliposomen seltener durch DNA-Zugabe aufgebrochen werden als
unextrudierte Ausgangsliposomen (Rakhmanova et al. 2004). Dieser Effekt kdonnte die
veranderte Komplexstruktur extrudierter Ausgangsliposomen erklaren. In der Literatur
werden solche Strukturen dartber hinaus bei hohen DNA/Lipid-Verhaltnissen beschrieben
(Huebner et al. 1999). Dies kdnnte ein Hinweis auf Lipidverlust durch Extrusion sein und
die unter 4.1.4.1 erwahnte verringerte Zahlrate der PCS-Messungen dieser Proben

erklaren. In Abschnitt 4.1.4.4 wir ein moglicher Lipidverlust analysiert.
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4.1.4.3 Transfektionseffizienz

Die Transfektionseffizienz wird durch die Grolie der Lipid/DNA-Komplexe beeinflusst (Ito
et al. 1990; Felgner et al. 1994; Ross & Hui 1999; Rakhmanova et al. 2004; Wasungu &
Hoekstra 2006).

Wie unter 4.1.4.1 gezeigt, ermdglicht die Extrusion der Ausgangsliposomen eine
Verringerung der PartikelgroRe. Hier wird die Abhangigkeit der Transfektionseffizienz von
einer derartigen PartikelgroReneinstellung untersucht.

Die Herstellung der Komplexe entspricht dem Ausgangsmodell 4.1.1, die anschliel3ende
Verdinnung und Inkubation 4.1.1.3.

Wie in Abbildung 4-19 zu sehen, verringert sich die Transfektionseffizienz nach Extrusion
der Ausgangsliposomen. Diese fallt von 19,9 + 0,7 % nach 1-maliger Extrusion durch eine
800 nm Membran (+) auf 16,2+ 0,2 %. Eine 21-malige Extrusion durch eine 800 nm
Membran gefolgt von einer 51-maligen Extrusion durch eine 400 nm Membran reduziert
die Transfektion signifikant (p = 0,0022) auf 6,3 £ 0,2 %.
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Abbildung 4-19: Transfektion von A-10 Zellen mit Lipid/DNA-Komplexen aus
extrudierten Ausgangsliposomen

Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10 Zellen durch Lipid/DNA-
Komplexe 8/1 (m/m) aus unextrudierten oder extrudierten Ausgangsliposomen (n =3, £
SEM).

In den Abschnitten 4.1.4.1 und 4.1.4.2 ist gezeigt, dass eine Konzentrationserhdhung der
Ausgangskomponenten die Partikelgrofienverteilung wieder in den Bereich groRerer
hydrodynamischer Durchmesser verschiebt und die Anzahl an Komplexen ansteigt.

Abbildung 4-20 zeigt am Beispiel extrudierter Ausgangsliposomen (++), dass mit der 10-
fachen Konzentrationssteigerung der Ausgangskomponenten (++/+) auch die

Transfektionseffizienz  zunimmt. Eine  10-fache = Konzentrationserhéhung  der
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Ausgangskomponenten bei der Herstellung steigert die Transfektionseffizienz somit von
1,2 £ 0,19 % (++/-) auf 21,9 £ 1,4 % (++/+). Die Konzentration der Komplexe ist in diesen
Versuchen nur wahrend der Herstellung erhoht. Fur die Zellinkubation werden die
Komplexdispersionen auf die Ausgangskonzentration zurtick verdinnt (DNA 0,033 ug/ul)

und analog 4.1.1.3 im Zellversuch eingesetzt.

Balken Extrusion DNA
100+
g (Mg/pl)
N 759 ++-  21x800nm 0,033
2 - 51 x 400 nm
TG
5 50-
N ++/+ 21 x 800 nm 0,334
g 05 == = 51 x 400 nm
S S
* -/- unextrudiert 0,033
0
v - "* -+ unextrudiert 0,165

Abbildung 4-20: Transfektion von A-10 Zellen mit Lipid/DNA-Komplexen bei
Herstellung mit verschiedener Ausgangskonzentration

Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10 Zellen durch Lipid/DNA-
Komplexe 8/1 (m/m) aus unextrudierten oder extrudierten Ausgangsliposomen (n =3, £
SEM). Die Herstellung erfolgte in 2 verschiedenen Herstellungskonzentrationen.

Die Transfektionseffizienz der Komplexe aus extrudierten Ausgangsliposomen liegt
dennoch weiterhin unter der Transfektionseffizienz von Lipid/DNA-Komplexen aus
unextrudierten Ausgangsliposomen (-/-) (28,7 £ 3,2 %). Die Transfektionseffizienz dieser
Komplexe kann durch eine Konzentrationserhdhung (-/+) hingegen nur schwach gesteigert
werden ((-/-): 20,0 £ 0,7 %; (-/+): 28,7 £ 3,2 %).

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine Extrusion der Ausgangsliposomen zwar zu
einer Verkleinerung der entstehenden Komplexgrof3en fuhrt, die Transfektionseffizienz
dieser Komplexe allerdings stark abnimmt. In der Literatur sind ahnliche Ergebnisse
publiziert (Zelphati et al. 1998). Zelphati et al. begrinden die effizientere Transfektion
grolkerer Komplexe mit deren Sedimentation, die eine starkere zellulare Assoziation
ermoglicht. Andere Arbeiten diskutieren hingegen eine starkere Transfektion kleiner
Komplexe und begriunden dies mit der GrolRenpraferenz der aktiven Endozytosewege
(Khalil et al. 2006). Die Verringerung der Transfektion in den vorliegenden Versuchen
konnte dann durch einen Lipidverlust wahrend des Extrusionsprozesses erklart werden.

Denn eine Reduktion des Lipid/DNA-Massenverhaltnisses von 8/1 (m/m) in den neutralen
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(5:1 m/m) oder negativen Ladungsbereich (< 5/1 m/m) verringert die Transfektionseffizienz
(Clement 2005; Ewert et al. 2008). Die Cryo-TEM- (vgl. 4.1.4.2) und PCS-Studien (vgl.
4.1.4.1) dieses Abschnitts deuten auf einen solchen Lipidverlust hin. Um die Ursache des
Transfektionsverlusts eindeutig zu klaren, wird im Folgenden ein mdglicher Lipidverlust

wahrend der Extrusion untersucht.

4.1.44 HPTLC

Die Lipidkonzentration nach Extrusion (++) der Ausgangsliposomen wird mit der
Lipidkonzentration unextrudierter Ausgangsliposomen (-) mittels Bartlett-Assay (siehe
3.1.6) verglichen. Es wird ein Lipidverlust von 46,0 + 3 % quantifiziert. Diese Angabe
bezieht sich ausschliel3lich auf das Phospholipid DOPE der DC 30 ®-Lipidmischung, da
nur dieses im Bartlett-Assay erfasst wird. Daher wird mit der HPTLC eine zweite
Bestimmungsmethode eingefuhrt (Abb. 4-21) (siehe 3.1.5). Unter Verwendung des
FlieBmittelgemisches CHCI3/MeOH/NH3/H,O (18,75/6,9/0,15/0,35 V/IVIVIV) ist eine
Trennung der beiden Lipidbestandteile mdoglich (Clement 2005). Der DOPE-Spot wird bei
einem R+Wert von 0,12, der DC-Cholesterol-Spot bei einem R¢Wert von 0,66 detektiert.
Der Lipidverlust wird Uber eine Reduktion der Peakflachen (Peakflache (++)/Peakflache
(-)) fur 2 verschiedene Konzentrationen berechnet. Die HPTLC-Bestimmung ergibt fur die
DOPE-Konzentration eine Reduktion von 52,4 + 16,5 % nach Extrusion (++). Die hohe
Standardabweichung dieser Bestimmung lasst sich durch die geringen Peakflachen und
eine konzentrationsabhangige Aufspaltung des DOPE-Peaks erklaren. Auf eine
Optimierung der Versuchseinstellungen wird verzichtet, da mit dem Bartlett-Assay bereits
eine Bestimmungsmoglichkeit besteht. Die DC-Cholesterol-Konzentration mittels HPTLC

ergibt einen Lipidverlust von 47,6 + 4,8 %.
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Abbildung 4-21: HPTLC-Lipidanalytik extrudierter Ausgangsliposomen
Reprasentative Auftrennung von unextrudierten (-) und 21-mal durch 800 nm und 51-mal
durch 400 nm Polycarbonatmembranen extrudierten DC 30° Ausgangsliposomen (++) in
die Bestandteile DOPE und DC-Cholesterol durch HPTLC.

Die Lipidquantifizierung zeigt, dass bei der Extrusion von Ausgangsliposomen (++) ein
Lipidverlust auftritt. Dieser betrifit beide Komponenten der DC 30®-Mischung
gleichermalRen und erklart sowohl die Strukturveranderungen in der Cryo-TEM als auch
den Transfektionsverlust. Da eine Erhéhung der Ausgangskonzentrationen den
Transfektionsverlust ausgleicht, konnte der Lipidverlust durch eine Oberflachensattigung
der Polycarbonatmembran bedingt sein. Auf derartige Wechselwirkungen wird in der
Literatur hingewiesen (Rakhmanova et al. 2004).

Die Extrusion von Ausgangsliposomen stellt damit eine Methode zur Gréleneinstellung
der Komplexe dar, die aufgrund des auftretenden Lipidverlusts jedoch schlecht
kontrollierbar ist.
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4.1.5 Variation IV des Ausgangsmodells: Ultraschallzerkleinerung der
Ausgangsliposomen

Da sich die Extrusion der Ausgangsliposomen zur Einstellung der Komplexgréfde durch
den auftretenden Lipidverlust als unbrauchbar erweist, wird mit der
Ultraschallzerkleinerung eine zweite Methode getestet. Diese hat den Vorteil, dass es sich
hierbei um eine Eintopfmethode handelt, ein Lipidverlust also praktisch auszuschlief3en ist.
Die Ausgangsliposomen werden dabei durch unterschiedlich lange Expositionszeiten im
Ultraschallbad oder durch eine Behandlung mit der Ultraschallspitze nach 3.1.3

zerkleinert. Die weitere Herstellung der Komplexe entspricht dem Ausgangsmodell 4.1.1.

4.1.5.1 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Die NNLS-Auswertung der Proben ist in Abbildung 4-22 zu sehen. Im Gegensatz zu
extrudierten Proben (vgl. 4.1.4.1) verschiebt sich die PartikelgrofRenverteilung nach DNA-
Zugabe hier deutlich. Weder Komplexe mit einem hydrodynamischen Durchmesser von
d > 1000 nm noch Partikel im Bereich der Ausgangsliposomen (d =161 nm) sind zu
finden. Die Ausgangskonzentration der Komplexdispersion ist in diesen Versuchen im
Vergleich zum Ausgangsmodell (vgl. 4.1.1) erniedrigt (DNA =0,01 pg/ul). Bei
Ultraschallbehandlung hoher konzentrierter Komplexdispersionen (DNA = 0,034 ug/ul)
liegt das Maximum der NNLS-Auswertung weiter bei d > 1000 nm.

Die Polydispersitat der entstehenden Komplexe ist verglichen mit denen durch Extrusion
zerkleinerten grofRer (P1:0,16 - 0,28). Die Zahlrate der PCS-Messungen liegt hoher und
deutet daher darauf hin, dass kein Lipidverlust auftritt (vgl. 4.1.4.1).

Durch Zentrifugation (7000 xg, 10 min, 25°C) kann im Gegensatz zu Lipid/DNA-
Komplexen aus unextrudierten Ausgangsliposomen (vgl. 4.1.1.1) keine Population, die
PartikelgrofRen > 2000 nm enthalt, abgetrennt werden.

Vergleichbare Komplexe konnten nach einer Partikelzerkleinerung der Ausgangs-
liposomen durch 210 min Exposition im Ultraschallbad gebildet werden (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 4-22: PartikelgroRenverteilung von Lipid/DNA-Komplexen aus
ultraschallzerkleinerten Ausgangsliposomen

Ultraschallzerkleinerte Ausgangsliposomen sowie die entstehenden Lipid/DNA-Komplexe
wurden zum Zeitpunkt 90 min mittels NNLS-Algorithmus ausgewertet. Reprasentative
Darstellung.

Der Vergleich der PartikelgroRenverteilungen von Lipid/DNA-Komplexen aus
unextrudierten, ultraschallzerkleinerten und extrudierten Ausgangsliposomen zeigt, dass
sich die Partikel der ultraschallzerkleinerten Proben in einem mittleren
PartikelgréRenbereich befinden (Abb. 4-23).

Diese Ergebnisse belegen, dass der mittlere hydrodynamische Durchmesser der
Komplexe durch Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen indirekt eingestellt
werden kann. Der Mittelwert des hydrodynamischen Durchmessers aus 4 Messungen liegt
bei d=434+ 35nm und damit im Bereich der extrudierten Proben in 10-facher
Konzentration (578 £ 52 nm).



Ergebnisse -99 -

1507 —=— unextrudiert -+ US -o— extrudiert

re)
5 100, s
0 i N0
c P10
2 F Y‘
[S RN
50 b
PR
g
! Lo
i N A /
0 fettmcwonde S T .
100 1000 10000

d (nm)

Abbildung 4-23: PartikelgroBenverteilung von Lipid/DNA-Komplexen verschiedener
Herstellungsmethoden

Unextrudierte, ultraschallzerkleinerte (US) oder 21-mal durch 800 nm und 51-mal durch
400 nm Polycarbonatmembranen extrudierte Ausgangsliposomen wurden mit DNA zu
Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m) komplexiert. Die PartikelgroRenverteilung zum Zeitpunkt
90 min wurde mittels NNLS-Algorithmus ausgewertet. Reprasentative Darstellung.

4.1.5.2 Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie (Cryo-TEM)

Der Einfluss einer Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen auf die entstehenden

Komplexe (DNA 0,334 ug/pl) kann mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen (siehe
3.4.4) nicht gezeigt werden.
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Abbildung 4-24: Strukturanalytik von Lipid/DNA-Komplexen aus
ultraschallzerkleinerten Ausgangsliposomen
Ultraschallbehandelte Ausgangsliposomen wurden zu Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m)

komplexiert und mittels Cryo-TEM untersucht. Die Aufnahmen A, B und C zeigen
reprasentative Komplexstrukturen.
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Die Aufnahmen unterscheiden sich unwesentlich von den Aufnahmen aus 4.1.1.2.
Insbesondere die Anzahl der mikroskopierten Komplexe ist fur eine Analyse wie in 4.1.1.2
zu gering. Auf eine Konzentrationserhohung analog den unextrudierten bzw. extrudierten
Proben wird an dieser Stelle verzichtet, da keine PCS-Ergebnisse in diesem
Konzentrationsbereich vorliegen (vgl. 4.1.5.1). Im Vergleich zu den Komplexen extrudierter
Ausgangsliposomen (vgl. 4.1.4.2) konnen keine Strukturen gefunden werden, die auf
einen Lipidverlust hindeuten.

4.1.5.3 Transfektionseffizienz

Die Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen liefert PCS-Ergebnisse, die auf eine
Zerkleinerung der Ausgangsliposomen und der daraus gebildeten Lipid/DNA-Komplexe
hindeuten. In den folgenden Versuchen wird die Transfektionseffizienz dieser Komplexe
untersucht.

Eine Ultraschallzerkleinerung der Ausgangsliposomen mit der Ultraschallspitze
(5 x 0,5 min) steigert die Transfektion der Komplexe von 17,5+ 3,1 % auf 56,6 + 4,1 %
signifikant (p = 0,0001) (Abb. 4-25). Diese Steigerung konnte nur bei entsprechender
Zerkleinerung der Ausgangsliposomen erreicht werden. Eine Behandlung im
Ultraschallbad Uber Zeitrdume von <210 min fUhrt ebenso zu einer Abnahme der
Transfektion wie eine Konzentrationserhohung der Ausgangsliposomen (Daten nicht
gezeigt). Dies entspricht den Literaturangaben (Felgner et al. 1994).
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Abbildung 4-25: Transfektion von A-10 Zellen mit Lipid/DNA-Komplexen aus
ultraschallzerkleinerten Ausgangsliposomen

Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10 Zellen durch Lipid/DNA-
Komplexe 8/1 (m/m) aus unextrudierten und ultraschallzerkleinerten Ausgangsliposomen
(5x0,5s) (n=5, + SEM).
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Die Steigerung der Transfektionseffizienz beweist, dass die Zerkleinerung der
Ausgangsliposomen die GroRe und damit die Transfektionseffizienz der entstehenden
Lipid/DNA-Komplexe beeinflusst.

Eine Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen ermoglicht so die Grélkeneinstellung
der Lipid/DNA-Komplexe, ohne einen der Extrusion vergleichbaren Lipidverlust zu
bedingen.

Obwohl eine Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen in der Literatur bei der
Herstellung von Lipid/DNA-Komplexen haufig beschrieben wird (Ito et al. 1990; Felgner et
al. 1994; Ross & Hui 1999), ist eine der vorliegenden Arbeit vergleichbare Steigerung der
Transfektion nicht publiziert. Dies kann durch die Tatsache erklart werden, dass in den
meisten publizierten Studien eine Zerkleinerung im Ultraschallbad fur Zeitraume < 60 min
eingesetzt wird (Felgner et al. 1994; Ross & Hui 1999). Unter diesen Bedingungen sinkt

die Transfektionseffizienz auch in der vorliegenden Arbeit.

4.1.6 Diskussion und Ausblick

Diese Versuchsreihe stellt den Herstellungsprozess von Lipid/DNA-Komplexen vor und
fuhrt Methoden zur Charakterisierung dieser Komplexe ein.

Die Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) der Partikel bzw. PartikelgroRen-
verteilungen gehort zu den Standardmethoden im Bereich nanopartikularer Systeme, da
die Bestimmung schnell durchflhrbar ist und die Proben nicht zerstért werden (Torchilin &
Weissig 2003). Bei der Analyse von Lipid/DNA-Komplexen sto3t diese Methode allerdings

aus mehreren Grinden an ihre Grenzen:

1. Unter Berucksichtigung des eingestrahlten Laserlichts ist anzunehmen, dass neben
der Rayleigh-Streuung (Gultigkeit: Wellenlange Laser >> Partikelgréf’e) auch Mie-
Streuung (Gultigkeit: Wellenlange Laser ~ PartikelgroRe) auftritt (Rakhmanova et al.
2004).

2. Bei der Herstellung von Lipid/DNA-Komplexen entstehen - besonders bei
Herstellung Uber die modifizierte Filmmethode - sehr breite GrolRenverteilungen mit
mittleren hydrodynamischen Durchmessern von d>500nm. Da in einer
intensitatsgewichteten  Auswertung  unterschiedlich grole  Partikel auch
unterschiedlich starke Messsignale ergeben (Rayleigh-Streuung), ist die Messung

bei einem Pl von > 0,25 schwer auswertbar.
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3. Da Lipid/DNA-Komplexe auflierdem keine kugelférmigen Strukturen sind, stéren
Streulichtschwankungen, die durch die Rotation der Komplexe verursacht werden
(Torchilin & Weissig 2003).

Die Groenbestimmung von Lipid/DNA-Komplexen mittels PCS stellt daher immer eine
Abschatzung und nie eine exakte Bestimmung der PartikelgréRe dar (Rakhmanova et al.
2004).

Als weitere Methode der Partikelgrolenanalyse wird  Cryo-Transmissions-
Elektronenmikroskopie (Cryo-TEM) vorgestellt. Bei der Untersuchung von Lipid/DNA-
Komplexen fallt auf, dass in den elektronenmikroskopischen Proben nur eine sehr geringe
Anzahl Komplexe zu finden ist. Dies kdnnte auf Schwierigkeiten bei der Probenpraparation
hindeuten, die bei der Cryo-TEM eine besondere Rolle spielt. Durch die Beschleunigung
des Einfrierprozesses ist es moglich, einen dinnen Film aus amorphem Eis zu erhalten.
Nur ein extrem dunner Film (< 0,5-1 pm) verhindert den mehrmaligen Kontakt eines
Elektrons mit Materie (inelastic scattering). So verursacht ein dickerer Probenfilm immer
einen hoheren Anteil inelastic scattering und dadurch einen deutlich schlechteren
Bildkontrast (Mclntosh et al. 2005). Dies erschwert die elektronenmikroskopische
Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen, da allein deren Gréfe (0,5 - 1 um) die Herstellung
eines dunnen Films bereits erschwert (Gustafsson et al. 1995).

PCS und Cryo-TEM sind Standardmethoden der Partikelgrof3enanalyse nanopartikularer
Systeme. Die Anwendung beider Methoden bei der Analyse von Lipid/DNA-Komplexen
wird in der vorliegenden Arbeit nicht zuletzt dadurch erschwert, dass sich die analysierten
Komplexe teilweise nicht mehr im nanopartikularen Bereich befinden. Damit ist eine
wesentliche Anforderung an das Komplexprofil nicht erfullt (vgl. 1.3).

Daher werden Variationen des Herstellungsprozesses vorgestellt, welche die Produktion
nanopartikularer Lipid/DNA-Komplexe ermoglichen und damit die Charakterisierung und
den Einsatz dieser Komplexe in der Gentherapie verbessern sollen. Es wird deutlich, dass
der Herstellungsprozess von einer groRen Anzahl an Parametern (Volumina,
Konzentration, Pump-/Pipettiermodell, Lyophilisation, Lagerung usw.) abhangig ist und die
Eigenschaften (GroRRe, Struktur, Ladung) der Komplexe durch die Variation dieser
Parameter beeinflusst werden koénnen. Anhand dieser Ergebnisse kann mit der
Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen eine Methode eingefuhrt werden, die eine
Einstellung der resultierenden Partikelgrof3en ermdglicht.

Die Optimierung der therapeutischen Verwendbarkeit verlangt dariber hinaus zu

verstehen, welche Komplexstruktur, -ladung und -groRe die effizientesten Lipid/DNA-
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Komplexe liefert. Diese Frage ist empirisch kaum zu beantworten. Gelingt es hingegen,
das Anforderungsprofil zellularer Systeme an diese Komplexe zu verstehen, kann eine
Zielstruktur entwickelt und der Herstellungsprozess rationell an diese angepasst werden.
Dies stellt die Grundlage der Endozytoseforschung dar. Im Rahmen dieser
Untersuchungen wird die Aufnahme und zellulare Prozessierung der Lipid/DNA-Komplexe
und folglich das zellulare Anforderungsprofil untersucht. Die Endozytoseforschung ist

daher Bestandteil des folgenden Kapitels.
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4.2 Zellulare Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen und

Transfektion

In Abschnitt 4.1 dieser Arbeit wird deutlich, dass fir eine rationelle Entwicklung von
Lipid/DNA-Komplexen das Anforderungsprofil der Zellen bekannt sein muss. In den
folgenden Abschnitten werden daher die einzelnen Schritte einer erfolgreichen
Transfektion untersucht. Dazu zahlen: zellulare Aufnahme, Prozessierung und
intrazellulare Dissoziation von Lipid/DNA-Komplexen.

Die Zelllinie A-10 wird von Lipid/DNA-Komplexen sehr effizient transfiziert und eignet sich
daher besonders zur Analyse der verschiedenen Transfektionsschritte. Wie in Abschnitt
4.1 bereits erwahnt, kann je nach Herstellung der Komplexe eine Transfektion von > 50 %
der Zellen erzielt werden. Ein Wechsel des Zellmodells kann die Transfektionseffizienz der
Lipid/DNA-Komplexe jedoch deutlich verringern. Zu den schlecht transfizierbaren Zellen
zahlen insbesondere Primarzellen, aber auch bestimmte Zelllinien wie die epitheliale
Hundenierenzelllinie MDCK Il. Diese zeigt fur die in dieser Arbeit verwendeten Lipid/DNA-
Komplexe eine uUberraschend niedrige Transfektion. Die Expression des eGFP-Plasmids
kann in < 1% der analysierten Zellen durchflusszytometrisch detektiert werden (siehe
3.6.1) (Abb. 4-26).
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Abbildung 4-26: Transfektion verschiedener Zelllinien
Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10 und MDCK I Zellen
durch Lipid/DNA-Komplexe 8/1 (m/m) (n = 3, + SEM).

Die Zelllinien-Abhangigkeit der Transfektion wird in der Literatur haufig beschrieben, ist
jedoch nicht eingehender untersucht (Wong et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wird
der Transfektionsprozess - beginnend mit der zellularen Aufnahme Uber die zellulare

Prozessierung bis hin zur intrazellularen Dissoziation der Komplexe - in der effizient
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transfizierten Zelllinie A-10 und der ineffizient transfizierten Zelllinie MDCK Il definiert und
beide Prozesse miteinander verglichen.

Die Aufklarung des Transfektionsprozesses verspricht die Entschlisselung der zellularen
Barrieren, die einer erfolgreichen Transfektion bestimmter Zelllinien und damit
moglicherweise auch der Transfektion in vivo im Weg stehen. Die Gegenlberstellung
einer effizient und einer ineffizient transfizierten Zelllinie stellt ein einfaches Modell dar, um
diese zellularen Barrieren zu definieren und auf die Bedeutung der einzelnen Schritte fur

eine effiziente Transfektion schlieRen zu konnen.

4.2.1 Optimierung des MDCK Il Zellmodells

Um auszuschlielRen, dass die niedrige Transfektion der MDCK Il Zelllinie lediglich durch
ein ungeeignetes Transfektionsprotokoll verursacht wird, werden folgende Parameter des
Standardprotokolls (siehe 3.3.1 und 3.6.1) verandert: GroRe und Ladung der Lipid/DNA-
Komplexe, Zelldichte und Transfektionszeit.

4.2.1.1 Einfluss des Ladungsverhiltnisses auf die Transfektion mit Lipid/DNA-

Komplexen

In Abschnitt 4.1 wird beschrieben, dass die zellulare Transfektion von A-10 Zellen durch
eine Anpassung der Eigenschaften der Lipid/DNA-Komplexe beeinflusst werden kann.
Neben der Grolle der Komplexe spielt hier insbesondere die Ladung eine bedeutende
Rolle. Daher wird in einer ersten Versuchsreihe die Ladung der Komplexe durch eine

Veranderung des Lipid/DNA-Verhaltnisses variiert (siehe 3.3.1).
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Abbildung 4-27: Transfektion mit unterschiedlich geladenen Lipid/DNA-Komplexen
Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von MDCK Il Zellen durch
Lipid/DNA-Komplexe mit den Massenverhaltnissen 2/1 - 10/1 (n 27, + SEM).

Lipid/DNA-Komplexe werden inkubiert und die zellulare Transfektion nach 48 h
durchflusszytometrisch bestimmt (siehe 3.6.1). Wahrend in der Literatur eine steigende
Transfektion mit zunehmendem Lipid/DNA-Verhaltnis und damit positiver Ladung der
Komplexe beschrieben wird (Xu et al. 1999; Zhang et al. 2003; Kiefer et al. 2004; Clement
2005; Ewert et al. 2008), kann die Transfektion der MDCK Il Zelllinie durch eine solche
Veranderung der Komplexe nicht optimiert werden.

In den folgenden Versuchsreihen werden daher jeweils Lipid/DNA-Komplexe mit einem
Massenverhaltnis von 8/1 eingesetzt. Diese Komplexe besitzen eine schwach positive
Nettoladung (Ladungsverhaltnis (+/-): 1,6) und stellen daher einen Kompromiss aus

niedriger Toxizitat und starker zellularer Assoziation dar (Kiefer et al. 2004).

4.2.1.2 Einfluss der Zelldichte auf die Transfektion mit Lipid/DNA-Komplexen

Die nach 3.6.1 ausplattierte Zellzahl beeinflusst die Zellaufnahme und Transfektion von
Lipid/DNA-Komplexen, insbesondere in der Epithelzellinie MDCK Il. Diese bildet bei
einsetzender Konfluenz einen Monolayer aus und beginnt anschlieend zu polarisieren
(vgl. 4.4), wodurch die Aufnahme- und Transfektionsfahigkeit der Zellen deutlich reduziert
wird (Tuma & Hubbard 2003; Zuhorn et al. 2007b; Harush-Frenkel et al. 2008). Die
schlechte Transfizierbarkeit epithelialer Monolayer erklart Zuhorn mit der Polarisierung der

Zellen: Rezeptoren, die eine Komplexbindung eingehen konnen (z.B. Integrin 1) (vgl.
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1.4.1) und so die zellulare Aufnahme vermitteln, liegen im polarisierten Zellmodell
ausschlieRlich basolateral vor und sind somit fur die Komplexe nicht mehr zuganglich.
Andere begrunden die schlechte Transfizierbarkeit dieser Zellen mit der geringen
Endozytoseaktivitat der Monolayer (Zuhorn et al. 2007b; Harush-Frenkel et al. 2008). Eine
weitere mogliche Erklarung liegt in der Abwesenheit von Caveolae-Strukturen an der
apikalen Zellmembran (von Bonsdorff et al. 1985; Vogel et al. 1998), wodurch eine
Caveolae-Endozytose im Monolayer unterbunden wird.

Um zu gewahrleisten, dass keine polarisierten Zellen vorliegen, wird in einer weiteren
Versuchsreihe die Zellzahl daher verringert.

Fur den Versuch werden 20 000 und 40 000 Zellen 24 h oder 40 000 Zellen 96 h vor
Komplexinkubation pro Einzelwell ausplattiert und gemal 3.6.1 analysiert. Die 96 h
kultivierten Zellen bilden dabei bereits einen Monolayer aus, wahrend die 24 h Kulturen
subkonfluent vorliegen. Wie Abbildung 4-28 zeigt, kann die Transfektion bei Verringerung

der Zelldichte nicht wesentlich gesteigert werden.
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Abbildung 4-28: Transfektion verschiedener Zelldichten

Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von MDCKIl Zellen durch
Lipid/DNA-Komplexe 8/1 (m/m) (n =3, £ SEM). Die Zellen wurden 24 h vor Versuchs-
beginn mit einer Zelldichte von 20 000 und 40 000 Zellen ausplattiert oder 96 h vorher mit
40 000 Zellen (> 40 000).

In den folgenden Versuchsreihen wird mit einer Ausgangszelldichte von 20 000 Zellen
weitergearbeitet. Dies ist das messtechnische Minimum flr eine anschlieRende

durchflusszytometrische Messung von 10 000 Zellen.
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4.2.1.3 Einfluss der Transfektionszeit auf die Transfektion mit Lipid/DNA-Komplexen

Als weiterer Parameter wird die Transfektionszeit des Standardprotokolls von 48 h (siehe
3.6.1) auf 72 h erhdht. Damit wird ausgeschlossen, dass die mangelnde Transfektion in
Wirklichkeit durch eine verzdgerte Transfektion verursacht wird.

Die Transfektion kann durch eine Verlangerung der Transfektionszeit allerdings nicht
erhoht werden (Abb. 4-29).
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Abbildung 4-29: Transfektion uber verschiedene Zeitraume
Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von MDCK Il Zellen durch
Lipid/DNA-Komplexe 8/1 nach 48 h und 72 h (m/m) (n = 3, + SEM).

In den folgenden Versuchsreihen wird eine Transfektionszeit von 48 h verwendet.

4.2.1.4 Einfluss der KomplexgroRe auf die Transfektion mit Lipid/DNA-Komplexen

Wie in Abschnitt 4.1.4 erwahnt, kann die Transfektionseffizienz in A-10 Zellen durch eine
Verkleinerung der Komplexgrolen erhoht werden. Daher werden in einer weiteren
Versuchsreihe im Standardprotokoll (siehe 3.6.1) statt unextrudierter Ausgangsliposomen
ultraschallzerkleinerte Ausgangsliposomen gemal 4.1.5.3 eingesetzt und die Transfektion

bestimmt. Die PartikelgroRenverteilung der Komplexe entspricht 4.1.5.1.
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Abbildung 4-30: Transfektion mit Lipid/DNA-Komplexen unterschiedlicher GroRe
Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von MDCK Il Zellen durch
Lipid/DNA-Komplexe 8/1 (m/m) (n =6, + SEM). Die Grole der Komplexe wurde durch
Zerkleinerung der Ausgangsliposomen mit der Ultraschallspitze fir 5x30s (+ US)
eingestellt und die Transfektion mit Komplexen aus unbehandelten Ausgangsliposomen
(- US) verglichen.

In MDCK Il kann die Transfektion durch diese MalRnahme geringflugig auf 2,3 + 0,6 %
gesteigert werden.
In den folgenden Versuchen werden zunachst weiterhin unextrudierte Ausgangsliposomen

verwendet.

4.2.2 Zellulare Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen in zwei
Zellmodellen

Die Transfektion von MDCK Il Zellen lasst sich auch durch eine Anpassung des
Transfektionsprotokolls nicht wesentlich steigern. Daher werden die Komplexe weiter nach
dem Standardprotokoll 3.3.1 hergestellt und die Transfektion gemaf 3.6.1 durchgefihrt.

In einer weiteren Versuchsreihe werden so die zellularen Barrieren, die einer erfolgreichen
Transfektion entgegenstehen, im MDCK Il Zellmodell charakterisiert und anschliefend mit
dem A-10 Modell verglichen.

Werden Lipid/DNA-Komplexe derselben Charge in zwei unterschiedlichen Zellmodellen
inkubiert, stellt die zellulare Aufnahme der Komplexe die erstmogliche zellabhangige

Barriere dar.
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4.2.2.1 Zelllinien-Abhangigkeit der Assoziation von Lipid/DNA-Komplexen

Um zu Uberprufen, inwieweit die Transfektion der Zellen durch die Assoziation der
Lipid/DNA-Komplexe bestimmt wird, werden durchflusszytometrische Versuche nach 3.6.1
durchgefuhrt. Lipid/Cy3-DNA-Komplexe werden dazu 5h bei 37 °C mit A-10 sowie
MDCK Il Zellen inkubiert. Abbildung 4-31 zeigt, dass die Komplexe von A-10 Zellen
signifikant (p < 0,0001) starker assoziiert werden (81,3 + 1,7 %) als von MDCK Il Zellen
(37,5 £ 1,7 %).

Die unterschiedliche Assoziation der Komplexe fuhrt zu einer unterschiedlichen Anzahl
transfizierter Zellen (A-10: 64,0 £ 3,0 % und MDCK: 0,9 £ 0,1 %) in beiden Zellmodellen.
Die =zellabhangige Transfektionseffizienz kann daher durch die unterschiedliche

Assoziation der Komplexe in beiden Zellmodellen teilweise erklart werden.
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Abbildung 4-31: Assoziation und Transfektion verschiedener Zelllinien
Durchflusszytometrische Bestimmung der Assoziation (weil3e Balken) von Lipid/Cy3-DNA-
Komplexen 8/1 (m/m) und der Transfektion (schwarze Balken) in A-10 und MDCK Il Zellen
(n=5, + SEM).

Der Zusammenhang zwischen zellularer Assoziation und Transfektion ist nahe liegend
und in der Literatur bereits beschrieben (Zabner et al. 1995; Zuhorn et al. 2002; Douglas et
al. 2008). Die mangelnde Transfektion der MDCK Il Zelllinie kann in Anbetracht der

zellularen Komplexassoziation von 37,5 % jedoch nicht hinreichend erklart werden.
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4.2.2.2 Bestimmung von zellularer Assoziation und zellularer Aufnahme

Die durchflusszytometrische Analyse zellularer Assoziation erfasst neben vollstandig
internalisierten Komplexen auch solche, die an der Plasmamembran gebunden vorliegen
(Huth et al. 2006). Daher wird gepruft, inwieweit es sich bei der in 4.2.2.1 ermittelten
Assoziation tatsachlich um zellulare Internalisierung und nicht um extrazellulare Bindung
der Komplexe an der Plasmamembran handelt.

Zur Bestimmung der extrazellularen Bindung der Komplexe an der Plasmamembran
werden die Zellen nach Inkubation der Lipid/Cy3-DNA-Komplexe mit CellScrub™ Puffer
gewaschen (MDCK + und A-10 +) (siehe 3.6.1). Dieser Puffer zerstort nicht internalisierte
Komplexe (Zuhorn et al. 2002). Die Differenz der durchflusszytometrischen Messungen
einer Probe, die 1-mal mit und 1-mal ohne CellScrub™ Puffer gewaschen wird, gibt den

Anteil extrazellular gebundener Komplexe an.
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Abbildung 4-32: Zellulare Assoziation und Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen
Durchflusszytometrische Bestimmung der Aufnahme von Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1
(m/m) in A-10 und MDCK Il Zellen (n =25, + SEM). Die zellulare Assoziation (-) wird von
der reinen zelluldaren Aufnahme (+) der Komplexe durch Inkubation mit dem CellScrub™
Puffer unterschieden.

Die Anzahl fluoreszierender MDCK Il Zellen sinkt nach Entfernung der extrazellular
assoziierten Komplexe mit Hilfe des CellScrub™ Puffers von 39,7 + 7,3 % auf 20,5 + 1,5 %
(Abb. 4-32). Die Halfte der Komplexe befindet sich daher an die Zellen gebunden und
nicht vollstandig internalisiert. Bei A-10 Zellen ist der Anteil extrazellular assoziierter

Komplexe deutlich geringer.
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In den folgenden Aufnahmeversuchen werden die Zellen jeweils nach Inkubation der
Komplexe mit CellScrub™ Puffer gewaschen und die extrazellular assoziierten Komplexe

somit entfernt.

4.2.2.3 Einfluss der Inkubationszeit auf die Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen

Des Weiteren wird die Aufnahmekinetik der Lipid/DNA-Komplexe in MDCK Il und A-10
Zellen genauer definiert. Dafur werden Lipid/Cy3-DNA-Komplexe in einem Zeitraum von
1-24 h mit den Zellen inkubiert und die zellulare Aufnahme durchflusszytometrisch
verfolgt (siehe 3.6.1).
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Abbildung 4-33: Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen
Durchflusszytometrische Bestimmung der Aufnahme von Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1
(m/m) in MDCK Il und A-10 Zellen nach Inkubationszeiten von 1 - 24 h (n = 3, £ SEM).

Die Aufnahme der Komplexe setzt nach einer Inkubationszeit von 1 h verstarkt ein und
verdoppelt sich im weiteren Inkubationsverlauf (Abb. 4-33). In beiden Zelllinien ist nach
einer starken initialen Aufnahme der Komplexe ein zweiter Anstieg nach 5 h zu erkennen.
Die A-10 Zelllinie zeigt in den ersten 3 h einen steileren Anstieg der Komplexaufnahme.
Daruber hinaus unterscheiden sich beide Zellmodelle wiederum im Ausmal® der

Aufnahme.
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4.2.3 Endozytoseprofil der Zellen

Um die unterschiedliche Aufnahme der Komplexe in beiden Zellmodellen verstehen zu
konnen, muss der jeweilige zellulare Aufnahmemechanismus aufgeklart werden. In der
Literatur wird Endozytose als der Hauptaufnahmemechanismus nanopartikularer Systeme
angesehen (Khalil et al. 2006; Wasungu & Hoekstra 2006; Hoekstra et al. 2007; Rawat et
al. 2007). Eine unterschiedliche Aufnahme der Komplexe muss demnach mit einer
unterschiedlichen Endozytoseaktivitat beider  Zellmodelle zusammenhangen.
Untersuchungen zur Endozytose nanopartikularer Systeme werden durch die Tatsache
erschwert, dass dieser Prozess UuUber eine Vielzahl verschiedener Mechanismen
(,Endozytosewege®) ablaufen kann (vgl. 1.4.2), die unterschiedliche Aufnahmekinetiken
sowie intrazellulare Prozessierungen aufweisen (Benmerah & Lamaze 2007; Mayor &
Pagano 2007; Mills 2007; Gong et al. 2008; Sandvig et al. 2008; Swanson 2008). In einer
ersten Versuchsreinhe wird daher untersucht, welche Endozytosewege in den beiden
Zellmodellen aktiv sind, um so das Endozytoseprofil beider Zelllinien zu erstellen. Diese
Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Frau Annette Steinbach (Pharmazeutische

Technologie und Biopharmazie, Universitat Freiburg) durchgefuhrt.

4.2.3.1 Zellulare Aufnahme von Endozytosemarkern

Fur die Aufklarung aktiver Endozytosewege werden die Zellen 5h mit
fluoreszenzmarkierten Markersubstanzen inkubiert (siehe 3.6.1), deren zellularer
Aufnahmemechanismus exakt bekannt ist (,Endozytosemarker®). Die vorliegende Arbeit
beschrankt sich dabei auf Endozytosewege, die als Aufnahmewege nanopartikularer
Systeme beschrieben sind. Dazu zahlen: Clathrin- und Caveolae-Endozytose sowie
Makropinozytose. Als Endozytosemarker werden Transferrin fur Clathrin (Karin & Mintz
1981), das Glykosphingolipid Lactosylceramid fur Caveolae (Singh et al. 2003) und
Dextran 40 000 flr Makropinozytose ausgewahlt (Mercer & Helenius 2008).

Nach Inkubation der Marker werden die Zellen durchflusszytometrisch vermessen (siehe
3.6.1).
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Abbildung 4-34: Aufnahme von Endozytosemarkern

Durchflusszytometrische Bestimmung der Aufnahme von Endozytosemarkern in A-10
(schwarze Balken) und MDCKII Zellen (weile Balken) (n=3,% SEM).
Fluoreszenzmarkiertes Transferrin (Tf), Lactosylceramid (LacCer) und Dextran 40 000
wurden jeweils 5 h inkubiert.

Der Makropinozytose-Marker Dextran 40 000 wird von beiden Zellen vergleichbar stark
aufgenommen (MDCKII: 69,4 £0,5%, A-10:758+1,6%). Der Clathrin-Marker
Transferrin hingegen wird von der Zellinie A-10 (67,3 +1,9 %) deutlich starker
internalisiert als von der Zelllinie MDCK Il (3,4 £ 1,7 %). Fir den Caveolae-Marker zeigt
sich ein umgekehrtes Aufnahmeverhalten beider Zelllinien (MDCK IIl: 74,8 £7,4 %, A-
10: 6,9 £ 1,0 %). Diese Ergebnisse zeigen, dass beide Zelllinien unterschiedliche
Endozytoseprofile aufweisen. Damit stehen ein Clathrin- und ein Caveolae-dominantes
Endozytosemodell einander gegenuber. In einer weiteren Versuchsreihe wird gepruft,
welche der aktiven Endozytosewege an der zellularen Aufnahme von Lipid/DNA-

Komplexen beteiligt sind.

4.2.4 Einfluss verschiedener Endozytosewege auf die Aufnahme von
Lipid/ DNA-Komplexen

Der Beitrag der aktiven Endozytosewege zur zellularen Aufnahme der Lipid/DNA-
Komplexe wird mit Hilfe endozytoseaktiver Substanzen untersucht, die einen der aktiven
Endozytosewege moglichst selektiv hemmen oder aktivieren. Durch Koinkubation mit
Lipid/DNA-Komplexen kann durch Hemmung oder Steigerung der Komplexaufnahme so

der Einfluss des jeweiligen Endozytoseweges analysiert werden (Huth et al. 2006).
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4.2.4.1 Inkubation mit Endozytose-Inhibitoren

Als Endozytose-Inhibitoren stehen insbesondere Hemmstoffe der Clathrin- und Caveolae-
Aufnahme zur Verfugung. In der vorliegenden Arbeit werden als Clathrin-Inhibitor
Chlorpromazin (Wang et al. 1993; Yao et al. 2002) und als Caveolae-Inhibitoren Filipin
(Orlandi & Fishman 1998) und Genistein (Parton et al. 1994) gewahlt. Das Cyclodextrin
MBCD hemmt beide Endozytosewege gleichermallen (Kilsdonk et al. 1995; Rodal et al.
1999).

Ein Problem bei der Inkubation mit Inhibitoren ist die Zelltoxizitat, die entweder durch die
pharmakologische Wirkung der inkubierten Substanz oder die verwendeten Lésungsmittel
(z.B. DMSO) verursacht wird (von Gersdorff et al. 2006). Da die toxischen Effekte von
Inkubationsdauer und Inhibitorkonzentration abhangig sind, wird fur diese Versuche die

Zellviabilitat bei den entsprechenden Versuchsbedingungen Uberpruft (Abb. 4-35).
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Abbildung 4-35: Einfluss von Endozytose-Inhibitoren auf die Zellviabilitat

MDCK Il Zellen wurden mit den Endozytose-Inhibitoren Chlorpromazin (A), Filipin (C) und
Genistein (D) 60 min und MBCD (B) 15 min in verschiedenen Konzentrationen
vorinkubiert. Die anschlielRende Koinkubation mit Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m) erfolgte
iber 5 h und die Messung der Zellviabilitat mit Hilfe des Cell Titer-Glo" Tests. Relative
Viabilitat bezogen auf die nur mit Lipid/DNA-Komplexen inkubierte Kontrolle (n = 3).
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Auf Basis dieser Daten werden folgende Inhibitorkonzentrationen und Inkubationszeiten

eingesetzt:

Tabelle 4-1: Optimierte Versuchsbedingungen fiir die Endozytose-Inhibitoren

Inhibitor Mechanismus Prainkubationszeit Konzentration
[min]
Chlorpromazin Clathrininteraktion 60 28 uM
MBCD Einschlusskomplex mit 15 5mM
Cholesterol
Filipin Caveolinbindung 60 10 pg/mi
Genistein Tyrosinkinasehemmung 60 200 uMm

Obwohl damit eine Zelltoxizitat der inkubierten Substanzen weitgehend ausgeschlossen
werden kann, wird die Toxizitat der Zellen wahrend dem Versuch zusatzlich anhand eines
7-AAD-Assays bestimmt.
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Abbildung 4-36: Einfluss von Endozytose-Inhibitoren auf die Zelltoxizitat

MDCK Il Zellen wurden mit den Endozytoseinhibitoren Chlorpromazin (clz), MBCD, Filipin
(fil) oder Genistein (gen) und Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m) entsprechend Tabelle 4-1
koinkubiert. Die Messung der Zelltoxizitat erfolgte durchflusszytometrisch mit 7-AAD
(n =2, £ SEM).

Der Anteil toxischer Zellen liegt bei allen Inhibitoren bei < 5 %. Eine Reduktion der

Komplexaufnahme ist damit nicht auf toxische, sondern auf pharmakologische Effekte
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zuruckzufihren. Die Viabilitat der Zellen wird analog im A-10 Zellmodell sichergestellt
(Daten nicht gezeigt). Ausfuhrlichere Daten zur Viabilitdt der Zellen in Abhangigkeit von
Inhibitorkonzentration und Inkubationsdauer finden sich in dem Abschlussbericht des im
Rahmen dieser Arbeit betreuten Mitarbeiterpraktikums von Frau Anna Gronert am Institut

fur Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie der Universitat Freiburg.
Die Inhibitoren werden nach 3.6.2 vorinkubiert und die Auswirkung auf die

Komplexaufnahme durchflusszytometrisch bestimmt. In den Versuchen der A-10 Zelllinie

wird die Inihibitorpalette auf die spezifischsten Substanzen reduziert.
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Abbildung 4-37: Beeinflussung der Aufnahme durch Endozytose-Inhibitoren
Durchflusszytometrische Bestimmung der Aufnahme von Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1
(m/m) in MDCK |l (weif3e Balken) und A-10 Zellen (schwarze Balken) nach Inkubation mit
Chlorpromazin (clz), Methyl-p-Cyclodextrin (MBCD) Genistein (gen) oder Filipin (fil)
entsprechend Tabelle 4-1. Relative Transfektion bezogen auf die unbehandelte
Komplexkontrolle (DC 30) (n = 3, + SEM).

Dabei wird sowohl in der MDCKII Zelllinie als auch in der A-10 Zelllinie die
Komplexaufnahme durch die Blockade der Clathrin- und der Caveolae-Endozytose
gehemmt. Beide Zelllinien nehmen Lipid/DNA-Komplexe bevorzugt Uber den jeweils
aktivsten Endozytoseweg auf, so dass in der Clathrin-dominanten Zelllinie A-10 die
Clathrin-Endozytose und in der Caveolae-dominanten Zelllinie MDCK Il die Caveolae-
Endozytose Uberwiegt. Eine starkere Hemmung der Komplexaufnahme ist in diesen
Versuchen nicht zu erwarten, da in Kontrollversuchen die Aufnahme von

Endozytosemarkern nicht starker blockiert werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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4.2.4.2 Inkubation mit Endozytose-Enhancern

In der vorliegenden Arbeit wird aulerdem ein Ansatz verfolgt, der fur die
Endozytoseforschung im Bereich nanopartikularer Systeme neu ist: die selektive
Aktivierung einzelner Endozytosewege. Ein wesentlicher Vorteil bei der Analyse von
Lipid/DNA-Komplexen liegt hierbei in der Steigerung von Aufnahme und Transfektion.
Dadurch kénnen Veranderungen niedriger Aufnahme- und Transfektionswerte, wie sie in
der MDCK Il Zelllinie vorliegen, besser detektiert werden.

In der vorliegenden Arbeit werden folgende Endozytose-Enhancer verwendet: ein
Saponingemisch aus Glypsophila paniculata L. aus der Forschungsgruppe von Herrn
Matthias F. Melzig (Pharmazeutisches Institut, Freie Universitat Berlin) wird als Clathrin-
Enhancer inkubiert (Weng et al. 2009). Das Glykosphingolipid Lactosylceramid wird selbst
Uber Caveolae-Endozytose internalisiert, gilt dariber hinaus aber auch als Caveolae-
Enhancer (Singh et al. 2003; Sharma et al. 2004): Lactosylceramid vermittelt das
Aufkonzentrieren von B1-Integrin-Rezeptoren an der Plasmamembran und deren
Caveolae-vermittelte Endozytose (Sharma et al. 2005). Diese membranstandigen Proteine
dienen als Rezeptoren flr viele extrazellulare Liganden, unter anderem Lipid/DNA-
Komplexe (Zuhorn et al. 2007b) (vgl. 1.4.1).

Phorbolester wie Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) steigern Uber eine Aktivierung der
Proteinkinase C die Makropinozytose (Swanson 1989; Smart et al. 1994; Aballay et al.
1999).

Die Viabilitat der Zellen wird analog den Inhibitorversuchen in einer Reihe von

Vorversuchen uberpruft und betragt dabei immer > 70 % (Abb. 4-38).
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Abbildung 4-38: Einfluss von Endozytose-Enhancern auf die Zellviabilitat

MDCK Il (weil3e Balken) und A-10 Zellen (schwarze Balken) wurden mit den Endozytose-
Enhancern Saponin (CE), Lactosylceramid (LacCer) oder Phorbolester (PMA) und
Lipid/DNA-Komplexen 8/1 (m/m) entsprechend Tabelle 4-2 fur 5 h koinkubiert. Die
Zellviabilitit wurde mit Hilfe des Cell Titer-Glo" Tests bestimmt. Relative Viabilitit
bezogen auf die nur mit Lipid/DNA-Komplexen inkubierte Kontrolle (n = 3, £ SEM).

Auf Grundlage dieser Vorversuche werden die Enhancer-Konzentrationen wie folgt

festgelegt:

Tabelle 4-2: Optimierte Versuchsbedingungen fiir die Endozytose-Enhancer

Enhancer Mechanismus Prainkubationszeit Konzentration
[min]

Clathrin Clathrin-vermittelter 0 10 pg/mi

enhancer Ligandentransport
am Rezeptor
verstarkt

Lactosylceramid Selektive 0 4 pug/ml
Caveolaestimulation

Phorbolester PKC vermittelte 0 120 ng/ml

Aktivierung der
Makropinozytose

Die Endozytose-Enhancer und Lipid/DNA-Komplexe werden jeweils 5 h koinkubiert und

die Veranderung der Komplexaufnahme durchflusszytometrisch bestimmt (siehe 3.6.2).
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Abbildung 4-39: Beeinflussung der Aufnahme durch Endozytose-Enhancer
Durchflusszytometrische Bestimmung der Aufnahme von Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1
(m/m) in MDCK Il (weil3e Balken) und A-10 Zellen (schwarze Balken) nach Inkubation mit
Saponin (CE), Lactosylceramid (LacCer) oder Phorbolester (PMA) entsprechend Tabelle
4-1. Relative Transfektion bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle (DC 30) (n = 3,
+ SEM).

Eine Aktivierung von Clathrin- und Caveolae-Endozytose steigert die Aufnahme der
Lipid/DNA-Komplexe. Diese Ergebnisse entsprechen den Daten der Inhibitorversuche.

Die Inkubation mit Phorbolester inhibiert die Komplexaufnahme, so dass die Beteiligung
der Makropinozytose ausgeschlossen werden kann. Die Reduktion der Aufnahme kann
hier durch die Aktivierung der Proteinkinase C erklart werden, die gleichzeitig bei der
Regulation anderer Endozytosewege (u.a. Caveolae) eingeschaltet ist (Smart et al. 1994;
Aballay et al. 1999).

Die Komplexaufnahme kann in MDCK Il Zellen starker gesteigert werden als in A-10
Zellen.

4.2.5 Diskussion und Ausblick

Die Auswahl der beiden Zellmodelle A-10 und MDCK Il basiert auf der unterschiedlichen
Transfektionseffizienz lipid-basierten Gentransfers. Der vorliegende Abschnitt erortert den
Einfluss der zellularen Aufnahme auf die Transfizierbarkeit beider Zellmodelle.

Ein Einfluss der zellularen Aufnahme auf die Transfektionseffizienz kann anhand der
vorliegenden Versuche bestatigt werden. Die Festlegung der Endozytoseprofile beider

Zellmodelle liefert eine mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Aufnahmeraten beider
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Zellmodelle. Es wird deutlich, dass die einzelnen Endozytosewege mit unterschiedlicher
Aktivitat in beiden Zellmodellen ablaufen. Daher wird untersucht, welche Endozytosewege
an der Aufnahme der Lipid/DNA-Komplexe beteiligt sind.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass beide Zelllinien Lipid/DNA-Komplexe Uber Clathrin-
und Caveolae-Endozytose aufnehmen. Dies entspricht den Angaben der Literatur (Zuhorn
et al. 2002; Rejman et al. 2005; Wong et al. 2007). Das Clathrin-dominante Zellmodell A-
10 internalisiert die Komplexe hierbei verstarkt Uber Clathrin-Endozytose, wahrend das
Caveolae-dominante Zellmodell MDCK Il die Caveolae-Endozytose bevorzugt. Da die
Komplexe von dem Clathrin-dominanten Zellmodell A-10 deutlich starker internalisiert
werden, kann eine Praferenz der Komplexe zu diesem Endozytoseweg unterstellt werden.
Die in Abschnitt 4.1 ermittelte GroRenverteilung der Komplexe beinhaltet Komplexgrolien,
die zur GroRRenpraferenz beider Endozytosewege passen (Rejman et al. 2004). In diesem
Zusammenhang ist der Ausschluss der Makropinozytose in beiden Zellmodellen jedoch
erstaunlich.

Fur die Analysen dieser Versuchsreihe werden Endozytose-Inhibitor und Endozytose-
Enhancer Experimente durchgefuhrt. Die Anwendung von Endozytose-Enhancern ist in
diesem Zusammenhang in der Literatur nicht beschrieben und eine kritische Diskussion
dieser Methode wird daher bisher nicht gefuhrt. Im Gegensatz dazu werden Inhibitor-
Versuche zur Analyse der endozytotischen Aufnahme nanopartikularer Systeme haufig
durchgefuhrt (Zuhorn et al. 2002; Rejman et al. 2005; Huth et al. 2006; von Gersdorff et al.
2006; Foerg et al. 2007; van der Aa et al. 2007; Wong et al. 2007). Einige Probleme
dieser Methode sind daher inzwischen offensichtlich:

1. Die Spezifitat der eingesetzten Inhibitoren fUr einen Endozytoseweg ist selten
gewabhrleistet. In der vorliegenden Arbeit wurden die Inhibitoren mit der hochsten
Spezifitat eingesetzt. So gilt Chlorpromazin als Clathrin-Inhibitor, der keinen
Einfluss auf die Caveolae-Endozytose besitzt (Ilvanov 2008). Die fir einige Zellen
des Immunsystems beschriebene zusatzliche Beeinflussung der Phagozytose kann
in den Versuchen dieser Arbeit vernachlassigt werden, da Phagozytose in
Nierenepitehlzellen (MDCK II) und glatten Muskelzellen (A-10) keine Rolle spielt
(Khalil et al. 2006). Die Spezifitat des Caveolae-Inhibitors Filipin wird kritisch
betrachtet, da eine Beeinflussung des Aktin-Zytoskeletts nachgewiesen wurde
(Harder et al. 1997; Ivanov 2008). Daher wird mit Genistein ein zusatzlicher

Inhibitor der Caveolae-Endozytose verwendet. Die Uber Genistein vermittelte
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Tyrosinkinase-Hemmung beeinflusst jedoch auch die Makropinozytose (Mercer &
Helenius 2008).

2. Das Konzentrationsfenster zwischen spezifischer pharmakologischer Wirkung der
Substanzen und einer unspezifischen Toxizitat ist haufig gering (von Gersdorff et al.
2006). Daher wird in der vorliegenden Arbeit die Viabilitat der Zellen flr jede
eingesetzte Inhibitor-Konzentration bestimmt.

Obwonhl in der vorliegenden Arbeit die Inhibitor-Versuche nach Maoglichkeit optimiert
wurden, sind die Spezifitat der pharmakologischen Wirkung und damit die Aussagekraft
der Ergebnisse eingeschrankt. Aus diesem Grund werden die Ergebnisse dieser Versuche
im folgenden Abschnitt mit fluoreszenzmikroskopischen Methoden abgesichert. Ein
weiterer interessanter Ansatz fur nachfolgende Arbeiten ist auRerdem die Anwendung
spezifischer molekularbiologischer Methoden (knock down-Zellmodelle, Dominant-
negative-Zellmutanten), mit denen Proteine der Endozytose gezielt ausgeschaltet oder
hoch reguliert werden kénnen (Choudhury et al. 2006; Wong et al. 2007).

Der Vergleich eines effizient transfizierten Zellmodells mit einem ineffizient transfizierten
Zellmodell deutet desweiteren darauf hin, dass die zelllinienabhangige Aufnahme der
Komplexe die zelllinienabhangige Transfektion der Komplexe nicht hinreichend erklaren
kann. Neben der Absicherung der Inhibitor- und Enhancer-Versuche wird im folgenden
Abschnitt daher die intrazellulare Prozessierung der Komplexe in beiden Zellmodellen
naher betrachtet. Wie bereits erwahnt, steuern die verschiedenen Endozytosewege
unterschiedliche intrazellulare Kompartimente an (,intrazellulare Prozessierung®)
(Benmerah & Lamaze 2007; Mayor & Pagano 2007; Sandvig et al. 2008) (vgl. 1.4.2). Die
Clathrin-Fraktion der Lipid/DNA-Komplexe konnte daher zu anderen Kompartimenten
transportiert werden als die Caveolae-Fraktion. Da auf diese Weise Zielkompartimente, in
denen Komplexe intrazellular abgebaut werden (z.B. Lysosomen), je nach Endozytoseweg
angesteuert oder umschifft werden kénnen, stellt dies eine weitere zelllinienabhangige
Transfektionsbarriere dar (Zabner et al. 1995; Khalil et al. 2006). Die unterschiedlichen
Endozytoseprofile beider Zellmodelle konnten daher nicht nur Grund fur die
unterschiedliche Aufnahme der Komplexe sein, sondern auch eine unterschiedlich

effiziente intrazellulare Prozessierung bedingen.
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4.3 Zellulare Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen

In den Untersuchungen zur zellularen Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen (vgl. 4.2)
konnte gezeigt werden, dass Lipid/DNA-Komplexe in den Zellmodellen A-10 und MDCK I
uber Clathrin- und Caveolae-Endozytose aufgenommen werden. Die
Endozytoseaktivitaten beider Wege sind im jeweiligen Zellmodell unterschiedlich stark
ausgepragt. Dies erklart die unterschiedlich starke Aufnahme der Komplexe in beiden
Zellmodellen. Die Analyse der Komplexendozytose mit Hilfe endozytoseaktiver
Substanzen (vgl. 4.2.4) ist in ihrer Aussagekraft jedoch beschrankt (lvanov 2008). Daher
werden die Ergebnisse des Abschnitts 4.2 mit fluoreszenzmikroskopischen Methoden
Uberprift.

Anschlieend werden diese Arbeiten mit der Untersuchung der intrazellularen
Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen entlang der beiden aktiven Endozytosewege
fortgefihrt. Dabei wird insbesondere die Beteiligung lysosomaler Abbaukompartimente
gepruft (vgl. 1.4.2.1).

Wie in Abschnitt 4.2 wird die Endozytose von Lipid/DNA-Komplexen in zwei Zellmodellen
untersucht. Da in den Zellmodellen A-10 und MDCK Il Clathrin- und Caveolae-Endozytose
unterschiedlich stark aktiv sind (vgl. 4.2.3), konnte die Prozessierung in lysosomale
Abbaukompartimente mit unterschiedlicher Aktivitat ablaufen und so zur unterschiedlichen
Transfektion der Zellmodelle beitragen.

Die Herstellung von Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) erfolgt gemal® dem
Standardprotokoll 3.3.1 und die zellulare Prozessierung der Komplexe wird mit
durchflusszytometrischen Inhibitor- und Enhancer-Versuchen sowie mit fluoreszenz-

mikroskopischen Kolokalisationsstudien gemaR 3.6.2, 3.7 und 3.8 untersucht.

4.3.1 Zellulare Prozessierung von Endozytosemarkern und Lipid/DNA-
Komplexen

In einer ersten Versuchsreihe wird die zellulare Prozessierung der Lipid/DNA-Komplexe
mit den  zellularen  Prozessierungen von  Endozytosemarkern  verglichen.
Endozytosemarker sind Substanzen, deren zellulare Prozessierungen uber Endozytose
verlaufen und in der Literatur detailliert beschrieben sind. Dafir werden
fluoreszenzgefarbte Endozytosemarker der Clathrin-, der Caveolae-Endozytose und der
Makropinozytose 5h mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen koinkubiert (siehe 3.7.1). Die
Komplexe werden nach 3.3.1 hergestellt und besitzen ein Massenverhaltnis (Lipid/DNA)
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von 8/1. Bei Kolokalisation beider Farbstoffe liegen Endozytosemarker und Komplexe in
gleichen Endozytosekompartimenten vor. Dies deutet auf die Beteiligung des gleichen
Endozytoseweges hin.

Alle Kolokalisationsstudien werden mittels Spectral Bio-Imaging und konfokaler

Mikroskopie analysiert (siehe 3.7.1 und 3.8.1).

4.3.1.1 Transferrin

Das Glykoprotein Transferrin bindet Eisen (Fe®*") und transportiert dieses in die Zellen.
Nach Bindung an den Transferrin-Rezeptor an der Plasmamembran wird Transferrin mit
dem gebundenen Eisen Uber Clathrin-Endozytose in die Zellen aufgenommen (Karin &
Mintz 1981; Pelkmans et al. 2001). Die intrazellulare Eisenabgabe aus dem
Transferrin/Transferrin-Rezeptor/Eisen-Komplex wird durch die pH-Absenkung in frihen
Endosomen stimuliert. Transferrin und sein Rezeptor werden anschlieRend Uber
Recycling-Endosomen zurtick an die Plasmamembran transportiert.

Da die zellulare Prozessierung von Transferrin bekannt ist, wird Transferrin als etablierter
Marker der Clathrin-Endozytose eingesetzt (Zuhorn et al. 2002; Huth et al. 2006; Foerg et
al. 2007; van der Aa et al. 2007). Eine intrazellulare Kolokalisation einer inkubierten Probe
mit Transferrin ist somit ein Beweis flr eine Beteiligung der Clathrin-Endozytose.
Fluoreszenzmarkierte Lipid/Cy3-DNA-Komplexe werden mit fluoreszenzmarkiertem
Transferrin 5 h in MDCK 1l Zellen koinkubiert und mittels Spectral Bio-Imaging (Daten nicht
gezeigt) und konfokaler Mikroskopie auf Kolokalisation gepruft.

Die Kolokalisation beider Farbstoffe (Abb. 4-40 A) beweist die Beteiligung der Clathrin-
Endozytose an der intrazellularen Prozessierung von Lipid/Cy3-DNA-Komplexe und
bestatigt damit die Ergebnisse der Aufnahme-Versuche (vgl. 4.2.4).

4.3.1.2 Cholera-Toxin (Untereinheit B)

Die zellulare Aufnahme und damit Infektion der Zelle dieses aus dem Bakterium Vibrio
cholera stammenden Toxins erfolgt Uber Caveolae-Endozytose. Cholera-Toxin besteht
aus 5 identischen B-Untereinheiten und einer einzelnen A-Kette. Die B-Untereinheit bindet
spezifisch an das Glykosphingolipid Gy1 der Plasmamembran, einem Bestandteil der
Caveolae-Strukturen und  gewahrleistet den intrazellularen  Transport zum

Endoplasmatischen Retikulum (Chinnapen et al. 2007). Erst hier erfolgt die Abspaltung der
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A-Kette, die anschlielend in das Zytoplasma freigesetzt wird und dort die toxische
Wirkung Uber eine Erh6hung der cAMP-Spiegel verursacht.

Die B-Untereinheit des Cholera-Toxins wird daher als Marker der Caveolae-Endozytose
herangezogen, dessen Spezifitat allerdings kritisch betrachtet wird (Torgersen et al. 2001;
Singh et al. 2003). So konnte gezeigt werden, dass die Endozytose von Cholera-Toxin je
nach Caveolin-1 Expression der Zellen Uber Caveolae oder Clathrin ablaufen kann
(Torgersen et al. 2001).

Fluoreszenzmarkierte Lipid/Cy3-DNA-Komplexe werden mit fluoreszenzmarkiertem
Cholera-Toxin (B-Untereinheit) 5 h in MDCK Il Zellen koinkubiert und die Kolokalisation
mittels Spectral Bio-Imaging (Daten nicht gezeigt) und konfokaler Mikroskopie geprift.

Die Kolokalisation beider Farbstoffe (Abb. 4-40 C) beweist die Caveolae-Endozytose der
Lipid/Cy3-DNA-Komplexe und bestatigt damit die Aufnahme-Versuche (vgl. 4.2.4).

4.3.1.3 Lactosylceramid

Glykosphingolipide sind Bestandteile der zellularen Plasmamembran, wo sie im Verbund
mit Cholesterol die lipid rafts der Plasmamembran ausbilden. Lipid rafts bieten den
Proteinen der Plasmamembran ein spezielles Umfeld, das diese Membranregionen als
Andock- und Interaktionsplattformen mit extrazellularen Substanzen qualifiziert (vgl.
1.4.2.2). So sind sie unter anderem an der Aktivierung Clathrin-unabhangiger
Endozytosewege beteiligt. Caveolae sind eine Caveolin-1-reiche Untergruppe der lipid
rafts (Carver & Schnitzer 2003; Nichols 2003; Parton & Simons 2007).

Lactosylceramid ist ein Glykosphingolipid, das sich nach zellularer Inkubation in den lipid
rafts der Plasmamembran anreichert und anschlielend Caveolae-vermittelt endozytiert
wird (Puri et al. 2001).

In Abbildung 4-40 B kolokalisieren fluoreszenzmarkiertes Lactosylceramid und Lipid/Cy3-
DNA-Komplexe nach 5 h Inkubation in MDCK Il Zellen. Dies belegt die Beteiligung der
Caveolae-Endozytose an der intrazellularen Prozessierung der Komplexe in diesem

Zellmodell.

4.3.1.4 Dextran

Gelostes hochmolekulares Dextran (M, 40 000) wird von Zellen Uber Makropinozytose
aufgenommen (Huth et al. 2006; Mercer & Helenius 2008). Fluoreszenzmarkiertes Dextran
kolokalisiert mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen nach 5 h Inkubation in MDCK Il Zellen nicht
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(Abb. 4-40 D). Eine Beteiligung der Makropinozytose an der intrazellularen Prozessierung
der Komplexe kann daher ausgeschlossen werden.

Bei der Verwendung fluoreszenzmarkierten Dextrans fur Kolokalisationsstudien ist
Folgendes zu beachten:

Die Fixierung des Dextrans fur die fluoreszenzmikroskopische Analyse bedarf eines
Farbstoffkonjugates, das zusatzlich mit Aminosauren modifiziert und damit fixierbar ist. Die
zum Zeitpunkt dieser Arbeit auf dem Markt befindlichen fixierbaren Dextrane (u.a. Texas-
Red, Lucifer Yellow, FITC) sind jedoch negativ geladen und damit flr eine
Kolokalisationsstudie mit positiv geladenen Lipid/Cy3-DNA-Komplexen unbrauchbar. In
den Versuchen dieser Arbeit wird daher FITC-Dextran verwendet, das keine derartige
Modifikation enthalt. Wie den Fluoreszenzbildern zu entnehmen, wird FITC-Dextran bei
der Probenaufarbeitung trotz fehlender Fixierung jedoch nicht ausgewaschen (siehe

3.7.1). Dies lasst sich durch den Einschluss des Dextrans in endosomale Vesikel erklaren.

Abbildung 4-40: Lipid/DNA-Komplexe und Endozytosemarker

MDCK Il Zellen wurden mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) und Transferrin-
AlexaFluor®488 (A), Bodipy®Lactosylceramid (B), Cholera-Toxin-AlexaFluor®488 (C) oder
FITC-Dextran (D) 5 h inkubiert. Konfokale Mikroskopie. GroRenmalistab = 10 pym.
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Der Vergleich der zellularen Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen und
Endozytosemarkern bestatigt die Ergebnisse der Aufnahmeversuche aus 4.2: die
Komplexe werden Uber Clathrin- und Caveolae-Endozytose aufgenommen und
anschlielend Uber beide Wege intrazellular prozessiert. Wie das Beispiel Cholera-Toxin,
das lange Zeit als spezifischer Caveolae-Marker angesehen wurde, zeigt, ist die Spezifitat
dieser Marker und damit die Aussagekraft der Ergebnisse beschrankt. Der Vergleich der
Endozytose von Lipid/DNA-Komplexen und Endozytosemarkern wird daher nur in der
MDCK Il Zelllinie durchgefuhrt. Fir eine eindeutige Aufklarung der zellularen
Prozessierung, insbesondere der lysosomalen Degradation, ist die direkte Kolokalisation
von Komplexen und Endozytosekompartimenten notwendig, die in weiteren

Versuchsreihen in beiden Zellmodellen untersucht wird.

4.3.2 Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen zu zellularen
Kompartimenten

Die exakte Aufnahme und Prozessierung nanopartikularer Systeme lasst sich erst durch
Kolokalisationsstudien mit den Zielkompartimenten der verschiedenen Endozytosewege
feststellen. Daher werden in einer weiteren Versuchsreihe alle Zielkompartimente der nach
42 und 4.3.1 fokussierten Endozytosewege, Clathrin und Caveolae, mit
Fluoreszenzfarbstoffen nach 3.7.2 und 3.7.4 angefarbt: frihe Endosomen, spate
Endosomen und Lysosomen fur die Clathrin-Endozytose, sowie Caveolae-Strukturen der
Plasmamembran, Caveolin-1-haltige Endosomen, Golgi-Apparat und Endoplasmatisches

Retikulum fir die Caveolae-Endozytose.
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Abbildung 4-41: Fluoreszenzfarbungen der Endozytosekompartimente

Lipid/Cy3-DNA-Komplexe werden anschlieRend nach 3.3.1 in einem Massenverhaltnis von
8/1 (Lipid/DNA) hergestellt und nach 3.7.2 inkubiert. Die Kolokalisationstudien
fluoreszenzgefarbter Lipid/Cy3-DNA-Komplexe mit den jeweiligen Kompartimenten

ermdglichen anschlieRend die Kartographie der Endozytose von Lipid/DNA-Komplexen.

4.3.2.1 Kolokalisation mit friuhen Endosomen der Clathrin-Endozytose

Frihe Endosomen entstehen nach dem Abschniren der clathrin coated pits von der
Plasmamembran (Gruenberg 2001; Le Roy & Wrana 2005) (vgl. 1.4.2.1). Um die
Kolokalisation mit Lipid/DNA-Komplexen zu prufen, wird das Membranprotein EEA1 friher
Endosomen mittels Immunofluoreszenz angefarbt (Mu et al. 1995). In beiden Zelllinien
kdnnen so Kolokalisationen mit fraihen Endosomen detektiert werden.

In Abbildung 4-42 ist die vollstandige spektrale Auftrennung mittels Spectral Bio-Imaging
dargestellt (vgl. 1.4.4.3). Zunadchst wird mit dem SpectraCube™ das Originalbild
aufgenommen (Abb. 4-42 A,B). Diese Bilder werden mit Hilfe der Spectral Imaging
Software Uber einen integrierten unmixing-Algorithmus (SUN-Algorithmus) spektral
aufgelost (Abb. 4-42 C-F). Fur die Kolokalisationsanalyse werden diese Einzelbilder mit
Hilfe der Bildbearbeitungssoftware ImageJ wieder Ubereinander gelegt (Abb. 4-42 G,H).

Bei der Kolokalisationsanalyse mittels Spectral Bio-Imaging handelt es sich um eine



Ergebnisse - 129 -

etablierte Methode (Huth et al. 2004; Huth 2005; Huth et al. 2006; van der Aa et al. 2007).
Daher wird in den folgenden Kolokalisationsstudien auf die Darstellung der kompletten
Datenreihen verzichtet und ausschliel3lich das zur Kolokalisationsanalyse verwendete
Endformat (Abb. 4-42 G,H) wiedergegeben.

In der Zelllinie A-10 befinden sich Lipid/Cy3-DNA-Komplexe in frih-endosomalen
Kompartimenten bereits nach 1 h Inkubation, in MDCK Il Zellen tritt eine deutliche
Kolokalisation erst nach langerer Inkubationszeiten auf (5 h). Diese zeitliche Verzogerung
entspricht den Aufnahmekinetiken des MDCK |l Zellmodells in 4.2.2.3.

Bei der Durchfihrung dieser Kolokalisationsstudie ist Folgendes zu beachten: frihe
Endosomen sind die kleinsten Endozytosevesikel der Zelle und fusionieren oder wachsen
in relativ kurzer Zeit zu grofleren Endosomen (Karin & Mintz 1981; Gruenberg 2001;
Spang 2009). Die konfokale Mikroskopie ermoglicht die Auflosung dieser kleinen
Strukturen in einer hohen raumlichen Auflésung (Minsky 1961). Durch die Beschrankung
auf eine Schnittebene der Probe befinden sich allerdings nur sehr wenige Endosomen und
Komplexe im Fokus. Dies kann durch die Analyse mehrerer Schnittebenen (z-stack)
verbessert werden (Abb 4-43). Die z-stack Analyse dieser Versuche bestatigt die

Kolokalisation von Lipid/DNA-Komplexen und frihen Endosomen.
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Abbildung 4-42: Lipid/DNA-Komplexe und friihe Endosomen

A-10 (A,C,E,G) und MDCK II (B,D,F,H) Zellen wurden mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1
(m/m) 1 bzw. 5h inkubiert. Frihe Endosomen wurden mit einem primaren EEA1
Antikérper detektiert. Spectral Bio-imaging. A,B: Originalbild. Spektral aufgeloste Einzel-
farbdarstellungen von Lipid/Cy3-DNA-Komplex (C,D) und EEA1 (E,F). G,H: Uberlagerung
der Einzelfarbdarstellungen. GroRenmalistab = 10 ym.
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Abbildung 4-43: Lipid/DNA-Komplexe und frihe Endosomen

MDCK Il Zellen wurden mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) 5 h inkubiert. Fruhe
Endosomen wurden mit einem primaren EEA1 Antikérper detektiert. Konfokale
Mikroskopie. Bildgalerie (A-L) verschiedener Horizontalschnitte in 350 nm Abstanden
(z-stacks) einer Zelle. Uberlagerung der Einzelkanale. GroRenmalstab = 10 pym.
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4.3.2.2 Kolokalisation mit Endosomen der Caveolae-Endozytose

Caveolae sind Sonderformen der lipid rafts, sphingolipid- und cholesterolreicher
Plattformen der Plasmamembran, die das Protein Caveolin-1 enthalten (Yamada 1955;
Parton & Simons 2007). Caveolin-1-haltige Endosomen werden nach Abschniren der
Caveolae von der Plasmamembran angesteuert (Pelkmans et al. 2001; Carver & Schnitzer
2003; Nichols 2003). Pelkmans beschreibt in seinen Studien zur Endozytose des Virus
SV 40 als Erster die Existenz dieser Endosomen, die er als Caveosomen bezeichnet
(Pelkmans et al. 2001). Caveosomen unterscheiden sich von frihen Endosomen durch
einen neutralen pH-Wert und die Abwesenheit frih-endosomaler Marker wie EEA1 (vgl.
1.4.2.2).

Alle Caveolin-1-haltigen Kompartimente der Zelle (u.a. ER, Golgi-Apparat, Caveosomen)
konnen mit Caveolin-1 Antikdrpern mittels Immunofluoreszenz angefarbt werden (Bush et
al. 2006). Bush beschreibt darlber hinaus eine Mdglichkeit, diese verschiedenen
Kompartimente zu unterscheiden: Caveolin-1 prasentiert in Golgi-Apparat und
Plasmamembran, madglicherweise aber auch in  weiteren Kompartimenten,
unterschiedliche Antigenstrukturen (Dupree et al. 1993; Scherer et al. 1995; Scheiffele et
al. 1998; Luetterforst et al. 1999; Pol et al. 2005; Bush et al. 2006). Die Exposition des
Caveolin-1  Epitops ist aullerdem von den verwendeten Fixierungs- und
Permeabilisierungsbedingungen abhangig (Bush et al. 2006). Auf diese Weise ist es
maglich, Caveolin-1 der Plasmamembran und der endosomalen Vesikel von Caveolin-1
des Golgi-Apparats mit verschiedenen Caveolin-1 Antikérpern unter definierten
Permeabilisierungs- und Fixierungsbedingungen zu unterscheiden.

Diesen Arbeiten entsprechend werden die Caveolin-1-Pools der Plasmamembran und der
endosomalen Vesikel von denen des Golgi-Apparats getrennt angefarbt. In Abbildung 4-44
ist zu erkennen, dass unter den verwendeten Versuchsbedingungen verschiedene
Caveolin-1-haltige Kompartimente angefarbt werden kdnnen. Die Anfarbung des Golgi-
Apparats detektiert dabei allerdings nicht ausschliellich den Caveolin-1-Pool des Golgi-

Apparats sondern auch einige endosomale Vesikel.
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Abbildung 4-44: Caveolin-1 Kompartimente der Zellen

Verschiedene Caveolin-1 Pools der MDCK Il Zellen wurden angefarbt. Konfokale
Mikroskopie. A: Einzelkanalbild von Caveolin-1 des Golgi-Apparats und endosomaler
Vesikel mit Mouse anti-Caveolin-1 IgG1 Antikérper nach Saponin-Permeabilisierung. B:
Einzelkanalbild von Caveolin-1 der Plasmamembran und endosomaler Vesikel mit Mouse
anti-Caveolin-1 IgM und Triton X-100 Permeabilisierung. C: Uberlagerung der
Einzelkanale. GroRenmalistab = 10 um.

Abbildung 4-45: Lipid/DNA-Komplexe und Caveolin-1 der Plasmamembran und der
endosomalen Vesikel

A-10 (A) und MDCK II (B) Zellen wurden mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) 5h
inkubiert. Caveolin-1 der Plasmamembran und endosomaler Vesikel wurden mit Mouse
anti-Caveolin-1 IgM nach Triton X-100 Permeabilisierung detektiert.

Spectral Bio-imaging. A,B: Uberlagerung der spektral aufgelosten Einzelfarbdarstellungen.
GroRenmaldstab = 10 um.

In einer ersten Versuchsreihe wird die Kolokalisation der Komplexe mit dem Caveolin-1-
Pool der Plasmamembran und der endosomalen Vesikel untersucht.

Lipid/Cy3-DNA-Komplexe kolokalisieren in beiden Zelllinien mit den so angefarbten
Caveolin-1 Pools der Plasmamembran und der endosomalen Vesikel nach 5h

Inkubationszeit.
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4.3.2.3 Kolokalisation mit Aktin

Das Abschnuren der Endozytosevesikel von der Plasmamembran und der anschliel3ende
Transport durch das Zytoplasma wird nach heutigem Kenntnisstand bei allen
Endozytosewegen Uber das Aktin-Zytoskelett vermittelt (Lanzetti 2007; Sandvig et al.
2008). Daher wird die Kolokalisation der Lipid/Cy3-DNA-Komplexe mit dem Aktin-
Zytoskelett gepruft.

Abbildung 4-46: Lipid/DNA-Komplexe und Aktinfilamente

A-10 (A) und MDCK II (B) Zellen wurden mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) 1h
inkubiert. Aktinfilamente wurden mit Phalloidin detektiert. Spectral Bio-imaging. A,B:
Uberlagerung der spektral aufgelésten Einzelfarbdarstellungen. GroRenmafstab = 10 pym.

Das Aktin-Zytoskelett wird mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin, einem Toxin des Grinen
Knollenblatterpilzes (Amanita phalloides), angefarbt. Phalloidin bindet mit hoher Affinitat
an Aktinfilamente (F-Aktin) (Hoffmeister & Bechthold 2005). In beiden Zelllinien
kolokalisieren Lipid/Cy3-DNA-Komplexe nach 1 h Inkubation mit dem Aktin-Zytoskelett.
Dies ist ein weiterer Beweis fur die endozytotische Prozessierung der Komplexe in beiden

Zellmodellen.

4.3.2.4 Kolokalisation mit Golgi-Apparat und Endoplasmatischem Retikulum

Der Golgi-Apparat und das Endoplasmatische Retikulum sind weitere intrazellulare
Kompartimente, die als Zielort Clathrin- und Caveolae-vermittelter Endozytose
beschrieben sind (Tarrago-Trani & Storrie 2007). Fur Clathrin-Endozytose ist die
Prozessierung von spaten Endosomen zum Golgi-Apparat fur Shiga-Toxin, Ricin und
Cholera-Toxin beschrieben (Sandvig & van Deurs 2005; Tarrago-Trani & Storrie 2007).

Bei Caveolae-vermittelter Endozytose gibt es eine Reihe von Beispielen, in denen beide
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Kompartimente angesteuert werden. So wird der SV 40 Virus von Caveosomen direkt zum
Endoplasmatischen Retikulum als Zielkompartiment prozessiert (Gruenberg 2001;
Pelkmans et al. 2001; Tarrago-Trani & Storrie 2007). Cholera-Toxin gelangt auf ahnliche
Weise zum Endoplasmatischen Retikulum, wird von dort aber weiter zum Golgi-Apparat
befordert (Chinnapen et al. 2007). Ebenfalls Uber Caveolae, allerdings Uber eine andere
Route, gelangt der autocrine motility factor (AMF) zum Endosplasmatischen Retikulum (Le
& Nabi 2003; Tarrago-Trani & Storrie 2007).

Um die Beteiligung beider Kompartimente an der zellularen Prozessierung von Lipid/DNA-
Komplexen zu priufen, werden beide Kompartimente mit einem Fluoreszenzfarbstoff
angefarbt.

Wie in Abschnitt 4.3.2.2 beschrieben, ist das Protein Caveolin-1 ein wesentlicher
Bestandteil von Caveolae-Strukturen der Plasmamembran. Daneben existieren jedoch
weitere intrazellulare Caveolin-1-haltige Kompartimente, beispielsweise der Golgi-Apparat,
die aufgrund einer veranderten Antigenstruktur durch Immunofluoreszenz getrennt
nachgewiesen werden konnen (Bush et al. 2006). Eine Kolokalisationstudie mit diesem
Caveolin-1 Pool ist ein Nachweis fur die gemeinsame weitere intrazellulare Prozessierung
der Komplexe mit dem Protein Caveolin-1.

Lipid/Cy3-DNA-Komplexe werden 5 h in MDCK Il Zellen inkubiert und anschlieRend der
Caveolin-1 Pool des Golgi-Apparats angefarbt. Da die verwendeten Farbstoffe Cy3 und
AlexaFluor® 594 spektral Uberlappen, wird die Kolokalisationsanalyse ausschliellich mit
Spectral Bio-Imaging ausgefuhrt.

Abbildung 4-47 zeigt die Kolokalisation beider Farbstoffe am Rand der angefarbten Golgi-
Strukturen. Dies bestatigt, dass Lipid/DNA-Komplexe uUber Caveolin-1-haltige Endosomen
intrazellular prozessiert werden. Derartige Kolokalisationen treten in der gesamten Probe
allerdings nur selten auf. Die Bedeutung des Golgi-Apparats als Zielkompartiment der
Lipid/DNA-Komplexe kann anhand dieser Studien nicht bewiesen werden, da es sich bei
den kolokalisierten Strukturen auch um Caveolin-1-haltige Endosomen in der Nahe des

Golgi-Apparats handeln konnte (vgl. 4.3.2.2).
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Abbildung 4-47: Lipid/DNA-Komplexe und Caveolin-1 des Golgi-Apparats bzw.
endosomaler Vesikel

MDCK Il Zellen wurden mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) 5 h inkubiert. Caveolin-1
wurde mit Mouse anti-Caveolin-1 1gG1 Antikérper nach Saponin-Permeabilisierung
detektiert. Spectral Bio-imaging. A: Originalbild. Spektral aufgeloste Einzel-
farbdarstellungen von Lipid/Cy3-DNA-Komplex (B) und Caveolin-1 (C). D: Uberlagerung
der Einzelfarbdarstellungen. Grolenmalistab = 10 ym.

Abbildung 4-48: Lipid/DNA-Komplexe und Golgi-Apparat

A: Detektion des Golgi-Apparats durch Caveolin-1 mit Mouse anti-Caveolin-1 1gG1
Antikdrper nach Saponin-Permeabilisierung sowie durch Expression des -T2YFP
Plasmids in MDCK Il. Spectral Bio-imaging. Uberlagerung der Einzelfarbdarstellungen. B:
MDCK Il Zellen wurden mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) 5 h inkubiert und der
Golgi-Apparat durch Expression des —T2YFP Plasmids detektiert. Konfokale Mikroskopie.
Uberlagerung der Einzelkanale. GroRenmafstab = 10 ym.
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Daher wird eine weitere Golgi-Farbung durchgefiihrt: das Plasmid —T2YFP wird mit dem
kommerziellen Transfektionsreagenz Fugene® HD in MDCK Il Zellen transfiziert (siehe
3.7.4) und nach Expression eines YFP-Fusionsproteins als Marker der Golgi-stacks (Keller
et al. 2001) die Kolokalisation mit der Caveolin-1 Immunofarbung des Golgi-Pools geprift
(siehe 3.7.2). Wie Abbildung 4-48 A zeigt, kolokalisieren beide Farbstoffe. Die Caveolin-1
Farbung tritt neben dem Golgi-Apparat wiederum auch in einigen endosomalen Vesikeln
auf (vgl. 4.3.2.2). AnschlieRend wird die Kolokalisation mit 5 h inkubierten Lipid/Cy3-DNA-
Komplexen analysiert (Abb. 4-48 B). In den konfokalen Aufnahmen befinden sich einige
Komplexe in der Nahe des Golgi-Apparats. Eine vollstandige Kolokalisation kann jedoch
nur selten gefunden werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Golgi-Apparat in der zellularen Prozessierung von
Lipid/DNA-Komplexen keine wesentliche Rolle spielt. Dagegen kann die Beteiligung
Caveolin-1-haltiger Endosomen bestatigt werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wird die Kolokalisation mit dem Endoplasmatischen Retikulum

nicht naher betrachtet.

4.3.2.5 Kolokalisation mit spaten Endosomen und Lysosomen

Da der Golgi-Apparat und das Endoplasmatische Retikulum als Zielkompartimente der
Komplexe ausgeschlossen werden konnen, bleiben spate Endosomen, Lysosomen oder
die vollstandige Freisetzung der Komplexe in das Zytoplasma als mdgliche zellulare
Zielkompartimente.

Ein etablierter Marker fir spate Endosomen und Lysosomen ist das endosomale
Membranprotein LAMP-1 (Chen et al. 1985; Lippincott-Schwartz & Fambrough 1986;
Kostich et al. 2000). Fur die folgenden Kolokalisationsstudien wird LAMP-1 mittels

Immunofluoreszenz angefarbt (siehe 3.7.2).



- 138 - Ergebnisse

Abbildung 4-49: Lipid/DNA-Komplexe und spate Endosomen/Lysosomen

A-10 (A) und MDCK Il Zellen (B) wurden mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) 5 h
inkubiert und spate Endosomen/Lysosomen mit einem primaren LAMP-1 Antikorper
detektiert.

C: Inkubation von Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) in A-10 Zellen fur 48 h.
Expression des eGFP Plasmids. Konfokale Mikroskopie. Uberlagerung der Einzelkanéle.
Grollenmaldstab = 10 um.

In beiden Zelllinien kolokalisieren Lipid/Cy3-DNA-Komplexe nach 5 h Inkubation mit
LAMP-1 (Abb. 4-49 A,B). Die Kolokalisationen treten in der gesamten Probe auf.

Die Kolokaliationsstudien dieser Arbeit beweisen damit die Existenz von internalisierten
Komplexen in Clathrin- und Caveolae-Kompartimenten. Aufgrund der geringen Zellanzahl
pro Bild kann jedoch keine Aussage Uber das Ausmal} dieser Kolokalisationen gemacht
werden. Um die Aussagekraft dieser Studien zu verbessern, wird daher fir eine groRRere
Bildanzahl der Mander’s Kolokalisationskoeffizient bestimmt (Bolte & Cordelieres 2006)
(Abb. 4-50). Dieser Koeffizient gibt den Anteil Cy3-DNA-Fluoreszenz an, der pro Bild mit
den Endozytosekompartimenten kolokalisiert. Beide Zellmodelle weisen eine starke
Kolokalisation der Komplexe mit den Endozytosekompartimenten der Clathrin- und der
Caveolae-Endozytose auf. In dem Caveolae-dominanten Zellmodell MDCK Il ist das
Ausmal} der Kolokalisation mit den Caveolae-Kompartimenten erhéht. Dies entspricht den
Aufnahmeversuchen aus Kapitel 4.2. In dem Clathrin-dominanten Zellmodell A-10 kénnen
die einzelnen Kolokalisationskoeffizienten nicht miteinander verglichen werden, da

verschiedene Inkubationszeiten verwendet wurden.
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Abbildung 4-50: AusmaR der Kolokalisation mit Endozytosekompartimenten

Die Kolokalisationsstudien wurden entsprechend Abb. 4-43 fir frihe Endosomen nach 1 h
in A-10 (schwarzer Balken) und 5 h in MDCK Il (weil3er Balken) (eea), entsprechend Abb.
4-45 far Caveolin-1 (cav) und Abb. 4-49 fur spate Endosomen/Lysosomen (lamp) in A-10
(schwarze Balken) und MDCK Il (weilRe Balken) jeweils nach 5 h durchgefuhrt und der
Mander’s Koeffizient mittels Imaged software bestimmt (n = 13, + SEM).

Im Folgenden wird die Kolokalisation der Komplexe mit spat-endosomalen/lysosomalen
Kompartimenten naher betrachtet. Die GroRe der kolokalisierten Strukturen deutet auf
Akkumulation in diesen Kompartimenten hin. Dies wird durch die Beobachtung bestatigt,
dass die Kolokalisationen auch in erfolgreich transfizierten Zellen haufig auftreten (Abb.
4-49 C). Daruber hinaus zeigen spektrale Messungen mittels Spectral Bio-Imaging, dass
sich die Komplexe uUber lange Zeitrdume mit hoher Konzentration in diesen
Kompartimenten aufhalten (Abb. 4-51).

Obwohl das Andauern der Kolokalisation nicht auf einen Abbau der Komplexe in diesen
Kompartimenten hindeutet, unterscheiden diese Kolokalisationsstudien letztlich nicht
zwischen Lysosomen und spaten Endosomen. Diese Unterscheidung ist flr die
Beurteilung der Transfektionseffizienz jedoch bedeutend, da eine Prozessierung in
Lysosomen zu einer Degradation der Komplexe fuhren und damit eine wesentliche
Transfektionsbarriere darstellen konnte (Khalil et al. 2006; Hoekstra et al. 2007; Wong et
al. 2007).



- 140 - Ergebnisse

100004 o B ——D —F
-
Hy
x
(72}
c
=
c 3
53
: '
NS
[72]
S
1
o
=
1

Wellenlange



Ergebnisse -141 -

Abbildung 4-51: Spektrale Untersuchung von Lipid/DNA-Komplexen in frihen und
spaten Endosomen

MDCK Il Zellen wurden mit Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) inkubiert. Frihe
Endosomen wurden mit einem primaren EEA1 Antikdrper nach 5h (A,B) und spate
Endosomen mit einem primaren LAMP-1 Antikérper nach 5 (C,D) und 48 h (E,F)
detektiert. Spectral Bio-imaging. A,C,E: Originalbild. B,D,F: Uberlagerung der spektral
aufgeldsten Einzelfarbdarstellungen. GrélRenmalistab = 10 uym.

Die angezeigten Fluoreszenzspektren geben die Spectral Bio-imaging Messungen der
Cy3-Fluoreszenzintensitat in den mit Pfeilen markierten Kolokalisationspunkten der Bilder
B,D,F wieder.

Lysosomen und spate Endosomen kdonnen anhand des pH-Wertes unterschieden werden
(Tjelle et al. 1996). Chloroquin reichert sich aufgrund basischer Eigenschaften in aciden
Lysosomen an, da die Lysosomenmembran flr geladene Moleklle weniger permeabel ist.
Dies flhrt zu einer Konzentrierung Chloroquins in den Lysosomen und verursacht ein
osmotisch bedingtes Anschwellen sowie eine pH-Anhebung der Lysosomen, wodurch
wiederum die Membranpermeabilitdt erhoht wird (Poole & Ohkuma 1981; Sugioka &
Suzuki 1991). Aufgrund der Steigerung der lysosomalen Membranpermeabilitat wird
Chloroquin haufig zur Stimulation der lysosomalen Freisetzung und damit der Transfektion
eingesetzt (Felgner et al. 1994; Akinc et al. 2005; Wong et al. 2007). Bei weiterer
Konzentrationserhohung an Chloroquin platzen die Lysosomen schliel3lich und der
lysosomale Inhalt wird unkontrolliert freigesetzt (Michihara et al. 2005).

Nach Inkubation von MDCK Il Zellen mit Chloroquin werden Lipid/Cy3-DNA-Komplexe 5 h
inkubiert (siehe 3.7.3) und nach Fixierung der Zellen deren lysosomale und spat-
endosomale Kompartimente mit einem LAMP-1 Antikorper angefarbt (siehe 3.7.2). Der
lysosomotrope Effekt Chloroquins ist in Abbildung 4-52 zu sehen. Trotz Schwellung (Abb.
4-52 B) und anschlieRendem Platzen der Lysosomen (Abb. 4-52 C,D) bleiben Lipid/Cy3-
DNA-Komplexe weitgehend unverandert. Eine diffuse Verteilung des Cy3-Signals, wie es
fur das LAMP-1-Signal in den Aufnahmen zu sehen ist, bleibt aus. Die Komplexe
akkumulieren folglich nicht in den aciden lysosomalen Kompartimenten, sondern in spat-
endosomalen, perinuklearen Vesikeln. Vergleichbare Ergebnisse sind flr andere
Lipid/DNA-Komplexe publiziert (Zabner et al. 1995; Wong et al. 2007).
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Abbildung 4-52: Lipid/DNA-Komplexe und spate Endosomen/Lysosomen nach
Chloroquin-Behandlung

MDCK Il (B) Zellen wurden mit Chloroquin fur A: 0 min, B,C: 60 min, 250 yM oder D:
60 min, 500 yM vorinkubiert. Lipid/Cy3-DNA-Komplexe 8/1 (m/m) wurden 5h in
Anwesenheit (C,D) oder Abwesenheit (A,B) von Chloroquin inkubiert. Die spaten
Endosomen/Lysosomen der Zellen wurden mit einem primaren LAMP-1 Antikdrper
detektiert.  Spectral  Bio-imaging. Uberlagerung  der  spektral  aufgelésten
Einzelfarbdarstellungen und der Durchlichtbilder. GréRenmalistab = 10 um.

Die Zusammenfassung aller Daten zeigt, dass Lipid/DNA-Komplexe in beiden Zelllinien
Uber Clathrin- und Caveolae-Endozytose internalisiert und intrazellular weiterprozessiert
werden, um schlieBlich in spat-endosomalen, perinuklearen Kompartimenten zu
akkumulieren. Die zellulare Prozessierung der Komplexe unterscheidet sich in beiden

Zellmodellen qualitativ nicht.
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4.3.3 Einfluss verschiedener Endozytosewege auf die Transfektion von
Lipid/ DNA-Komplexen

4.3.3.1 Inkubation mit Endozytose-Inhibitoren

Unter Berucksichtigung des charakteristischen und zahlreichen Auftretens akkumulierter
Komplexe in spat-endosomalen Kompartimenten zweier Zellmodelle, die ein
unterschiedliches Endozytoseprofil aufweisen (vgl. 4.2.3), ist die Prozessierung der
Komplexe zu diesen Kompartimenten Uuber beide Endozytosewege, Clathrin und
Caveolae, nahe liegend. Dies wird durch Inkubation mit Endozytose-Inhibitoren
durchflusszytometrisch und fluoreszenzmikroskopisch gepruft (siehe 3.6.2 und 3.7.3).
Nach Inkubation der Endozytose-Inhibitoren werden Lipid/Cy3-DNA-Komplexe im
Massenverhaltnis 8/1 (Lipid/DNA) hergestellt (siehe 3.3.1) und 5 h inkubiert.

Im fluoreszenzmikroskopischen Experiment kann die Akkumulation der Komplexe weder
nach Inkubation mit einem Clathrin-Inhibitor, noch nach Inkubation mit einem Caveolae-
Inhibitor verhindert werden (Abb. 4-53).

Abbildung 4-53: Lipid/DNA-Komplexe und spate Endosomen nach Inhibitor-
Behandlung

MDCK Il Zellen wurden fir 60 min mit Chlorpromazin (A) oder Genistein (B) vorinkubiert.
Lipid/Cy3-DNA-Komplexe 8/1 (m/m) wurden 5 h in Anwesenheit des Inhibitors inkubiert.
Die spaten Endosomen/Lysosomen der Zellen wurden mit einem primaren LAMP-1
Antikorper detektiert. Spectral Bio-imaging. Uberlagerung der spektral aufgeldsten
Einzelfarbdarstellungen. Grélienmalistab = 10 uym.

Die Akkumulation in spat-endosomalen Kompartimenten erfolgt demnach nach
Prozessierung der Komplexe uber beide Endozytosewege, Clathrin und Caveolae.
Dies bedeutet, dass beide Endozytosewege die Komplexe gleich prozessieren und eine

Transfektion gleichermalien vermitteln konnen.
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Um die Transfektionseffizienz beider Endozytosewege weiter zu prifen, wird die
Beeinflussung der Transfektion nach Inkubation mit einem Endozytose-Inhibitor quantitativ
mit dem Durchflusszytometer analysiert. Die Versuche werden auf die Zelllinie A-10
beschrankt, da eine Reduktion der Transfektion in der MDCK Il Zelllinie nicht mehr
detektiert werden kann.

Die Reduktion der Transfektion entspricht dabei weitgehend der Reduktion der
Komplexaufnahme (vgl. 4.2.4.1) (Abb. 4-54). Da die Clathrin-Endozytose in A-10 Zellen
besonders aktiv ist (vgl. 4.2.3.1) und die Komplexaufnahme verstarkt Uber Clathrin-
Endozytose vermittelt wird (vgl. 4.2.4.1), sinkt die Transfektion der Zellen nach Blockade
dieses Endozytoseweges entsprechend stark. Die Hemmung der Caveolae-Endozytose
hat keinen Einfluss auf die Transfektion, obwohl die Komplexe zu einem geringen Tell
uber Caveolae-abhangige Endozytose aufgenommen werden (vgl. 4.2.4.1).
Mdglicherweise wird durch die Blockade der Caveolae-abhangigen Endozytose Uber die
Versuchsdauer von 48 h eine Stimulation des Clathrin-Wegs ausgeldst (Hoekstra et al.
2007).
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Abbildung 4-54: Beeinflussung der Transfektion durch Endozytose-Inhibitoren
Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von A-10 Zellen durch Lipid/DNA-
Komplexe 8/1 (m/m) nach Inkubation mit Chlorpromazin (clz) und/oder Genistein (gen).
Relative Transfektion bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle (DC 30) (n =6, %
SEM).



Ergebnisse - 145 -

4.3.3.2 Inkubation mit Endozytose-Enhancern

Die Verwendung von Endozytose-Enhancern hat, wie bereits diskutiert (vg. 4.2.4.2), den
Vorteil, dass die Transfektion gesteigert wird und so die MDCK Il Zelllinie messtechnisch
zuganglich wird. Der Einfluss der einzelnen Endozytosewege auf die Transfektion der
Komplexe wird in einer weiteren Versuchsreihe durch Inkubation mit Endozytose-
Enhancern getestet (siehe 3.6.2). Nach Prainkubation der Endozytose-Enhancer werden
Lipid/Cy3-DNA-Komplexe im Massenverhaltnis 8/1 (Lipid/DNA) hergestellt (siehe 3.3.1)
und 5 h inkubiert.
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Abbildung 4-55: Beeinflussung der Transfektion durch Endozytose-Enhancer
Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von MDCK Il (weil’e Balken) und
A-10 Zellen (schwarze Balken) durch Lipid/DNA-Komplexe 8/1 (m/m) nach Inkubation mit
Clathrin-Enhancer (CE), Lactosylceramid (LacCer) oder Phorbolester (PMA). Relative
Transfektion bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle (DC 30) (n = 4, £ SEM).

Die Beeinflussung der Transfektion durch Endozytose-Enhancer der Clathrin-, Caveolae-
Endozytose und Makropinozytose entspricht in beiden Zellmodellen den Trends der
Aufnahmeversuche (vgl. 4.2.4.2). Wahrend die Makropinozytose an der Prozessierung der
Komplexe unbeteiligt ist, sind Clathrin- und Caveolae-Endozytose aktiv beteiligt. Der Effekt
des Caveolae-Enhancers Lactosylceramid ist in der MDCK |l Zelllinie starker ausgepragt
(MDCK II: 150,0 + 13,8 % und A-10: 117,0 £ 10,5 %) und bestatigt die Beobachtung, dass
Caveolae-Endozytose hier einen grofleren Beitrag zur Prozessierung der Komplexe
leistet. Im Gegensatz zu den Aufnahmeversuchen, in denen die Clathrin-Endozytose

durch den Enhancer CE, ein Saponingemisch aus Gypsophila paniculata L., in der bereits
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stark aktiven Zelllinie A-10 nur schwach weiter gesteigert werden konnte, kann die
Transfektion der Zellen verdoppelt werden (200,7 + 10,0 %). Dies kann durch den
Wirkmechanismus der Saponine erklart werden: diese steigern nicht nur die Clathrin-
Endozytose sondern stimulieren gleichzeitig die endosomale Freisetzung der Komplexe
(Weng et al. 2009). Eine Steigerung der Transfektion kann auch in der MDCK Il Zelllinie
gezeigt werden, die absolute Transfektion bleibt jedoch weiterhin bei < 2 % der Zellen. Die
Aussagekraft der prozentualen Ergebnisse ist in diesem Zellmodell daher beschrankt.

Aufgrund dieser Daten kann die endosomale Freisetzung der Komplexe nach
Akkumulation in perinuklearen, spat-endosomalen Kompartimenten als
Transfektionsbarriere bestatigt werden (Khalil et al. 2006; Hoekstra et al. 2007). Diese
Transfektionsbarriere behindert die Prozessierung der Lipid/DNA-Komplexen jedoch nicht
vollstandig: die niedrige Transfektion der MDCK Il Zellen kann durch Stimulation der
endosomalen Freisetzung zwar gesteigert werden kann, erreicht jedoch nicht ein den
Aufnahmeraten entsprechendes Mal. Ebenso wird die Transfektion im Zellmodell A-10
durch diese Barriere zwar reduziert, ein ausreichender Anteil an Komplexen uberwindet

die Barriere hingegen problemlos, wie die hohe Transfektionseffizienz verdeutlicht.

4.3.4 Diskussion und Ausblick

In diesem Abschnitt wird als weitere Transfektionsbarriere die zellulare Prozessierung von
Lipid/DNA-Komplexen in zwei unterschiedlich effizient transfizierten Zellmodellen definiert
und verglichen. Dafir wird eine Kombination durchflusszytometrischer und
fluoreszenzmikroskopischer Methoden verwendet.

Die durchflusszytometrische Analyse der zellularen Prozessierung basiert auf dem
Ausschalten einzelner Endozytosewege mit Hilfe endozytoseaktiver Substanzen. Die Vor-
und Nachteile dieser Methode sind bereits diskutiert (vgl. 4.2.5).

Der fluoreszenzmikroskopische Vergleich der zellularen Prozessierung von
Endozytosemarkern und nanopartikularen Arzneistoffsystemen wird ebenfalls haufig in der
Literatur beschrieben, ermdglicht allerdings keine Aussage Uber den zellularen
Aufenthaltsort der Komplexe. Wahrend noch vor einigen Jahren jedem Endozytoseweg
eine einzige zellulare Prozessierung zugeschrieben wurde, beschreibt die aktuelle
Literatur namlich eine wesentlich komplexere Verknupfung der Endozytosewege (Liberali
et al. 2008; Sandvig et al. 2008). So wird fur die Caveolae-Endozytose neben der

Prozessierung Uber Caveosomen zu Golgi-Apparat und Endoplasmatischem Retikulum
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(Pelkmans et al. 2001; Le & Nabi 2003) inzwischen auch eine Fusion mit frihen
Endosomen mit anschlieRender Prozessierung zu Lysosomen beschrieben (Wong et al.
2007). Die Kolokalisation der Komplexe mit einem Endozytosemarker bedeutet daher
weder zwingend, dass beide Uber den gleichen Endozytoseweg in das gemeinsame
Kompartiment prozessiert worden sind, noch dass beide in einem weiteren
Prozessierungsschritt nicht voneinander getrennt werden konnten.

In der vorliegenden Arbeit wird daher das Repertoire etablierter Fluoreszenzfarbungen fur
Zielkompartimente der Endozytosewege ausgebaut (Hafele 2007). Damit besteht nun ein
Sortiment  verschiedener  Fluoreszenzfarbungen, die eine  Anfarbung aller
Zielkompartimente der Clathrin- und Caveolae-Endozytose ermdglichen (Schneider &
Suss 2010). Die Kombination der fluoreszenzmikroskopischen Methoden Spectral Bio-
Imaging und konfokaler Mikroskopie garantieren aulerdem eine raumlich und spektral
eindeutige  Bestimmung der Kolokalisation von Lipid/DNA-Komplexen und
Endozytosekompartimenten (Schneider & Suss 2010).

Mit Hilfe dieser methodischen Weiterentwicklungen kann die zellulare Prozessierung in
beiden Zellmodellen charakterisiert werden:

Beide Zellmodelle sind endozytotisch aktiv, betreiben die flir die Komplexaufnahme
relevanten Endozytosewege, Clathrin und Caveolae, allerdings in unterschiedlichem
Ausmaly (vgl. 4.2.3). Dennoch ergeben die Versuche in beiden Zellmodellen eine
vergleichbare zelluléare Prozessierung, die von Clathrin- und Caveolae-Strukturen der
Plasmamembran Uber endosomale Vesikel schlieBlich zu aufgrund ihrer Grélke und
Anzahl charakteristischen, perinuklearen, spat-endosomalen Kompartimenten flhrt.

Die Akkumulation von Lipid/DNA-Komplexen in solchen Kompartimenten ist bereits
beschrieben (Zabner et al. 1995; Wong et al. 2007). Die endozytotische Prozessierung in
diese Akkumulationskompartimente bleibt hingegen kontrovers diskutiert (Zuhorn et al.
2002; Rejman et al. 2005; Wong et al. 2007). Einige Publikationen beschreiben die
Praferenz der Komplexe fur den Clathrin-Endozytoseweg (Zuhorn et al. 2002; Rejman et
al. 2005). Die Daten der vorliegenden Arbeit bestatigen eine effiziente Transfektion Uber
diesen Endozytoseweg. Die Prozessierung der Komplexe erfolgt in beiden Zellmodellen
allerdings auch Uber Caveolae-Endozytose und endet schliellich ebenso in der
beschriebenen Akkumulation. Die Caveolae-vermittelte Prozessierung von Lipid/DNA-
Komplexen uber Caveolin-1-haltige Endosomen zu spaten Endosomen ist ebenfalls
publiziert (Wong et al. 2007).
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Aufgrund dieser Ergebnisse ist der Ansatz eines Caveolae-Targetings fiur Lipid/DNA-
Komplexe zu hinterfragen (Rejman et al. 2005). Denn die fur einige Toxine und Viren
beschriebene Caveolae-vermittelte Prozessierung abseits spat-endosomaler und
lysosomaler Abbauwege (Sandvig & van Deurs 2005; Tarrago-Trani & Storrie 2007) ist fur
die hier untersuchten Lipid/DNA-Komplexe nicht vorhanden. Eine effizientere
Prozessierung Uber diesen Endozytoseweg steht aullerdem im Widerspruch zur
schlechten Transfektion der Caveolae-reichen Zelllinie MDCK II.

Die Ergebnisse entsprechen damit der Literatur, wobei die schlechte Transfizierbarkeit
bestimmter Zelllmodelle trotz effizienter zellularer Prozessierung fur Lipid/ DNA-Komplexe
bisher nicht publiziert ist. Vergleichbare Ergebnisse sind fur den Vergleich viraler und lipid-
basierter Gentransfersysteme publiziert (Hama et al. 2006).

Als wesentlicher Unterschied beider Zellmodelle kann in dieser Arbeit das unterschiedliche
Endozytoseprofil dargelegt werden. Die damit verbundene unterschiedliche Aufnahme der
Komplexe kann die Ineffizienz der Transfektion jedoch nicht hinreichend erklaren. Daher
bleibt fur weitere Arbeiten die Untersuchung nachgeschalteten Transfektionsbarrieren von
groliem Interesse.

Dazu zahlen aus heutiger Sicht insbesondere die Dissoziation der Komplexe sowie der
Nuklease-Abbau von DNA im Zytoplasma und der Eintritt der DNA in den Zellkern (Finn et
al. 2005; van der Aa et al. 2006; Breuzard et al. 2008).

Mit den Weiterentwicklungen der Fluoreszenzfarbung zellularer Kompartimente sowie der
Kombination mikroskopischer Methoden etabliert die vorliegende Arbeit ein Messsystem,
das die Analyse der =zellularen Aufnahme und Prozessierung weiterer
fluoreszenzmarkierter nanopartikularer Systeme ermoglicht. Im Rahmen dieser Arbeit wird
dieses Messsystem auf die Analyse Doxorubicin-haltiger Liposomen Ubertragen (Lewrick
2008). AuRRerdem wird mit Hilfe dieses Messsystems die Regulation des NMDA-Rezeptors
(NR1-Untereinheit) in Zusammenarbeit mit Herrn Dieter K. Meyer (Institut fir
Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Abteilung I, Universitat

Freiburg) untersucht.
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4.4 Transzytose und richtungsabhangige Endozytose von
Lipid/ DNA-Komplexen

In den Abschnitten 4.2 und 4.3 wird untersucht, ob die Aufnahme und =zellulare
Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen Transfektionsbarrieren darstellen und die
ineffiziente Transfektion der Zelllinie MDCK Il im Vergleich zur effizient transfizierten
Zelllinie A-10 erklaren konnen. Dabei wird die Beteiligung gleicher Endozytosewege und
die intrazellulare Akkumulation der Komplexe in spaten Endosomen in beiden
Zellmodellen nachgewiesen. Damit gelangen nachgeschaltete Transfektionsbarrieren in
den Fokus. Im vorliegenden Abschnitt wird geprift, ob es sich bei den beschriebenen
spat-endosomalen Akkumulationskompartimenten in der MDCK Il Zelllinie um einen
Zwischenstopp zellularer Transzytose handelt.

Transzytose kann als Stofftransport durch Zellen definiert werden. Dabei werden
Membranvesikel an einer Seite der Plasmamembran abgeschnurt und auf der anderen
Seite der Plasmamembran wieder freigegeben (Tuma & Hubbard 2003; Alkatout 2008).
Diese Art des Stofftransports wird von vielen Zellen genutzt, besonders intensiv allerdings
von Epithelzellen. Bei Epithelzellen handelt es sich um polarisierte Zellen: sie bilden an
der Grenzflache zum Lumen die apikale Plasmamembranseite aus, wahrend die
basolaterale Plasmamembranseite zu dem darunter liegenden Gewebe und zu den
Nachbarzellen hin ausgerichtet wird. Beide Plasmamembranseiten unterscheiden sich in
ihrer Lipid- und Proteinzusammensetzung (Bomsel et al. 1989).

In Epithelzellen wird Transzytose Uber Caveolae- und Clathrin-Endozytose vermittelt
(Bomsel et al. 1989; Gagescu et al. 2000). Die Arbeitsgruppe von Schnitzer hat auf dieser
Basis Caveolae-Targeting-Strategien entwickelt, die eine Transzytose durch
Endothelzellen zu den betroffenen Geweben in vivo ermdglichen (Oh et al. 2007).

Die epitheliale Zelllinie MDCK |l stellt ein in der Literatur haufig verwendetes Zellmodell fur
die Untersuchung der Transzytose dar (Tuma & Hubbard 2003).

Aufgrund der Clathrin- und Caveolae-Prozessierung der Lipid/DNA-Komplexe stellt die
Transzytose in der vorliegenden Arbeit eine mdgliche Transfektionsbarriere der
epithelialen Zelllinie MDCK Il dar.
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4.4.1 Transzytose von Lipid/DNA-Komplexen im polarisierten Zellmodell
MDCK I

4.4.1.1 Das polarisierte Zellmodell MDCK Il

Um die Transzytose von Lipid/DNA-Komplexen untersuchen zu kénnen, werden MDCK I
Zellen auf Filtermembranen (Transwells®) angeziichtet, so dass die Aufnahme der
Komplexe von der apikalen und die Exozytose an der basolateralen Plasmamembran
bestimmt werden kann (siehe 3.5.2) (Bomsel et al. 1989; Tuma & Hubbard 2003). Die
vollstandige Ausbildung eines polarisierten Zellmonolayers mit apikaler und basolateraler
Membran kann durch die Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER)
bestimmt werden. Der TEER-Wert steigt mit dem Wachstum des Monolayers und erreicht
bei Ausbildung der tight junctions schliel3lich ein konstantes Niveau. Dieses liegt fir
MDCK Il Zellen bei einem TEER-Wert von ~ 150 Q cm? (Tuma & Hubbard 2003).

Fur die folgenden Versuchsreihen werden MDCK Il Zellen auf Filtermembranen mit einem
Porendurchmesser von 3 um ausplattiert und nach dem Erreichen eines konstanten
TEER-Niveaus der Versuch gestartet (3.5.2). Die Porengréfde von 3 um schlie3t eine
Barrierefunktion fur Lipid/DNA-Komplexe aus, da der durchschnittliche hydrodynamische
Durchmesser der Partikel unter 3 ym liegt (vgl. 4.1.1.1)

Wie Abbildung 4-56 zeigt, werden die Soll-Werte der Literatur nach 7-tagiger Kultivierung

der Zellen erreicht.
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Abbildung 4-56: Transepithelialer elektrischer Widerstand von MDCK Il
MDCK Il Zellen wurden im Transwell® kultiviert und der TEER-Wert mittels EndOhm®
Elektrode bestimmt (n=2, £ SEM).
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4.4.1.2 Transzytose von Lipid/DNA-Komplexen im polarisierten Zellmodell MDCK Il

Nach Anzucht eines polarisierten Zellmodells (vgl. 4.4.1.1) werden Lipid/Cy3-DNA-
Komplexe gemal dem Standardprotokoll 3.3.1 hergestellt und im apikalen Well flr 24 h
inkubiert (siehe 3.9.3). Die Abnahme der Komplexkonzentration im apikalen und die durch
Transzytose induzierte Konzentrationserhéhung im basolateralen Well wird mit Hilfe eines
Fluorimeters gemessen (siehe 3.9.3). Die Unversehrtheit des Zellmonolayers wird durch
die erneute Messung des TEER-Werts am Versuchsende garantiert (vgl. 4.4.1.1).

Den Versuchen des Abschnitts 4.2 entsprechend kann aufgrund der zellularen Aufnahme
der Komplexe eine Konzentrationsabnahme im apikalen Well gemessen werden (Abb. 4-
57). Nach einer Messdauer von 5 h stellt sich eine konstante Komplexkonzentration im
apikalen Well ein. Dies entspricht den zellularen Aufnahmeversuchen (vgl. 4.2.2.3), in
denen eine starke Aufnahme der Komplexe Uber 5 h gezeigt werden konnte. Ob eine
weitere  Reduktion der Komplexkonzentration aufgrund einer Sattigung der
Endozytosemechanismen oder einer gleichzeitigen apikalen Exozytose der Komplexe
ausbleibt, kann anhand dieser Daten nicht beantwortet werden (Harush-Frenkel et al.
2008).

Die Komplexkonzentration steigt im basolateralen Well mit zunehmender Versuchsdauer.
Selbst unter Berlcksichtigung der starkeren Verdinnung im basolateralen Well (apikal:
0,5 ml, basolateral: 1,5 ml Inkubationsvolumen) ist die Transzytose der Komplexe
allerdings zu gering, um die ausbleibende Transfektion der MDCK Il Zellen zu erklaren.
Die Transzytose von Lipid/DNA-Komplexen stellt daher keine wesentliche

Transfektionsbarriere dar.
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Abbildung 4-57: Transzytose von Lipid/DNA-Komplexen

MDCK Il Zellen wurden 7 Tage im Transwell® kultiviert (siehe Abb. 4-56) und nach
apikaler Zugabe von Lipid/Cy3-DNA-Komplexen 8/1 (m/m) die Fluoreszenzintensitat im
apikalen und basolateralen Well Gber 24 h fluorimetrisch bestimmt (n = 2, + SEM).

4.4.2 Richtungsabhangige Endozytose von Lipid/DNA-Komplexen im
Zellmodell MDCK I

4.4.2.1 Polarisiertes Zellmodell MDCK II

Das epitheliale Zellmodell MDCK I besitzt dank der Ausbildung polarisierter Zellmonolayer
grolle Bedeutung fur die Untersuchung der Transzytose. In der unterschiedlichen
Zusammensetzung der basolateralen und apikalen Zellmembran steckt darlber hinaus
grolies Potenzial flr die Endozytoseforschung (Bomsel et al. 1989; Dupree et al. 1993;
Vogel et al. 1998; Gagescu et al. 2000; Foerg et al. 2007; Harush-Frenkel et al. 2008). So
konnte gezeigt werden, dass Caveolae-Strukturen im polarisierten Zellmodell MDCK I
ausschlieRlich an der basolateralen Plasmamembran zu finden sind (Vogel et al. 1998).
Die Clathrin-Endozytose hingegen ist an der apikalen Plasmamembran aktiv (von
Bonsdorff et al. 1985).

Das polarisiete  MDCKIl  Zellmodell —ermdglicht daher die  Betrachtung
richtungsabhangiger Endozytose (apikal-basolateral oder basolateral-apikal) (Gagescu et
al. 2000) und damit die getrennte Untersuchung von Clathrin-Endozytose als apikale und
Caveolae-Endozytose als basolaterale zellulare Aufnahme. Auf diese Weise kann die
Prozessierung nanopartikularer Gentransfersysteme ohne den Einsatz endozytoseaktiver

Substanzen analysiert werden (vgl. 4.2.4). Dieses Potenzial nutzen Harush-Frenkel et al.
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erstmals fur die Untersuchung der endozytotischen Prozessierung unterschiedlich
geladener Nanopartikel (Harush-Frenkel et al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit wird dieses Modell auf die Untersuchung von Lipid/DNA-
Komplexen Ubertragen. Nach Ausbildung eines polarisierten Monolayers werden
Lipid/Cy3-DNA-Komplexe 5 h lang von der apikalen oder basolateralen Seite inkubiert und
die Zellaufnahme durchflusszytometrisch gemessen, um den Beitrag von Clathrin- und
Caveolae-Endozytose zu bestimmen (siehe 3.9.2). Die Aufnahme der Komplexe in den
polarisierten Monolayer ist dabei allerdings so gering, dass basolaterale und apikale
Aufnahme nicht unterschieden und daher keine Aussage Uber die Bedeutung der beiden
Endozytoswege getroffen werden kann (Daten nicht gezeigt). Dies kann durch die
Aktivitatsabnahme der Endozytose im polarisierten Zellmodell erklart werden (Foerg et al.
2007). Die zellulare Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen ist dann durchflusszytometrisch

nicht mehr bestimmbar.

4.4.2.2 Proliferierendes Zellmodell MDCK 1I

Da die Untersuchung der richtungsabhangigen Endozytose im polarisierten Zellmodell fur
Lipid/DNA-Komplexe nicht moglich ist, werden MDCK Il Zellen mit einer geringeren
Zelldichte auf die Transwells® ausplattiert (siche 3.9.1) (Foerg et al. 2007). In diesem
~proliferierenden“ Zellmodell ist noch kein polarisierter Monolayer ausgebildet, der Groliteil
der Filterporen aber bereits durch Zellen belegt, so dass keine freie Diffusion der
Komplexe zwischen apikalem und basolateralem Well stattfindet. Nach 5 h Inkubation von
Lipid/Cy3-DNA-Komplexen  wird die  zellulare  Aufnahme der  Komplexe
durchflusszytometrisch analysiert (siehe 3.9.1). Neben Komplexen, die nach dem
Standardprotokoll hergestellt wurden (siehe 3.3.1), werden Komplexe eingesetzt, deren
PartikelgréoRe durch Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen verkleinert wurde
(siehe 3.1.3 und 3.3.1). Die Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen erfolgt 5 h im
Ultraschallbad. Der mittlere hydrodynamische Durchmesser und die GroRenverteilung der
Komplexe entsprechen 4.1.5.1 (Mittelwert von d = 434 nm aus n =4, P1 0,16 - 0,28).

Dabei kann eine starkere Aufnahme der Komplexe an der apikalen Plasmamembran
festgestellt werden (Abb. 4-58 A). Bei Einsatz kleinerer Komplexe ist die zellulare
Aufnahme signifikant hoher (p = 0,0008) als bei groReren Komplexen und die Praferenz
zur apikalen Membran ebenfalls signifikant (p = 0,002). Dies erklart die starkere
Transfektion kleinerer Komplexe (Abb. 4-58 B), die in Abschnitt 4.1.5.3 bereits flir A-10

Zellen gezeigt werden konnte.
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Die starkere zellulare Aufnahme kleinerer Komplexe steht im Widerspruch zu einigen
Veroffentlichungen (Liu et al. 1997; Zelphati et al. 1998; Khalil et al. 2006; van der Aa et al.
2007). Diese gehen von einer starkeren zellularen Assoziation und damit Aufnahme
grolRerer Komplexe aus, die durch die groRenabhangige Sedimentation auf die
Zelloberflachen erklart wird (vgl. 1.4.1). Berlcksichtigt man allerdings die Praferenz der
aktiven Endozytosewege Clathrin und Caveolae fur PartikelgroBen von 50 - 500 nm
(Rejman et al. 2004) (vgl. 1.4.3), ist die starkere zellulare Aufnahme von kleineren

Lipid/DNA-Komplexen nachvollziehbar.
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Abbildung 4-58: Aufnahme und Transfektion von Lipid/DNA-Komplexen im
proliferierenden Zellmodell

MDCK Il Zellen wurden 1 Tag im Transwell® kultiviert und fluoreszenzmarkierte Lipid/Cy3-
DNA-Komplexe 8/1 (m/m) (A) oder ungefarbte Lipid/DNA-Komplexe 8/1 (m/m) (B) im
apikalen oder basolateralen Well 5 h inkubiert. Die Grolle der Komplexe wurde durch
Zerkleinerung der Ausgangsliposomen Uber 5 h im US-Bad (+ US) eingestellt und mit
Komplexen aus unbehandelten Ausgangsliposomen (- US) verglichen. Durchfluss-
zytometrische Bestimmung der Aufnahme (A) nach 5 h und Transfektion (B) nach 48 h
(n =3, £ SEM).
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4.4.3 Diskussion und Ausblick

In diesem Abschnitt wird die Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen im polarisierten und
proliferierenden Zellmodell MDCK Il vorgestellt. Dabei kann die Transzytose der Komplexe
als wesentliche Transfektionsbarriere ausgeschlossen werden.

Das verwendete polarisierte Zellmodell besitzt dariber hinaus groldes Potenzial fur die
Endozytoseforschung, da der Einfluss der Endozytosewege Clathrin und Caveolae ohne
den Einsatz endozytoseaktiver Substanzen untersucht werden kann. Der Nutzen dieses
Modells konnte bereits gezeigt werden (Harush-Frenkel et al. 2008) und konnte fur die
Untersuchung weiterer nanopartikularer Systeme, eine starke =zellulare Aufnahme
vorausgesetzt, hilfreich sein.

Das proliferierende Zellmodell erlaubt die Analyse der zelluldren Aufnahme von
Lipid/DNA-Komplexen. In der vorliegenden Arbeit kann die Praferenz der Komplexe fur die
apikale Plasmamembranseite gezeigt werden. Damit wird die Affinitat der Komplexe zu
Clathrin-abhangiger Internalisierung und Prozessierung bestatigt (vgl. 4.2.5 und 4.3.4). Die
Anpassung der KomplexgroRen an die bevorzugten Substratgroflen der aktiven
Endozytoswege verbessert die zellulare Aufnahme und damit die Transfektion und ist ein
erstes Beispiel fur den Erfolg des rationellen Designs von Lipid/DNA-Komplexen (vgl. 4.6).
Fir eine intensivere Nutzung des proliferierenden Zellmodells in der
Endozytoseforschung, insbesondere einer Analyse der beteiligten Endozytosewege,
bedarf es jedoch einer weiteren Charakterisierung des Zellmodells. So muss gepruft
werden, ob die Zellen trotz unvollstandiger Polarisierung bereits eine Differenzierung von
Clathrin- und Caveolae-Endozytose an der Plasmamembran zeigen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass weder zelluldare Aufnahme noch zellulare
Prozessierung oder Transzytose von Lipid/DNA-Komplexen Barrieren darstellen, die eine
effiziente Transfektion verhindern und die Transfektionsunterschiede verschiedener
Zellmodelle erklaren koénnen. Im folgenden Abschnitt wird mit der intrazellularen
Dissoziation der Lipid/DNAKomplexe eine weitere potenzielle Transfektionsbarriere

untersucht.
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4.5 Dissoziation von Lipid/DNA-Komplexen

4.5.1 Entwicklung eines Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-
(FRET)-Systems fur die Dissoziationsanalytik

Die Endozytoseuntersuchungen der Abschnitte 4.2-4.4 zeigen, dass Lipid/DNA-
Komplexe verschiedene Zelllinien trotz hoher Aufnahmeraten und vergleichbarer zellularer
Prozessierung unterschiedlich stark transfizieren. Eine weitere mogliche zellulare Barriere
ist die intrazellulare Dissoziation der Komplexe. Dies wird in den folgenden

Versuchsreihen untersucht.

4.5.1.1 Herstellung und Charakterisierung

In der vorliegenden Arbeit wird ein Cy3-DNA/Cy5-DOPE FRET-Paar fur die
Dissoziationsanalytik der Lipid/DNA-Komplexe eingesetzt (vgl. 1.5). Dafur wird Cy3 nach
3.2.4 kovalent an die DNA gebunden. DC 30®°-Ausgangsliposomen werden nach 3.1.4 mit
einem unterschiedlichen Anteil Cy5-DOPE hergestellt (0,1/1/10 % Cy5-DOPE/DOPE
(m/m)). Beide Komponenten werden nach dem Standardprotokoll 3.3.1 mit
DNA (0,005 pg/ul) zu Lipid/DNA-Komplexen 8:1 (m/m) komplexiert. FUr die Berechnungen
der FRET-Emissionen und FRET-Effizienzen (siehe 3.11) werden neben den doppelt
gefarbten Cy3-DNA/Cy5-DOPE FRET-Komplexen einfach gefarbte (Cy3-DNA = Donor-
Komplexe oder Cy5-DOPE = Akzeptor-Komplexe) und ungefarbte Komplexkontrollen
hergestellt.

Die PartikelgroRen und PartikelgroRenverteilungen der FRET-Komplexe sowie der
Komplexkontrollen werden mittels PCS untersucht und mit dem NNLS-Modus ausgewertet
(siehe 3.4.1). Die Polydispersitaten der Komplexproben liegen zwischen 0,2 - 0,28. Die
Maxima der Partikelgrolienverteilungen befinden sich in einem Grdélenbereich zwischen
461 - 1425 nm. Aufgrund der Breite der PartikelgroRenverteilung (vgl. 4.1) Iasst sich kein
wesentlicher Grollenunterschied zwischen FRET-Komplexen und Komplexkontrollen
feststellen, aulder dass lediglich Lipid/Cy3-DNA-Komplexe (Donor-Komplexe) eine zweite

Partikelpopulation bei ~ 200 nm zeigen.

4.5.1.2 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) zwischen Cy3-DNA und Cy5-
DOPE

Um zu Uberprifen, ob FRET zwischen den beiden FRET-Partnern (Cy3-DNA und Cy5-
DOPE 1% (m/m)) stattfindet, werden die Komplexe fluoreszenzspektrometrisch
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untersucht (siehe 3.4.3). Nach Anregung des Donors bei 488 nm wird die
Fluoreszenzemission des Akzeptors bei 670 nm gemessen (FRET-Einstellung, siehe
3.4.3). Fur die FRET-Komplexe kann eine Akzeptoremission nach Anregung des Donors
gemessen werden, die bei den einfach gefarbten Komplexkontrollen nicht auftritt. Dieses
FRET-Signal wird mit Hilfe verschiedener FRET-Berechnungen der Literatur quantifiziert
(siehe 3.11):

Nach Korrektur der Hintergrundfluoreszenz sowie spektraler Uberlappungen wird die
sensitized FRET-Emission F, wie unter 3.11.1 beschrieben, bestimmt (14,4 + 2,4) (Abb.
4-59 A).

Dartber hinaus wird die FRET-Effizienz E, berechnet, die das Akzeptorsignal zusatzlich
normiert (3.11.2). E; der FRET-Komplexe betragt 66,7 + 3,0 %.

Die FRET-Effizienz kann nicht nur Uber das Emissionssignal des Akzeptors (FRET-
Einstellung, siehe 3.4.3) bestimmt werden, sondern auch Uber die gleichzeitige Reduktion
des Donoremissionssignals (Donor-Einstellung siehe 3.4.3). Diese ergibt sich aus dem
Energieverlust, der bei der FRET-Anregung des Akzeptors verloren geht, und wird als
Donor-Quenching (Eq) bezeichnet. In Abbildung 4-59 A betragt E4 66,7 £ 1,6 % und
entspricht damit E,.

In einer weiteren Versuchsreihe wird untersucht, ob das FRET-Signal durch Veranderung
des Cy5-DOPE Massenanteils der Ausgangsliposomen gesteigert werden kann (Abb. 4-
59 B,C).

Eine Reduktion des Cy5-DOPE Farbstoffanteils verringert das FRET-Signal. F. fallt auf 2,6
+ 0,99, E4 auf 36,4 = 7,3 %. Beim Einsatz eines hoheren Cy5-DOPE Farbstoffanteils
(10 % Cy5-DOPE) fallt F; von 14,4 auf 0,5 £ 0,13. Die Donoremission Eq4 bleibt hingegen
unverandert (71,6 £ 10,7 %). Das Abweichen des Donorsignals kann in diesem Fall mit
einem konzentrationsabhangigen Quenching des Farbstoffs Cy5 erklart werden (Gruber
et al. 2000). Das Quenching des Donors wird bei hohen Cy5-Konzentrationen nicht mehr
allein durch den Energietransfer des FRET bestimmt. Dies zeigt, dass eine verlassliche
FRET-Analytik immer die Analytik des Donor- und des Akzeptorsignals berucksichtigen
muss.

Das FRET-Signal kann in allen Versuchsreihen durch eine Dissoziation der Komplexe mit
Zwittergent® geldéscht werden (siehe 3.4.3) (Abb. 4-59 D). Gleichzeitig wird durch die
Komplexzerstorung das Donor-Quenching aufgehoben, so dass das Donor-
Emissionssignal von Kontrolle und FRET-Komplex sich wieder entsprechen (Abb. 4-59 E).

Interessanterweise steigt das Cy5-DOPE Fluoreszenzsignal bei hdheren Konzentrationen
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(10 % Cy5-DOPE) nach Komplexdissoziation stark an (Abb. 4-59 F). Dies bestatigt das
konzentrationsabhangige Quenching des Cy5-DOPE Farbstoffes, durch das die
Fluoreszenzintensitat von Cy5-DOPE im Komplex reduziert wird. Dies wird durch
Dissoziation des Komplexes aufgehoben.

Die in dieser Arbeit gemessenen FRET-Emissionen und FRET-Effizienzen deuten im
Vergleich zu bereits beschriebenen FRET-Systemen fiur Lipid/DNA-Komplexe auf einen
effizienten Energietransfer hin (Zhang et al. 2003; Matsumoto et al. 2009).
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Abbildung 4-59: Fluorimetrische Bestimmung des Cy3-DNA/Cy5-DOPE FRET

50

Doppelt gefarbte FRET-Komplexe und Kontrollkomplexe 8/1 (m/m) wurden fluorimetrisch
vermessen (siehe Einstellungen 3.4.3). A: Berechnung der sensitized FRET-Emission F.
und der FRET-Effizienzen E; und Eg4 fur Komplexe mit 1 % Cy5-DOPE (m/m). B,C:
Veranderung des Cy5-DOPE Anteils auf 0,1 und 10 %. D-F: Dissoziation der Komplexe
mit einem zwitterionischen Detergenz.
angezeigt. D: FRET-Emission der FRET-Komplexe (1 % Cy5-DOPE). E: Donor-Emission
der FRET-Komplexe (1 % Cy5-DOPE) (Punkte) und Donor-Komplexe (Linie). F: Akzeptor-
Emission der Akzeptor-Komplexe (10 % Cy5-DOPE) (n = 2, + SEM).

Inkubation des Detergenz wird durch Pfeil
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4.5.1.3 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) zwischen Cy3-DNA und Cy5-
DOPE im zellularen Modell

Nachdem ein effizienter Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer zwischen Cy3-DNA und
Cy5-DOPE innerhalb der untersuchten Lipid/DNA-Komplexe gezeigt werden konnte, wird
in der folgenden Versuchsreihe geprift, ob sich dieses Signal auch intrazellular
bestimmen lasst. Dafur werden A-10 Zellen 3 h mit den verschiedenen Komplexen
inkubiert. Die Zellen werden anschlieBend durchflusszytometrisch (siehe 3.6.3) oder
fluoreszenzmikroskopisch (siehe 3.8.2) analysiert und anhand dieser Daten die FRET-
Effizienzen E4 und E; berechnet. Auf die Berechnung der sensitized FRET-Emission F.
wird verzichtet, da eine Normierung und damit eine Berucksichtigung der
Farbstoffkonzentration in Zellversuchen notwendig sind. SchlieRlich ist die metabolische
Aktivitat der Zellen und damit die Komplexaufnahme und Farbstoffkonzentration jeder
Probe natirlichen Schwankungen unterworfen.

In der duchflusszytometrischen Messung werden Lipid/DNA-Komplexe von 78 % der
Zellen aufgenommen (Daten nicht gezeigt). Dies entspricht den Daten der
Endozytoseexperimente (vgl. 4.2.2.1).

10° 104

FL3-H

Abbildung 4-60: FACS-Histogramm des intrazellularen FRET

Reprasentative durchflusszytometrische Messung einer ungefarbten Komplexkontrolle
(schwarz) und einer FRET-Komplexprobe bei FRET-Einstellung des Gerates (vgl. 3.6.3).
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Wie in den Fluorimeterversuchen (vgl. 4.5.1.3) wird die Fluoreszenzemission des
Akzeptors nach Anregung des Donors durchflusszytometrisch gemessen (FRET-
Einstellung, siehe 3.6.3). Die FRET-Komplexe zeigen bei dieser Einstellung eine starke
Fluoreszenz des Akzeptors (Abb. 4-60).

Auf Grundlage dieser FRET-Emission wird die FRET-Effizienz E, bestimmt (67,4 £ 1,6 %)
(Abb. 4-61). Dieser Wert entspricht den Berechungen vor der zellularen Inkubation (vgl.
4.5.1.2) und zeigt an, dass Lipid/DNA-Komplexe nach zellularer Aufnahme zunachst
unverandert, namlich vollstandig komplexiert, vorliegen.

Dies wird durch die FRET-Effizienz E4 (77,5 £ 0,7 %) bestatigt. Im Gegensatz zu den
Vorversuchen 4.5.1.2, in denen keine zellulare Inkubation stattfindet, unterscheiden sich
Eq und E; hier signifikant (p < 0,05). Dies kann durch die Berechnung beider Effizienzen
begrindet werden (3.11.2 und 3.11.3):

Bei der Berechnung von E4 ist zu berlcksichtigen, dass bei der Normierung zwei
unterschiedliche Proben miteinander verglichen werden (Ipp= FRET-Komplex und Ip=
Donor-Komplex). Dies setzt die exakt gleiche zellulare Aufnahme beider Komplexe voraus.
Denn nur in diesem Fall liegen in beiden Fallen gleiche Farbstoffkonzentrationen vor und
die Fluoreszenzintensitaten Ipa und Ip unterscheiden sich ausschlieRlich durch den
Energiebetrag des FRET (Horvath et al. 2005). Da eine exakt gleiche zellulare Aufnahme
der verschiedenen Komplexe nicht bewiesen werden kann (unterschiedliche Farbstoffe
und damit PMT-Einstellungen des Durchflusszytometers), ist die Bestimmung von Eq4 fur
Lipid/DNA-Komplexe fehlerbehaftet.

Dieser Fehler konnte bei einer starkeren Aufnahme der Donor-Kontrollen zur Steigerung
der FRET-Effizienz Eq im Zellversuch fuhren. Da die PartikelgroRe einen wesentlichen
Einfluss auf die zellulare Aufnahme hat (Rejman et al. 2004), kdnnte das Auftreten der
zusatzlichen Partikelpopulation von ~ 200 nm bei Donor-Komplexen (vgl. 4.5.1.1) eine
solche Zunahme der zellularen Aufnahme erklaren. Die Zunahme von E4 nach zellularer
Inkubation bedeutet anschaulich eine zunehmende Komplexierung beider Komponenten
nach Zellaufnahme. Ein steigendes Signal nach zellularer Aufnahme scheint mit diesem

FRET-System allerdings unwahrscheinlich.
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Abbildung 4-61: Berechnung der intrazellularen FRET-Effizienz

Doppelt gefarbte FRET-Komplexe und Kontrollkomplexe 8/1 (m/m) wurden 3 h in A-10
Zellen inkubiert und die Fluoreszenzemissionen durchflusszytometrisch (graue Balken)
oder fluoreszenzmikroskopisch (weilRe Balken) gemessen. Berechnung der FRET-
Effizienzen Eq und E; und Vergleich mit den fluorimetrischen Versuchen (schwarze
Balken, vgl. Abb. 4-59) (n = 3, + SEM).

Mit der Fluoreszenzmikroskopie wird eine zweite zytometrische Methode eingefuhrt.

Dafur werden 4 Bilder der nach Komplexinkubation fixierten Zellen aufgenommen, darin
> 50 Zellen mit Hilfe der CellProfiler Software segmentiert und die Fluoreszenz-
intensitaten bestimmt (siehe 3.8.2). Wie in den durchflusszytometrischen Experimenten
liegt Eq (71,1 £ 4,4 %) Uber E, (67,1 £ 10,7 %). Diese Ergebnisse unterscheiden sich nicht
signifikant von den durchflusszytometrischen Ergebnissen (p > 0,8).

Bei fluoreszenzmikroskopischer Analyse kann die FRET-Effizienz daruber hinaus uber die
Fluoreszenzveranderung des Donors beim Ausbleichen (bleaching) des Akzeptors
bestimmt werden (siehe 3.8.2). In diesen Versuchen wird der Akzeptor durch Ausbleichen
mit Hilfe eines Lasers zerstort (bleaching) und der FRET-Prozess dadurch unterbrochen
(Wouters et al. 1998; Breunig et al. 2006). Dies fuhrt zu einem Intensitatsanstieg der
Donoremission, da der zuvor als FRET abgegebene Energiebetrag in Abwesenheit des
Akzeptors nun wieder als Donorfluoreszenz emittiert wird. Dieser Prozess ist in
Abbildung 4-62 A bei FRET-Komplexen zu erkennen. Die Donoremission der
Kontrollkomplexe bleibt hingegen unverandert (Abb. 4-62 B).
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Abbildung 4-62: Photobleaching des Akzeptors mit dem Fluoreszenzmikroskop
Doppelt gefarbte FRET-Komplexe (A) und einfach gefarbte Donor-Komplexe (B) 8/1 (m/m)
wurden 3 h in A-10 Zellen inkubiert. Cy5-DOPE wurde in den fixierten Zellen mit einem
Laser bei 633 nm ausgebleicht und der Verlauf der Donor-Fluoreszenz (Punkte) und
Akzeptor-Fluoreszenz (Linie) verfolgt (vgl. Donor- und Akzeptor-Einstellungen 3.8.2).
Darstellung des reprasentativen Verlaufs.

Bei der Bestimmung der FRET-Effizienz Uber das Akzeptor-bleaching werden einzelne
Lipid/DNA-Komplexe in definieten ROl (regions of interest) mikroskopiert. Die
Stichprobenmenge ist dementsprechend klein. Die Anwendung dieser Methode setzt
daher voraus, dass die Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Lipid/DNA-Komplexe
vergleichbar sind. Da die Zusammensetzung einzelner Lipid/DNA-Komplexe jedoch
variiert (Breunig et al. 2006), unterscheiden sich die Fluoreszenzintensitaten einzelner

Komplexe erheblich. Daher wird in der vorliegenden Arbeit auf eine Berechnung dieser
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FRET-Effizienz verzichtet. Die gleiche Abhangigkeit von der Farbstoffkonzentration gilt fir
die Berechung der FRET-Effizienz Uber die Kinetik des Donor-bleachings (Nagy et al.
1998), die ebenfalls in der Literatur haufig zu finden ist. Bei Verwendung des Cy3/Cy5
FRET-Paares wird das Donor-bleaching auflerdem durch die hohe Photostabilitat des
Cy3-Farbstoffes erschwert (Jares-Erijman & Jovin 2003).

Mit Cy3-DNA/Cy5-DOPE kann somit ein neues FRET-System eingefihrt werden, das
allen Anforderungen einer Dissoziationsanalytik fur Lipid/DNA-Komplexe entspricht:
Dieses FRET-System ermdglicht einen effizienten FRET, der auch in zellularen Systemen
mit durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Methoden quantifizierbar

ist. Ein vergleichbares FRET-System ist bisher nicht publiziert.

4.5.2 Anwendung I: Intrazellulare Dissoziationskinetik von Lipid/DNA-
Komplexen

Als erste Anwendung des Cy3-DNA/Cy5-DOPE FRET-Systems wird die intrazellulare
Dissoziation der Lipid/DNA-Komplexe kinetisch untersucht. Dafir werden A-10 Zellen
nach dem Standardprotokoll (siehe 3.6.1) mit gemal’ 4.5.1.1 hergestellten Lipid/DNA-
Komplexen transfiziert. 3, 5, 9 und 24 h nach Start der Komplexinkubation werden die
Zellen durchflusszytometrisch (siehe 3.6.3) und fluoreszenzmikroskopisch (siehe 3.8.2)
analysiert. Neben der Berechnung der FRET-Effizienzen (siehe 3.11.2 und 3.11.3) wird die
intrazellulare Dissoziation auch durch konfokale Kolokalisationsstudien verfolgt (siehe
3.8.2).

4.5.2.1 Konfokale Kolokalisationsstudien

In den konfokalen Aufnahmen der 3 h mit FRET-Komplexen inkubierten Zellen (Abb. 4-
63 A) kolokalisieren beide Fluoreszenzsignale (Cy3-DNA und Cy5-DOPE). Das Ausmal}
dieser Kolokalisation wird als Pearson’s Korrelationskoeffizient (PC) quantifiziert. Dieser
Koeffizient gibt die Korrelation beider Fluoreszenzsignale an, die bei PC = +1 maximal, bei
PC = 0 nicht vorhanden ist (Bolte & Cordelieres 2006). Die Kolokalisationsstudie von Cy3-
DNA und Cy5-DOPE nach 3 h ergibt einen PC von 0,59. Die starke Kolokalisation von
Cy3-DNA und Cy5-DOPE deutet an, dass zu diesem Zeitpunkt beide
Komplexkomponenten komplexiert vorliegen. Dies bestatigt das Ergebnis der E,-
Berechung (vgl. 4.5.1.3).
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Nach 5 h Inkubation (Abb. 4-63 B) tritt ein zusatzliches Cy5-DOPE-Signal im Zytoplasma
auf, das nicht mehr mit Cy3-DNA kolokalisiert. Eine dhnliche zellulare Verteilung wird far
PEI/DNA-Komplexe in der Literatur beschrieben (ltaka et al. 2004). Durch einen
Medienwechsel werden die Lipid/DNA-Komplexe aus dem Uberstand entfernt und die
intrazellulare Dissoziation weiter verfolgt. Das zytoplasmatische Cy5-DOPE-Signal bleibt
weitere 4 h unverandert (Abb. 4-63 C). Gleichzeitig beginnt nun in ersten Zellen die GFP-
Expression des Plasmids. Mit den konfokalen Aufnahmen nach 24 h wird der Versuch
beendet. Die GFP-Expression ist nun starker ausgepragt (Abb.4-63 E) und das
zytoplasmatische Cy5-DOPE-Signal ist abgeschwacht. Im Gegensatz dazu bleibt das Cy3-
DNA-Signal auch nach 24 h weitgehend unverandert (Abb. 4-63 D). Die Berechnung des
Kolokalisationskoeffizienten PC (PC 24 h=0,16) quantifiziert die Abnahme der
Kolokalisation beider Signale (PC-Verhaltnis: PC 24 h/PC 3 h = 70 %) und zeigt damit die

Dissoziation der Komplexe an.
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Abbildung 4-63: Kolokalisation von Cy3-DNA und Cy5-DOPE
Doppelt gefarbte FRET-Komplexe 8/1 (m/m) wurden 3, 5, 9 und 24 h (A-D) in A-10 Zellen
inkubiert. Uberlagerung der Einzelbilder von Donor- (rot) und Akzeptorfluoreszenz (griin)
(siehe 3.8.2). E: GFP-Expression (rot) nach 24 h.
Konfokale Mikroskopie. Grokenmalistab = 50 pm.
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4.5.2.2 FRET-Effizienzen

Die FRET-Effizienz E, wird zunachst durchflusszytometrisch zu den Zeitpunkten 3, 5, 9
und 24 h bestimmt (Abb. 4-64). Wie unter 4.5.1.3 beschrieben und durch die konfokalen
Aufnahmen bestatigt, liegen Lipid/DNA-Komplexe nach zellularer Aufnahme (3 h)
zunachst unverandert komplexiert vor (Ea= 67,4%+1,6%). Mit zunehmender
Inkubationsdauer sinkt E; (5 h: E; = 58,0 £ 2,1 % und 9 h: E; = 45,0 £ 2,1 %) und erreicht
am Versuchsende (24 h) schlieBlich ein Minimum (E;= 19,9 +0,3 %). Zu diesem
Zeitpunkt exprimieren 10 % der Zellen bereits GFP (Daten nicht gezeigt). Diese Daten
zeigen, dass Lipid/DNA-Komplexe effizient in A-10 Zellen dissoziieren (FRET-Verhaltnis:
Ea 24 h/E; 3 h = 30 %). Infolgedessen kann freie DNA im Zellkern abgelesen und GFP
exprimiert werden. Die Entwicklung der E;-Werte bestatigt damit die konfokalen Studien.
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Abbildung 4-64: Durchflusszytometrische Bestimmung der intrazellularen
FRET-Kinetik

Doppelt gefarbte FRET-Komplexe und Kontrollkomplexe 8/1 (m/m) wurden 3, 5, 9 und
24 h in A-10 Zellen inkubiert und die Fluoreszenzemissionen durchflusszytometrisch
gemessen. Berechnung der FRET-Effizienzen E4 (Punkte) und E; (Linie) (n = 3, £+ SEM).
Der Ausgangswert von E (0 h) entspricht den fluorimetrischen Ergebnissen aus Abb. 4-59.

Die Berechnung der FRET-Effizienzen E4 (Abb. 4-64) resultiert, wie bereits unter 4.5.1.3
beschrieben, zu allen Zeitpunkten in héheren Werten als E,. Die schwache Abnahme der
FRET-Effizienz (FRET-Verhaltnis: E4 24 h/Eq 3 h =79 %) widerspricht den Ergebnissen
der E,-Berechnung und den konfokalen Kolokalisationsstudien. Dieser Widerspruch kann,

wie unter 4.5.1.3 diskutiert, durch die Berechung von E4 erklart werden.
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Die FRET-Effizienzen Eq und E; werden daruber hinaus fluoreszenzmikroskopisch
bestimmt (Abb. 4-65). Der Verlauf beider FRET-Effizienzen entspricht den
durchflusszytometrischen = Bestimmungen.  Aufgrund der deutlich  geringeren
Stichprobenmenge (> 50 Zellen) ist diese Bestimmungsmethode der Durchflusszytometrie
statistisch unterlegen. Dies zeigt sich in den hoheren Standardfehlern der Ergebnisse
(7,4 - 10,7 %). Insbesondere verhindert die geringe Stichprobenmenge aber die
Berechnung von E,; zum Zeitpunkt 24 h. Die Berechnung von E; (siehe 3.11.2) kann bei
sehr niedrigen F.-Werten, wie sie bei dissoziierenden Komplexen nach 24 h zu erwarten
sind, zu falsch-positiven E;-Werten fuhren (E; > 1) (Horvath et al. 2005). Zwar erlaubt die
CellProfiler Analyse dieser Studie den Ausschluss dieser Werte, die verbleibende
Stichprobenmenge ermdglicht dann jedoch keine statistisch exakte Bestimmung von E,

mehr.
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Abbildung 4-65: Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der intrazellularen
FRET-Kinetik

Doppelt gefarbte FRET-Komplexe und Kontrollkomplexe 8/1 (m/m) wurden 3, 5, 9 und
24 h in A-10 Zellen inkubiert und die Fluoreszenzemissionen fluoreszenzmikroskopisch
gemessen. Berechnung der FRET-Effizienzen E4 (Punkte) und E; (Linie) (n = 3, £+ SEM).
Der Ausgangswert von E (0 h) entspricht den fluorimetrischen Ergebnissen aus Abb. 4-59.

Trotz der statistisch begrenzten Aussagekraft der fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse

konnen diese mit den durchflusszytometrischen Daten gut korreliert werden (Abb. 4-66).
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Abbildung 4-66: Korrelation von Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie
Die FRET-Effizienzen der Abbildungen 4-64 und 4-65 wurden korreliert.

Diese Versuche zeigen, dass die Dissoziationskinetik der Lipid/DNA-Komplexe mit Hilfe
des Cy3-DNA/Cy5-DOPE FRET-Systems aufgelost werden kann. Lipid/DNA-Komplexe
liegen nach kurzen Inkubationszeiten (3 h) intrazellular unverandert komplexiert vor.
Vergleichbare Ergebnisse sind fur polymerbasierte Gentransfersysteme publiziert (ltaka et
al. 2004; Ho et al. 2006; Breuzard et al. 2008; Chen et al. 2008). Die intrazellulare FRET-
Analytik von Lipid/DNA-Komplexen wird bisher nur in einer Arbeit beschrieben (Matsumoto
et al. 2009). Matsumoto et al. entwickeln in ihrer Arbeit ein FITC-DNA/Cy3-DNA FRET-
System. Dieses FRET-System zeigt durch die Doppelfarbung der DNA eine Veranderung
der DNA-Faltung innerhalb der Komplexstruktur an (vgl. 1.5.1). Mit diesem System sind
FRET-Werte nach kurzer Zellinkubation nicht messbar, mdglicherweise weil die Sandwich-
Struktur der Komplexe zu diesem Zeitpunkt zu wenige DNA-DNA Kontakte zuldsst
(Matsumoto et al. 2009). Das hier verwendete Cy3-DNA/Cy5-DOPE FRET-System gibt
hingegen die tatsachliche raumliche Trennung beider Komponenten und somit die
Komplexdissoziation wieder. Dies ermdglicht die vollstandige kinetische Auflésung der
Dissoziation.

Die FRET-Ergebnisse und konfokalen Aufnahmen beweisen, dass Lipid/DNA-Komplexe
mit zunehmender Inkubationsdauer in A-10 Zellen effizient dissoziieren und damit eine
erfolgreiche Transfektion ermdglichen. Die effiziente Dissoziation von Lipid/DNA-
Komplexen entspricht den bisher veréffentlichen Daten (Matsumoto et al. 2009; Ruponen
et al. 2009).
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4.5.3 Anwendung ll: Abhangigkeit der Komplexdissoziation vom
Zellmodell

Die Abschnitte 4.2 - 4.4 dieser Arbeit betrachten die unterschiedlich effiziente Transfektion
von DC 30®—Lipoplexen in zwei Zellmodellen: A-10 und MDCK |l Zellen. In Abschnitt 4.5.2
kann gezeigt werden, dass Lipid/DNA-Komplexe in der effizient transfizierten Zelllinie A-10
auch effizient intrazellular dissoziieren. Um die intrazellulare Dissoziation beider Zelllinien
vergleichen zu konnen, werden die Versuche aus 4.5.2 nun analog in der schwach
transfizierten Zelllinie MDCK Il durchgefuhrt.

4.5.3.1 Konfokale Kolokalisationsstudien

Nach kurzer Inkubation (3 h) Cy3-DNA/Cy5-DOPE gefarbter Lipid/DNA-Komplexe
kolokalisieren beide Farbstoffe (PC 3 h = 0,23). Mit zunehmender Inkubationsdauer nimmt
die Kolokalisationsrate ab und erreicht nach 24 h ein Minimum (PC 24 h = 0,059). Damit
unterscheiden sich die konfokalen Dissoziationsstudien nicht von den Bildaufnahmen der
A-10 Zelllinie (vgl. 4.5.2.1). Allerdings befinden sich in MDCK Il Zellen deutlich weniger
Komplexe, was aufgrund der Ergebnisse der Aufnahmeversuche zu erwarten ist (vgl.
4.2.2.1). Dies erklart gleichzeitig die Unterschiede der absoluten PC-Werte in beiden
Zellmodellen (Bolte & Cordelieres 2006).
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Abbildung 4-67: Kolokalisation von Cy3-DNA und Cy5-DOPE

Doppelt gefarbte FRET-Komplexe 8/1 (m/m) wurden 3, 5, 9 und 24 h (A-D) in MDCK Il
Zellen inkubiert. Uberlagerung der Einzelbilder von Donor- (rot) und Akzeptorfluoreszenz
(grin) (siehe 3.8.2). Konfokale Mikroskopie. Grolkenmalistab = 50 pm.

4.5.3.2 Durchflusszytometrische Messung der Kontrollkomplexe

In den Kolokalisationsstudien beider Zellmodelle wird deutlich, dass Lipid/DNA-Komplexe
mit zunehmender Inkubationsdauer dissoziieren und dementsprechend die
Fluoreszenzsignale der Ausgangskomponenten wieder einzeln auftreten. Dabei andert
sich das Cy3-DNA-Signal Uber den untersuchten Zeitraum kaum und ist in beiden
Zellmodellen vergleichbar. Das Cy5-DOPE-Signal hingegen andert sich Uber die Zeit und

tritt in der A-10 Zelllinie wesentlich starker auf.
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Wie bereits erwahnt, werden fur die Berechnung der FRET-Effizienzen in allen Versuchen
einfach gefarbte Kontrollkomplexe mit untersucht. Die durchflusszytometrische Messung
dieser Donor- und Akzeptor-Komplexe spiegelt die Entwicklung der Einzelsignale der
konfokalen Studien wieder.

Das Fluoreszenzsignal der Cy3-DNA andert sich auch in diesen Messungen Uber die Zeit
nur gering (Abb. 4-68). So betragt das Signal in der Zelllinie MDCK Il nach einer
Versuchsdauer von 24 h noch 74 % des Ausgangssignals (5 h), in der A-10 Zelllinie noch
75 %. In beiden Zelllinien findet sich damit eine vergleichbare Entwicklung dieses

Messsignals.
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Abbildung 4-68: Durchflusszytometrische Bestimmung der Cy3-DNA Kinetik
Donor-Komplexe 8/1 (m/m) wurden 3, 5, 9 und 24 h in A-10 Zellen (Linie) und MDCK I
Zellen (Punkte) inkubiert und die Fluoreszenzemissionen durchflusszytometrisch
gemessen (Donor-Einstellung, siehe 3.6.3) (n = 3, £ SEM).

Im Gegensatz dazu kann das Cy5-DOPE-Signal nach 24 h Versuchsdauer in der MDCK I
Zelllinie nur noch mit 34 % des Ausgangssignals (5 h), in der A-10 Zelllinie aber mit 83 %
detektiert werden (Abb. 4-69). Darlber hinaus werden in beiden Zellmodellen sehr

unterschiedliche Fluoreszenzintensitaten gemessen.
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Abbildung 4-69: Durchflusszytometrische Bestimmung der Cy5-DOPE Kinetik
Akzeptor-Komplexe 8/1 (m/m) wurden 3, 5, 9 und 24 h in A-10 Zellen (Linie) und MDCK Il
Zellen (Punkte) inkubiert und die Fluoreszenzemissionen durchflusszytometrisch
gemessen (Akzeptor-Einstellung, siehe 3.6.3) (n = 3, + SEM).

Dies bestatigt die Beobachtungen der konfokalen Studien. Die starken Unterschiede des
Cy5-DOPE-Signals kdnnen mdglicherweise wiederum durch das konzentrationsabhangige
Quenching des Cy5-Farbstoffs erklart werden (vgl. 4.5.1.2). Durch die starkere Aufnahme
der A-10 Zellen konnte das Cy5-DOPE-Signal nach Dissoziation der Komplexe

unproportional stark steigen und so den Unterschied zur MDCK |l Zelllinie erklaren.

4.5.3.3 FRET-Effizienzen

Aufgrund der Ergebnisse der Cy3-DNA/Cy5-DOPE FRET-Vorversuche (vgl. 4.5.1.3) wird
ausschlieRlich die FRET-Effizienz E, berechnet. E; wird durchflusszytometrisch zu den
Zeitpunkten 3, 5, 9 und 24 h bestimmt (Abb. 4-70). Wie durch die konfokalen Aufnahmen
bestatigt, liegen die Lipid/DNA-Komplexe nach zellularer Aufnahme (3 h) zunachst
unverandert komplexiert vor (E; = 75,0 £ 2,4 %). Mit zunehmender Inkubationsdauer bis
zu 24 h sinkt E; (5h: Eo=69,3+1,5% und 9 h: E; = 53,3 £4,4 %). Mit Versuchsende
(24 h) erreicht E; den niedrigsten Messwert (E; = 38,0 + 3,3 %).
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Abbildung 4-70: Berechnung der intrazellularen FRET-Kinetik

Doppelt gefarbte FRET-Komplexe und Kontrollkomplexe 8/1 (m/m) wurden 3, 5, 9 und
24 h in A-10 (Punkte) und MDCK Il Zellen (Linie) inkubiert und die Fluoreszenzemissionen
durchflusszytometrisch gemessen. Berechnung der FRET-Effizienz E; (n = 3, £ SEM).

Damit zeigt sich auch in der Zelllinie MDCK |l eine Dissoziation der Lipid/DNA-Komplexe
(FRET-Verhaltnis: 24 h/3 h = 50,6 %). Die Dissoziation verlauft dabei nicht so effizient wie
in der A-10 Zelllinie (FRET-Verhaltnis: 24 h/3 h =30 %). Bei 50 % Dissoziation der
Lipid/DNA-Komplexe sollte jedoch ausreichend dekomplexierte DNA intrazellular
vorliegen, um eine effizientere Transfektion zu ermdglichen.

Die Dissoziation der Lipid/DNA-Komplexe stellt daher in beiden Zellmodellen keine
wesentliche Transfektionsbarriere dar. Die Daten dieser Arbeit bestatigen damit die bisher
durchgefihrten Arbeiten zur intrazellularen Dissoziation von Lipid/DNA-Komplexen
(Matsumoto et al. 2009; Ruponen et al. 2009).

4.5.4 Diskussion und Ausblick

Mit der Entwicklung des Cy3-DNA/Cy5-DOPE FRET-Systems kann eine neue
Dissoziationsanalytik fur Lipid/DNA-Komplexe eingefuhrt werden.

Im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen FRET-Systemen (Zhang et al. 2003;
Matsumoto et al. 2009) ermdglicht das Cy3-DNA/Cy5-DOPE FRET-System eine effiziente

zytometrische Bestimmung.
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Die durchflusszytometrische FRET-Bestimmung der Lipid/DNA-Komplexdissoziation
erlaubt die Messung grofRer Probenmengen und dadurch eine statistisch fundierte
Analyse. Eine vergleichbare Analytik ist in der Literatur bisher nicht beschrieben.

Als weitere Methode wird die fluoreszenzmikroskopische Analyse getestet. Das Potenzial
dieser Methode liegt insbesondere in der exakten Lokalisierung des FRET-Signals. So
konnte bereits die Existenz kondensierter und/oder dissoziierter Komplexe im Zellkern
analysiert werden (Matsumoto et al. 2009). In Fortfihrung der vorliegenden Arbeit kdnnte
aullerdem die Dissoziation der Komplexe in  spat-endosomalen Kompartimenten
untersucht werden, die als Zielkompartiment der endozytotischen Prozessierung
identifiziert werden konnten (vgl. 4.3.2.5). Mit der FRET-Analyse dieser Zielkompartimente
kdnnte die Dissoziationsanalytik so auf die endozytotisch interessanten Kompartimente
konzentriert werden. Die meisten fluoreszenzmikroskopischen FRET-Analysen
intrazellularer Dissoziation beschreiben polymerbasierte Gentransfersysteme (ltaka et al.
2004; Breunig et al. 2006; Ho et al. 2006; Breuzard et al. 2008; Chen et al. 2008;
Matsumoto et al. 2009), wahrend Lipid/DNA-Komplexe bislang nicht ausreichend
untersucht worden sind.

Um das Potenzial der Fluoreszenzmikroskopie auszuschdpfen, muss die eingeschrankte
statistische Aussagekraft verbessert werden (Nagy et al. 1998). Dazu wird in der
vorliegenden Arbeit die CellProfiler Analyse eingeflihrt. Diese Software ermdglicht ein
High-Throughput-Screening von Fluoreszenzbildern (Carpenter et al. 2006) (vgl. 1.5.2.2).
Die vorliegende Arbeit beweist die Anwendbarkeit dieser Analytik durch Korrelation mit
durchflusszytometrischen Daten. Auf Grundlage dieser Arbeit sollte eine Erweiterung der
Stichprobenmenge mittels CellProfiler in weiteren Studien mdglich sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit schliefen die endozytotische Prozessierung und die
Dissoziation der Komplexe als wesentliche Barrieren einer effizienten Transfektion aus.
Die Bedeutung nachgeschalteter Barrieren konnte bei einem Vergleich viraler und lipid-
basierter Transfektion bereits demonstriert werden (Hama et al. 2007). Die Uberlegenheit
viraler Transfektion wird in diesen Studien nicht mit einer effizienteren Prozessierung,

sondern mit einer effizienteren Transkription und Translation begrindet.
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4.6 Rationelles Design von Lipid/DNA-Komplexen

Die Ergebnisse aus Abschnitt 4.1 zeigen, dass fiur eine Optimierung der Herstellung von
Lipid/DNA-Komplexen, eine Komplex-Zielstruktur entwickelt werden muss. Dafir ist das
jeweilige zellulare Anforderungsprofil zu berucksichtigen. In den Abschnitten 4.2 - 4.5
werden daher zellulare Aufnahme, Prozessierung und Dissoziation von Lipid/DNA-
Komplexen in den Zellmodellen A-10 und MDCK Il untersucht. Beide Zellmodelle
internalisieren Lipid/DNA-Komplexe uber Clathrin- und Caveolae-abhangige Endozytose.
Aus der Literatur sind Praferenzen beider Endozytosewege fir bestimmte PartikelgroRen,
-ladungen und -formen bekannt (Hillaireau & Couvreur 2009), die als Leitlinien bei der

Entwicklung einer Komplex-Zielstruktur dienen kénnen:

1. PartikelgroRe: Partikel im Grof3enbereich 50 - 200 nm werden bevorzugt Uber
Clathrin-Endozytose aufgenommen, wahrend groRere Partikel verstarkt Uber

Caveolae-Endozytose prozessiert werden (Rejman et al. 2004).

2. Partikelladung: Partikel mit einer positiven Oberflachenladung (C = (+15) - (+30)
mV) werden verstarkt Uber Clathrin-Endozytose prozessiert (Harush-Frenkel et al.
2008).

3. Partikelform: eine eindeutige Zuordnung von Partikelform und Endozytoseweg ist

bisher nicht méglich (Hillaireau & Couvreur 2009).

Daraus ergibt sich eine Komplex-Zielstruktur fur die Transfektion von MDCK Il Zellen:
Lipid/DNA-Komplexe sollten PartikelgroRen von 50-500 nm sowie positive
Oberflachenladungen aufweisen. Dieses Profil steht im Widerspruch zu einigen
Literaturdaten. So definiert Rakhmanova einen optimalen GréRenbereich fir Lipid/DNA-
Komplexe von 650 - 1500 nm (Rakhmanova et al. 2004), bezieht sich dabei jedoch

ausschlielich auf empirische Daten.

4.6.1 Anpassung der Komplexherstellung an die Zielstruktur
Lipid/DNA-Komplexe werden nach dem Standardprotokoll 3.3.1 hergestellt. Um die
Komplexgrolie einzustellen, werden die Ausgangsliposomen durch Ultraschallbehandlung

(5-mal 30 s Ultraschallspitze) zerkleinert (siehe 3.1.3). Nach Komplexierung dieser
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Ausgangsliposomen mit DNA bilden sich Komplexe mit einem mittleren hydrodynamischen
Durchmesser von 433,5 nm (vgl. 4.1.5).

Die Standardkomplexe dieser Arbeit bestehen aus einem Lipid/DNA-Verhaltnis von 8/1
(m/m) (siehe 3.3.1). Clement zeigt in ihrer Arbeit, dass diese Komplexe trotz einer
stochiometrisch positiven Nettoladung von 1,6 ein negatives Zetapotenzial besitzen
(Clement 2005). Daher wird die Oberflachenladung der Komplexe durch Erhéhung des
Lipid/DNA-Verhaltnisses auf 20/1 (m/m) und durch Variation der Lipidzusammensetzung
zu DC-Cholesterol/DOPE 1/1 (m/m) verandert (siehe 3.3.1). Die Ausgangsliposomen
dieser modifizierten Lipidzusammensetzung sind mit einem mittleren hydrodynamischen
Durchmesser von 405 nm deutlich kleiner als diejenigen der DC 30®-Mischung
(d =1730 nm), so dass auf eine Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen verzichtet

werden kann.

4.6.2 Transfektionseffizienz nach Anpassung der Komplexherstellung
Die Transfektion von MDCK Il Zellen kann durch eine Anpassung der Komplexgrofie und
Oberflachenladung leicht gesteigert werden. Den starkeren Einfluss hat in diesen
Versuchen die Anpassung der Oberflachenladung. Dies kann sowohl durch eine Erhéhung
des Lipid/DNA-Verhaltnisses als auch durch eine Veranderung der DC 30®-Lipidmischung
zu DC-Cholesterol/DOPE 1/1 (m/m) erzielt werden. Eine weitere Zunahme der
Transfektion ist durch eine Inkubation der Komplexe uber 24 h moglich. Diese Feststellung
passt zur dominanten Caveolae-abhangigen Endozytose in MDCK Il Zellen (vgl. 4.2.3), die
im Vergleich zur Clathrin-abhangigen Endozytose langsamer ablauft (Hillaireau &
Couvreur 2009). Die Partikelgrofie der Komplexe kann durch Reduktion des DOPE-Anteils
weiter verringert werden. Lipid/DNA-Komplexe, die ausschliellich DC-Cholesterol
enthalten, transfizieren MDCK |l Zellen jedoch nicht mehr. Dies deutet auf die Rolle des
Helferlipids DOPE bei der endosomalen Freisetzung hin (Siegel & Epand 1997;
Rakhmanova et al. 2004; Zuhorn et al. 2005; Zuhorn et al. 2007a).
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Abbildung 4-71: Transfektion verschiedener Lipid/DNA-Komplexe
Durchflusszytometrische Bestimmung der Transfektion von MDCKIl Zellen durch
Lipid/DNA-Komplexe in verschiedenen Massenverhaltnissen. DC-Cholesterol/DOPE 3/7
(m/m) (DC 30®) (weiBe Balken), DC-Cholesterol/DOPE 1/1 (m/m) (schwarze Balken)
Lipidmischungen und reines DC-Cholesterol (grauer Balken) wurden eingesetzt. Teilweise
Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen (US) (n = 3, £ SEM).

4.6.3 Diskussion und Ausblick

In diesen abschlieRenden Versuchen wird das Konzept der Arbeit, die rationelle
Entwicklung von Gentransfersystemen unter Berucksichtigung der zellularen Barrieren
(vgl. 1.2), praktisch umgesetzt. Die Untersuchungen der zellularen Aufnahme von
Lipid/DNA-Komplexen mit angepasster PartikelgroRenverteilung in Abschnitt 4.4.2.2
zeigen bereits, dass die zellulare Assoziation und Aufnahme durch diese Malnahme
optimiert werden kann. In diesem Abschnitt wird dargelegt, dass dies gleichzeitig in einer
Steigerung der Transfektion resultiert. Ein vergleichbarer Effekt kann durch die Anpassung
der Komplexladung erzielt werden. Damit bauen diese Versuche die empirischen
Optimierungsversuche (vgl. 4.2.1) auf einer rationellen Grundlage aus. Die Tatsache, dass
verglichen mit der Steigerung der zellularen Aufnahme die Transfektion hierbei nur leicht
zunimmt, deutet auf nachgeschaltete Transfektionsbarrieren hin (Finn et al. 2005; van der
Aa et al. 2006).



Zusammenfassung -179 -

5. Zusammenfassung und Ausblick

Das Konzept der vorliegenden Arbeit liegt in der Kombination von biologischer
Grundlagenforschung des Gentransfers und der technologischen Entwicklung von
Gentransfersystemen. Vor diesem Hintergrund wird die zellulare Assoziation, Aufnahme
und Prozessierung sowie die intrazellulare Dissoziation von Lipid/DNA-Komplexen
untersucht. Daruber hinaus wird die Komplexbildung dieser Gentransfersysteme
charakterisiert, so dass kritische Parameter des Herstellungsprozesses definiert werden
kénnen. In beiden Arbeitsgebieten knupft die vorliegende Arbeit an Vorgangerarbeiten an
(Clement 2005; Huth 2005; Hafele 2007), baut diese aus und verknupft sie schliellich mit
dem Ziel, lipid-basierten Gentransfer zu kontrollieren und effizienter zu gestalten.

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

| Herstellung und Charakterisierung von Lipid/DNA-Komplexen

In der Literatur werden verschiedene Herstellungsverfahren fur Lipid/DNA-Komplexe
beschriecben, die sich in der Vorbehandlung der Ausgangsliposomen, im
Herstellungsmalistab und dem verwendeten Mischprinzip unterscheiden (Clement 2005;
Hafele 2007). Der Vergleich einer Reihe von Herstellungsverfahren am Beispiel von
DC 30®/eGFP-Komplexen 8/1 (m/m) zeigte, dass der Herstellungsprozess von einer
groRen Anzahl an Parametern abhangig ist (u.a. Volumina, Konzentration,
Pump-/Pipettiermodell, Lyophilisation, Lagerung). Eine besondere technologische
Herausforderung liegt in der Kontrolle der Komplexgrole. Das Mischen von
unbehandelten Ausgangsliposomen und DNA erzeugte inhomogene Komplexdispersionen
mit PartikelgroRen > 5000 nm, die nur mit Hilfe einer Non-Negatively constrained Least
Squares-Auswertung der PCS-Ergebnisse aufgeldst werden konnten. In der vorliegenden
Arbeit wurden verschiedene Methoden geprift, um die PartikelgroRe der Komplexe
einzustellen. Durch gelelektrophoretische Studien konnte gezeigt werden, dass bei einer
Extrusion der Komplexe die DNA zerstort wird. Die Extrusion der Ausgangsliposomen
fuhrte hingegen zu einem starken Verlust beider Lipidkomponenten, der mittels HPTLC-
Analytik nachgewiesen werden konnte (DC-Cholesterol 47,6 %, DOPE 46 %). Beide
MalRnahmen reduzierten die Transfektionseffizienz der Komplexe daher deutlich. Mit der
Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen wurde daher eine neue Methode
eingefuhrt, die eine Einstellung der Komplexgrofle ohne Zerstérung der DNA oder Verlust

des Lipids ermoglicht.
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Il Zellulare Aufnahme und Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen

Durch die Kombination von Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie konnte die
zellulare Aufnahme und Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen in dieser Arbeit
aufgeklart werden. Dazu wurden beide Methoden zunachst weiterentwickelt.

Die Durchflusszytometrie wurde zur quantitativen Bestimmung der zellularen Aufnahme
und Transfektion verwendet. Die Hemmung der zelluldaren Aufnahme nanopartikularer
Systeme durch endozytoseaktive Inhibitor-Substanzen ist bekannt und wurde auch in
dieser Arbeit verwendet (Huth 2005). Dieses Konzept wurde durch die Steigerung der
zellularen Aufnahme durch endozytoseaktive Enhancer-Substanzen erganzt und damit auf
Zelllinien mit niedriger Transfektionsrate ausgeweitet.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden Lipid/DNA-Komplexen intrazellular lokalisiert. Der
Einsatz von Endozytosemarkern ist bewahrt, allerdings oftmals unspezifisch. Daher wurde
in der vorliegenden Arbeit die Fluoreszenzmarkierung aller bekannten
Endozytosekompartimente mittels Immunofluoreszenz und Expression von Reportergenen
etabliert und so ein zellulares Koordinatensystem entwickelt, das die eindeutige
Lokalisierung nanopartikularer Systeme wiedergibt.

Innerhalb dieses zellularen Koordinatensystems wurden Lipid/DNA-Komplexe mit einer
Kombination aus Spectral Bio-imaging und konfokaler Mikroskopie lokalisiert. Mit der
Kombination beider fluoreszenzmikroskopischen Methoden konnte eine hohe raumliche
und spektrale Auflosung erreicht werden (Schneider & Suss 2010). Hiermit etabliert die
vorliegende Arbeit ein Messsystem, das fur die Analyse der zellularen Aufnahme und
Prozessierung weiterer fluoreszenzmarkierter nanopartikularer Systeme geeignet ist. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde dieses Messsystem auf die Analyse von Doxorubicin-haltigen
Liposomen in Zusammenarbeit mit Frau Felicitas Lewrick (Pharmazeutische Technologie
und Biopharmazie, Universitat Freiburg) Ubertragen (Lewrick 2008). DarUber hinaus wurde
die Regulation des NMDA-Rezeptors (NR1-Untereinheit) in Zusammenarbeit mit Herrn
Dieter K. Meyer (Institut fur Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie,
Abteilung I, Universitat Freiburg) untersucht.

Die Untersuchungen der Lipid/DNA-Komplexe zeigten, dass diese Uber Clathrin- und
Caveolae-abhangige Endozytose in Zellen aufgenommen werden. Nach zellularer
Aufnahme erfolgte eine Akkumulation der Komplexe in perinuklearen, spat-endosomalen
Vesikeln. Die Prozessierung in diese Zellkompartimente verlief GUber beide

Endozytosewege.
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Als weiteren Aspekt betrachtete die vorliegende Arbeit die Abhangigkeit der Transfektion
vom Zellmodell. Der Vergleich einer effizient transfizierten Zelllinie (> 50 % Transfektion in
A-10 Zellen) mit einer ineffizient transfizierten Zelllinie (<1 % Transfektion in MDCK II
Zellen) zeigte, dass Unterschiede in der zellularen Assoziation und Aufnahme vorliegen,
wahrend die zellulare Prozessierung einander entspricht.

Anhand dieser Daten konnten zellulare Barrieren aufgezeigt werden, die eine erfolgreiche
Transfektion der MDCK Il Zellen behindern. Eine dieser Barrieren ist die zellulare
Assoziation und Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen. Dies konnte durch die
unterschiedlichen Endoyztoseprofile beider Zellmodelle bei gleichzeitiger Clathrin-
Praferenz der Komplexe erklart werden. Da Lipid/DNA-Komplexe zwar schwacher, aber
dennoch von 21 % des Caveolae-dominanten Zellmodells MDCK Il aufgenommen wurden,
kann die niedrige Transfektion jedoch nicht ausschliel3lich durch die Barrierefunktion der

Plasmamembran begriindet werden.

lll Transzytose von Lipid/DNA-Komplexen

Mit der EinfUhrung der MDCK Il Zelllinie wurde dartber hinaus ein polarisierendes
Zellmodell etabliert. Dieses ermoglichte die Untersuchung der Transzytose als zellulare
Barriere der Transfektion von Lipid/DNA-Komplexen. Die Daten dieser Arbeit schliel3en
eine verstarkte Transzytose der Komplexe aus.

Darlber hinaus konnte das Potenzial dieses Zellmodells fur die Untersuchung

richtungsabhangiger Endozytose dargelegt werden.

IV Intrazellulare Dissoziation von Lipid/DNA-Komplexen

Als weitere Barriere einer erfolgreichen Transfektion wird die intrazellulare Dissoziation
von Lipid/DNA-Komplexen diskutiert (Hafele 2007). Die Entwicklung eines Cy5-
DOPE/Cy3-DNA FRET-Systems ermoglichte in der vorliegenden Arbeit die Analyse des
intrazellularen Dissoziationsprozesses.

Die intrazellulare Messung des FRET-Signals mit einem Durchflusszytometer gestattete
die Berechnung von FRET-Effizienzen fur eine grofle Stichprobenmenge. Mit der Cell
Profiler Analyse fluoreszenzmikroskopischer ~Aufnahmen konnte eine weitere
zytometrische Methode etabliert werden, die trotz geringerer Stichprobenmengen mit den
durchflusszytometrischen Daten gut korreliert werden konnte (r? = 0,95). Die quantitative
Mikroskopie ermdglicht darlber hinaus die Lokalisierung des FRET-Signals und besitzt

damit grofRes Potenzial fur weitere Studien.
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Mit beiden Methoden wurde die intrazellulare Dissoziation von Lipid/DNA-Komplexen Uber
einen Zeitraum von 24 h quantifiziert. Die Komplexe dissoziierten sowohl in einer effizient
transfizierten Zelllinie (70 % Komplexdissoziation in A-10 Zellen) als auch in einer
ineffizient transfizierten Zelllinie (50 % Komplexdissoziation in MDCK Il Zellen). Die
Dissoziation der Komplexe stellt daher kein Transfektionshindernis fiir DC 30%/eGFP-
Komplexe 8/1 (m/m) dar. Diese Ergebnisse wurden durch die Berechnung von
Kolokalisationskoeffizienten konfokaler Aufnahmen bestatigt.

V Rationelles Design von Lipid/DNA-Komplexen

Die vorliegende Arbeit liefert ein vollstandiges Bild der zellularen Aufnahme,
Prozessierung und intrazellularen Dissoziation von Lipid/DNA-Komplexen. Als eine
Barriere erfolgreicher Transfektion konnte die zellulare Aufnahme von Lipid/DNA-
Komplexen identifiziert werden. Auf Basis dieser Daten wurde eine Komplex-Zielstruktur
entwickelt, die eine Praferenz fur die aktiven Endozytosewege Clathrin und Caveolae und
damit eine starkere zellulare Aufnahme erwarten lasst. Auf diese Weise konnte durch
Anpassen der PartikelgroRe und -ladung eine Verbesserung der Transfektion erzielt
werden.

Die vorliegende Arbeit bildet dariber hinaus die Grundlage fir eine Entwicklung aktiver
targeting-Strategien. Fur die Oberflachenmodifikation nanopartikularer Systeme stehen
geeignete Methoden bereits zur Verfugung (Lewrick 2008). Erste Versuche eines Lektin-
targetings von Lipid/DNA-Komplexen wurden in Zusammenarbeit mit Frau Vanessa
Bunjes durchgefiihrt (Bunjes 2009).

VI Ausblick

Die Zusammenfassung dieser Arbeit verdeutlicht die Kombination technologischer und
biologischer Aufgabenstellungen. In beiden Bereichen stellen sich interessante Fragen flr
weitere Forschungsprojekte:

Die technologische Herausforderung zukunftiger Arbeiten liegt zunachst in der
Berucksichtigung biopharmazeutischer Anforderungen. Zahlreiche Verdffentlichungen
beschreiben lipid-basierte nanopartikulare Gentransfersysteme undefinierter Grole,
Homogenitat und Ladung (Zuhorn et al. 2002; Rejman et al. 2005; Payne et al. 2007;
Wong et al. 2007; Matsumoto et al. 2009). Der Einsatz dieser Systeme ist auf den in vitro
Bereich beschrankt, eine spatere therapeutische Anwendung in vivo jedoch unmdglich.

Die vorliegende Arbeit entwickelt mit der Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen
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eine Methode, die Grol3e der entstehenden Komplexe einzustellen. Die Weiterentwicklung
dieser Methode ist in weiteren Arbeiten notwendig. Darluber hinaus ist die
Oberflachenladung der Komplexe auf die biopharmazeutische Vertraglichkeit kritisch zu
prufen.

Im Rahmen der durchgeflihrten Endozytoseversuche erdffnen die Untersuchungen der
Transfektionsbarrieren ,Zellaufnahme® und ,Zellprozessierung“ neue Ankniupfungspunkte
fr die technologische Optimierung der Gentransfersysteme. Eine Mdglichkeit besteht in
der gezielten Ansteuerung (aktives targeting) der aktiven Endozytosewege Clathrin und
Caveolae.

Weitere technologische Fragestellungen sind bei der Aufklarung nachgeschalteter
Transfektionsbarrieren wie dem Eintritt der DNA in den Zellkern zu erwarten. Die
Untersuchung des nuklearen DNA-Transports erfordert die Kombination quantitativer
Messung und exakter intrazellularer Lokalisierung des DNA-Signals. Die in dieser Arbeit
vorgestellte CellProfiler Analyse fluoreszenzmarkierter DNA vereint beide Anforderungen
und stellt damit eine potenzielle Methode zur Analyse des nuklearen DNA-Transports dar.
Dartber hinaus lasst sich diese Analyse sowohl auf andere fluoreszenzgefarbte
Endozytosekompartimente (z.B. spate Endosomen) als auch auf die Analyse der
fluoreszenzgefarbten Lipidkomponente DOPE Ubertragen. Die Grundlagen dafur
- Fluoreszenzfarbung aller Endozytosekompartimente und Fluoreszenzfarbung der

Lipidkomponente - werden mit dieser Arbeit gelegt.
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