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Einleitung

4 EINLEITUNG

4.1 Gentherapie

4.1.1 Definition und Uberblick

Gentherapie bezeichnet eine Therapiemdglichkeit, bei der Verdnderungen des Erbgutes in den
Korperzellen eines Organismus vorgenommen werden. Dabei wird dort ein Gen ausgetauscht
oder ein zusétzliches Gen eingebaut. Statt also ein Protein direkt zu verabreichen, wird dem
Korper die Erbinformation fur das gewinschte Protein zugefiihrt und er stellt daraus selbst
das Protein her, was im ginstigsten Fall zur Heilung einer Krankheit fiihrt.

Grundsatzlich muf3 unterschieden werden, welche Art von Zellen zu behandeln sind: werden
genetische Veranderungen an ausdifferenzierten Gewebezellen vorgenommen, so spricht man
von somatischer Gentherapie; die in die Gewebezellen eingebrachten Gene werden nicht ver-
erbt, die Effekte der Therapie bleiben auf das behandelte Individuum beschrankt. Im Gegen-
satz dazu steht die Therapie von Keimbahnzellen (Ei- und Samenzellen), deren Veranderung
auf die Nachkommen vererbt wird. Diese Art der Therapie ist in Deutschland aus ethischen
Grinden durch das Embryonenschutzgesetz verboten.

Eine weitere Moglichkeit der Einteilung besteht beziglich der Art der Behandlung. Dabeli
wird zwischen einer in vitro und einer in vivo Gentherapie unterschieden [1]. Bei der in vitro
Gentherapie werden dem Patienten z.B. Leberzellen entnommen und ihre Erbinformationen
durch Einschleusen oder Reparatur eines Gens aullerhalb des Korpers verandert; nach einer
eventuellen Vermehrung der veranderten Korperzellen werden diese dem Patienten wieder
reimplantiert.

Skalpell

Leherlappen ’
> ™
” .--'. Gentransfer

Infusion “.

- Retrovirus
Hepalnlﬁen_gﬂeleminn}

Yermehrung

m Charakterisiarung

Abbildung 1: Gentherapie in vitro (am Beispiel der Leber) (nach [2])

g
Hepatozyten E_Ei/’

s
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Einleitung

Dabei wird der eigentliche Defekt zwar meist nicht behoben, da das defekte Gen nicht in allen
Zellen gegen eine intakte Kopie ausgetauscht wird, die Symptome kdnnen jedoch héaufig ge-
lindert oder unterdriickt werden. Diese Art der Therapie ist besonders geeignet fiir leicht zu-
gangliche Zellen wie Blutzellen oder Zellen aus der Leber, dem Knochenmark bzw. der Haut.
Die in vitro — Therapie ist zeit- und kostenintensiver als die in vivo Therapie, daflr aber auch
erfolgreicher, da das defekte Gen bei der in vitro — Therapie bei einer groReren Anzahl Zellen
ausgetauscht wird als bei der in vivo Therapie.

Das erste erfolgreiche in vitro Experiment fand im Jahr 1990 statt [3]: damals wurde ein
kleines Madchen mit der seltenen angeborenen Immunschwache ADA [= Adenosin-Desami-
nase-Mangel] behandelt. Der Vierjéhrigen wurden Lymphozyten entnommen und diese gen-
technisch veréndert, indem ein Vektor DNS mit dem intakten Gen in die Lymphozyten ein-
schleuste. Danach wurden der Patientin die verédnderten Blutzellen wieder injiziert. Das heute
16jahrige Madchen kann — unterstutzt durch eine medikamentdse Therapie — ein weitgehend
normales Leben fuhren. Die Gentherapie muf3 jedoch ein bis zwei Mal pro Jahr wiederholt
werden, da die Lymphozyten nur eine begrenzte Lebensdauer besitzen.

Seit diesem ersten Versuch wurden bis Ende 2000 weltweit rund 4000 Personen in etwa 400
Studien mit Hilfe der Gentherapie behandelt. Leider war jedoch bei keinem der beteiligten
Patienten eine vollstandige und dauerhafte Heilung zu beobachten.

Bei der in vivo Gentherapie hingegen findet die Therapie direkt im Korper des Patienten statt.
Die Mukoviszidose ist eine Erbkrankheit, bei der die in vivo Gentherapie hauptséchlich
angewandt wird. Das liegt daran, daB die Krankheit monogenetisch ist und sich der Gendefekt
vorwiegend in der Lunge manifestiert. Zur Behandlung der Mukoviszidose verpackt man ein
Gen in ein Adenovirus und verabreicht es dann als Aerosol [4]. Wird das Gen bei dieser Art
der Verabreichung dauerhaft in die Erbsubstanz der Lungenepithelzellen eingebaut, so ist
damit eine Heilung dieser Erbkrankheit denkbar.

., Transfer als Aerosol
. A
Inhalatiuns-ﬂ’
Apparat .

, Adenoviraler
Welktar
NEH Cystische Fibrose
—mas

Abbildung 2: Gentherapie in vivo (am Beispiel der Lunge) (nach [2])
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Einleitung

Eine weitere Einteilung ist die in eine autogene, allogene oder xenogene Behandlung. Auto-
gen bedeutet, dal3 korpereigene Zellen gentechnisch verandert werden; bei der allogenen Be-
handlung sind es korperfremde Zellen, z.B. von einem Spender. Bei der xenogenen Form wer-
den Spenderzellen eines Individuums einer anderen Art, z.B. von einem Tier, verwendet. So
ist bekannt, da Hunde in der Lage sind, ein Enzym zu synthetisieren, das Harnsaure abbaut,
eine Fahigkeit, die Menschen nicht haben. Mit Hilfe der xenogenen Gentherapie kénnte man
dieses Gen in die Zellen von Patienten einschleusen, die aufgrund zu hoher Harnsdurespiegel
im Blut ein stark erhohtes Risiko haben, an Nierensteinen bzw. Gicht zu erkranken. Vorstell-
bare Einsatzmdglichkeiten der Gentherapie sind:

1. Erbkrankheiten:

Diese lassen sich in monogenetische und nicht monogenetische Erbkrankheiten unterteilen.
Bei den monogenetischen Krankheiten handelt es sich um Erbkrankheiten, die durch eine Mu-
tation in nur einem Gen verursacht werden. Dies ist z.B. bei folgenden Krankheiten gegeben:

- Cystische Fibrose (= Mukoviszidose): Hierbei handelt es sich um einen Defekt im
sog. Cystic Fibrosis Transport Regulation [CFTR] — Gen, das fiir einen lonenkanal
codiert, welcher den Transport von Chloridionen durch die Zellmembran von
Schleimhautepithelzellen in der Lunge und im Gastrointestinaltrakt reguliert. Dieser
Defekt fuhrt zu einer ausgepragten Eindickung des Sekrets in den Atemwegen, was
gehdufte Lungeninfektionen nach sich zieht; die Haufigkeit dieser Krankheit betragt
etwa 1:2000, sie ist damit die haufigste Erbrankheit von Kaukasiern. Mit der Genthe-
rapie verbindet sich die Hoffnung, ein inhalierbares Aerosol zu entwickeln, das zur
Reparatur des Gendefektes wenigstens an den Atemwegsepithelien fiihrt. Dies ist
jedoch angesichts des zahflussigen Schleims, der die zu transfizierenden Zellen be-
deckt, duflRerst schwierig. AuBerdem sind nur etwa 2 % der Lungenepithelzellen tei-
lungsaktiv und damit in der Lage, ein zugefiihrtes Gen in ihrem Zellkern aufzuneh-
men, was eine dauerhafte Therapie stark erschwert [5].

- Morbus Gaucher: Dabei liegt ein Mangel des Enzyms Glucocerebrosidase vor, was
zur Akkumulation von Cerebrosiden, also Glykolipiden aus Ceramiden und Galak-
tose, in den Korperzellen flihrt und schwere Stoffwechselstérungen mit sich bringt.

- Sichelzellanamie: Dies ist die haufigste Erbkrankheit bei Schwarzen. Dabei liegt ab-
normes H&moglobin in den Erythrozyten vor; diese sind unter Sauerstoffentzug
sichelzellartig umgeformt. In dieser Form verstopfen sie die Kapillaren, was zu einer
unzureichenden Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff fihrt und v.a. bei korperli-
cher Belastung Beschwerden hervorruft [6].
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Einleitung

2. Krebs

Hamophilie 1 (bzw. 2): Patienten mit dieser Krankheit fehlt der Blutgerinnungsfaktor
VI (bzw. 1X), was zu einer stark erhdhten Blutungsneigung fiihrt. Der Blutgerin-
nungsfaktor V111 wird normalerweise in den Endothelzellen vieler Organe (Milz, Le-
ber, Niere) gebildet.

Familiare Hypercholesterindmie: Von dieser Erbkrankheit Betroffene haben einen
massiven Mangel an Low Density Lipoprotein (LDL)-Rezeptoren, was dazu fihrt,
daf3 sich Cholesterol schon in sehr friithen Jahren in Form sogenannter Plaques an den
BlutgefaBwénden ablagert. Diese massiven Ablagerungen koénnen schliel3lich dazu
fihren, dall die Patienten bereits im zweiten Lebensjahrzehnt einen Herzinfarkt
erleiden. Die Transfektion einer ausreichend hohen Zahl von Leberzellen mit dem
Gen fur den LDL — Rezeptor wirde die Krankheitsprognose deutlich verbessern.

Die Behandlung von Krebs mit Hilfe der Gentherapie macht bis heute etwa drei Viertel
aller Therapieversuche aus. Dabei steht nicht die Reparatur der defekten Zellen im Vor-
dergrund, sondern das Abtdten der entarteten Zellen, wobei die intakten Zellen so wenig

wie moglich in Mitleidenschaft gezogen werden sollen. Um dieses Ziel zu erreichen, wer-

den v.a. drei Wege verfolgt [7]:

Entwicklung einer Tumorvakzine, also eines Impfstoffes gegen Krebs; diese Strate-
gie wird v.a. bei Patienten mit Nierenkrebs oder Melanomen genauer untersucht. Da-
bei wird z.B. eine bestimmte Art der weil3en Blutkdrperchen, die sogenannten tumor-
infiltrierenden Lymphozyten, mit dem Gen fir bestimmte Zytokine wie Interleukin 2
ausgestattet. Verabreicht man dem Patienten solche gentechnisch veranderten
Lymphozyten, so sorgen die gebildeten Zytokine dafiir, da das Immunsystem sen-
sibler fur die Krebszellen wird [8].

Ausldsen der Selbstzerstérung (= Apoptose) von Krebszellen. Dabei wird ein Gen
verpflanzt, das fir ein Enzym (z.B. Thymidinkinase) codiert. Dieses Enzym kann
einen parallel verabreichten Wirkstoff (z.B. Ganciclovir) aktivieren, welcher dann
die unerwiinschten Zellen abtotet. Die Aktivierung des Wirkstoffs erfolgt durch das
Enzym. Da dieses jedoch nur in sich teilenden Zellen synthetisiert wird, ist diese Art
der Therapie selektiv und eignet sich v.a. fur bislang nicht behandelbaren Gliome,
also Tumore im Gehirn; dort teilen sich zwar die Tumorzellen, nicht jedoch die Ner-
venzellen [9] [10].

Bei der Entstehung von Krebs liegt oft ein Ungleichgewicht von schadigenden Onko-
genen und schitzenden Tumor-Suppressor-Genen vor. So unterdriickt z.B. das
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BRCA1-Gen das Zellwachstum bei Brust- und Ovarialkarzinomen, weshalb Frauen
mit einem Defekt in diesem Gen anfalliger sind fur die genannten Krebsarten. In
diesen Féllen versucht man, in Tumorzellen ein Tumorsuppressorgen — z.B. das p53-
Gen — einzuftuihren, dessen Produkt die Teilungsaktivitat der Zellen hemmt [11]. Ein
anderer Ansatz verfolgt die Unterdriickung des sogenannten ras-Gens, dessen
Genprodukt am Zellwachstum beteiligt ist; aktivierte ras-Onkogene wurden bei ver-
schiedenen menschlichen Krebsarten gefunden [12].

3. Neurologische Erkrankungen

Bei der Behandlung von neurologischen Erkrankungen wie Morbus Parkinson und Morbus
Alzheimer besteht das grundlegende Problem der Therapie in der Uberwindung der Blut-
Hirn-Schranke. Bei Morbus Parkinson kdnnte man ein Gen einfiihren, das fur die Tyrosin-
Hydroxylase codiert und damit im Gehirn Dopamin synthetisiert [13]. Bei Morbus Alzheimer
waére die Verabreichung von Genen fir Wachstumsfaktoren denkbar, um die Abbaurate der
Nervenzellen zu verlangsamen [14].

Einige Punkte, die flr den Erfolg einer Gentherapie von entscheidender Bedeutung sind:
- Identifikation einer Krankheit und des zugrundeliegenden genetischen Defekts
- Konstruktion eines geeigneten Plasmids bzw. viralen Vektors
- Entwicklung eines Transportsystems und dessen Optimierung
- Ermittlung der notwendigen Transfektionseffizienz
- Sicherstellung einer Zell-, Gewebe- oder Organspezifitat des Transportsystems
- Dauer der Genexpression
- Expression in sich teilenden bzw. sich nicht teilenden Zellen
- Entzindungsreaktion und/oder Immunantwort aufgrund der Therapie

- Kurzzeit- und Langzeittoxizitat des verwendeten Systems

Von all diesen Schritten ist man bei der Identifikation der genetischen Defekte und bei der
Konstruktion geeigneter Plasmide schon am weitesten. Auf verschiedene Transportsysteme
wird im néchsten Kapitel nédher eingegangen. Wie hoch die nétige Transfektionseffizienz sein
mul3, hangt v.a. von der Krankheit ab, die man gentherapeutisch behandeln mdchte. Bei Cysti-
scher Fibrose z.B. haben Untersuchungen ergeben, daB es ausreichen konnte, etwa 5 — 10 %
der Lungenepithelzellen erfolgreich zu transfizieren, um die Symptome deutlich zu lindern
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[5], wobei dieses Ziel zur Zeit noch in weiter Ferne ist [15]. Bei der Behandlung von Krebs
kann jedoch eine einzelne, nicht reparierte Zelle ausreichen, um das Krebswachstum erneut
auszuldsen.

Eine gewisse Spezifitat des Transporters lai3t sich bei den nicht-viralen Trégern durch den
Einbau bestimmter Liganden in die Membran von Liposomen erreichen. So erhoht sich die
Spezifitat fur Leberzellen durch den Einbau von Galaktose in die Liposomenmembran [16].

Die Dauer der Genexpression &3t bei allen bislang durchgefiihrten Versuchen zu wiinschen
ubrig, d.h. es ist bis auf Ausnahmefalle wie [17] kaum gelungen, eine Expression der ge-
wiinschten DNS (ber mehr als eine Woche hinweg zu erreichen. Die Gentherapie — selbst
wenn sie prinzipiell funktioniert — mulR daher mehrfach wiederholt werden [18]. Wie die Ex-
pression in sich teilenden bzw. nicht teilenden Zellen und die Dauer der Genexpression durch
die Wahl geeigneter Transportsysteme beeinfluf3t werden kann, wird im folgenden erklart.

4.1.2 Transportsysteme fur die Gentherapie

Schon bald nach den ersten gentherapeutischen Versuchen Ende der 80er Jahre war bekannt,
dal einer der wichtigsten Schritte dabei das Einbringen des entsprechenden Gens in die
Zielzellen der Patienten ist [19]. Die direkte Aufnahme von DNS in die Zelle ist kaum
maoglich, weil sowohl die DNS, als auch die duRere Zellmembran negativ geladen sind, was
zu einer AbstoBung der DNS fuhrt [20]; die Anwesenheit eines DNS-Transporterproteins in
der Plasmamembran reicht fir die praktische Anwendung in der Gentherapie nicht aus. Fur
die Aufnahme von Plasmid-DNS oder Oligonukleotiden in die Zellen wurden daher mehrere
Methoden entwickelt; sie lassen sich in physikalische und chemische Verfahren einteilen,
zum Einsatz kommen dabei virale und nichtvirale VVektoren:

4.1.2.1 Physikalische Methoden

Zu den physikalischen Methoden z&hlt neben der ballistischen Injektion das direkte Injizieren
von DNS in vivo, die Elektroporation in vitro und schlieBlich die Mikroinjektion. Alle Ver-
fahren mit Ausnahme der Mikroinjektion fiihren dabei zu einem transienten Einbau der DNS
in das Genom:

- Ballistische Injektion: Bei einer Transfektion mit Hilfe der sogenannten ,,gene gun“
[= Partikelkanone] werden 1 — 3 um grofRe, mit DNS beschichtete Gold- oder Wolfram-
Kigelchen unter hohem Druck auf die Zelle geschossen, wodurch die DNS in die Zelle
gelangt. Diese Methode wurde ursprunglich fir den Gentransfer in Pflanzen entwickelt
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[21]. Sie wird heute vorwiegend bei in vitro Verfahren angewendet, vereinzelt aber auch
flir in vivo Versuche herangezogen.

- Direkte Injektion: Bei der direkten Injektion wird die DNS mit einer Injektionsnadel di-

rekt in das zu behandelnde Gewebe eingebracht [22]. Diese Methode wird flr geneti-
sche Vakzinierungen erprobt und flhrt bei der Injektion nackter DNS direkt in verschie-
dene Organe, v.a. Muskel und Haut, zur Produktion des gewiinschten Proteins. Dabei
stellte sich im Rahmen von Vakzinierungsstudien heraus, dal unterschiedliche Applika-
tionsarten zu verschiedenen Immunantworten fiihrten: so fuhrte die i.m. Injektion eines
Impfstoffs v.a. zu einer Produktion von TH; — Helferzellen, wahrend derselbe Impfstoff
— mittels Gene-Gun verabreicht — eine ausgewogene TH1/TH, — Antwort hervorruft [23]
[24]. Wie die DNS bei der Injektion nackter DNS trotz der oben erwdhnten Abstol3ung
in die Zellen gelangt, ist noch nicht geklart. Mdgliche Ursachen kénnten eine gering-
flgige Verletzung des Gewebes oder der erhohte Druck an der Injektionsstelle sein.
Integration und Expression sind bei dieser Methode jedoch zuféllig und nicht steuerbar.

- Elektroporation: Bei dieser in vitro Methode werden die Zellmembranen in einem Me-

dium, das die zu Ubertragende DNS enthélt, Uber kurze StromstoRe destabilisiert, was
das Eindringen der DNS in die Zellen ermdglicht, die letztgenannten aber stark schédi-
gen kann [25].

- Mikroinjektion: Auch hier handelt es sich um ein in vitro Verfahren. Bei der Mikroin-

jektion wird DNS mit Hilfe einer Mikropipette direkt in einzelne Zellen injiziert, was
zwar flr eine gute Transfektionsrate sorgt, aber duf3erst aufwendig ist [26].

4.1.2.2 Chemische Methoden

Dazu zéhlen die Diethylaminoethyl [DEAE]-Dextran- und die Calciumphosphat-Methode, die
beide nur fur eine in vitro Anwendung in Frage kommen. Die Idee dabei ist, die negativ
geladene DNS durch Zusatz von gegensétzlich geladenen Chemikalien zu neutralisieren und
dadurch zu kondensieren, so dal sie von der Zelle leichter aufgenommen werden kann.

DEAE-Dextran, ein Kohlenhydratpolymer mit angekoppelten positiv geladenen Diethyl-
aminoethyl-Gruppen, ist eine solche Chemikalie; statt DEAE-Dextran 1aRt sich auch Calcium-
phosphat verwenden [27]. In beiden Fallen bildet sich ein feiner Niederschlag, der den in
einem Nahrmedium wachsenden Zellen zugegeben wird und dann mittels Phagozytose in das
Zellinnere gelangt [28].
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4.1.2.3 Virale Methoden

Zur Zeit die groRte Bedeutung in der Gentherapie haben virale Transfektionssysteme [29].
Dem Einsatz solcher Transporter liegt der Gedanke zugrunde, dal? Viren von Natur aus die
Eigenschaft haben, in Zellen einzudringen und dort genetisches Material freizusetzen bzw. zu
aktivieren. Da Viren aber auch gefahrliche Krankheitserreger sind, hat der menschliche
Korper Abwehrmechanismen entwickelt, die auch gegen die als Gentréger genutzten Viren
gerichtet sind. AulRerdem erreichen nicht alle Viren ihre Zielzellen. Teilweise sind daher sehr
hohe Dosen von mit DNS beladenen Viren notwendig. Dem 18-j&dhrigen Amerikaner Jesse
Gelsinger, der wegen einer Lebererkrankung mit Adenoviren (s.u.) behandelt wurde, wurden
im Herbst 1999 einige Milliarden Viruspartikel gespritzt. Diese Viren wurden aufgrund ihrer
hohen Transfektionsfahigkeit verwendet. Der Patient starb jedoch bereits wenige Stunden
nach der Injektion der Viruspartikel in die Blutbahn. Bei der Untersuchung des Falls stellte
sich heraus, daR dies eine Folge der Therapie war: da die verabreichte Menge an Virusparti-
keln fir den Patienten einer massiven Virusinfektion gleichkam [30], reagierte das Immunsys-
tem mit einer massiven Produktion von Antikorpern. Dies ist ein generelles Problem der Gen-
therapie mit viralen Tragersystemen: die vom Immunsystem nach dem ersten Verabreichen
der Viren gebildeten Antikorper wirden bei einer wiederholten Gabe der Viren diese noch vor
der Lieferung der Gene in die entsprechenden Zellen unschéadlich machen. Eine wiederholte
Virengabe ist jedoch notwendig, da die Transfektion meist nur transient ist.

Bei gentherapeutischen Versuchen wird oft mit abgeschwéchten, d.h. nicht mehr vermeh-
rungsfahigen, Viren gearbeitet. Diese tragen jedoch trotz verénderten Innenlebens dieselben
Proteine auf ihrer Oberflache. Diese Oberflachenproteine sind absolut notwendig, damit die
Viren die therapeutischen Gene in die zu behandelnden Zellen transportieren kénnen. Genau
diese Oberflachenproteine werden aber auch durch das Immunsystem erkannt und veranlassen
dieses zur Produktion von Antikdrpern. Bereits kleine Verédnderungen der Oberflachenpro-
teine, die vorgenommen wurden, um die Immunogenitét der Viren herabzusetzen, vermindern
die Transfektionseffizienz oft massiv [31]. DaR Viren bei Experimenten mit Mausen und
Ratten, an denen sie vor dem Einsatz am Menschen erprobt werden, kaum zu einer Immun-
antwort flhrten, liegt v.a. daran, daR die eingesetzten Viren humanpathogen sind, bei Nagern
jedoch keine Reaktion hervorrufen.

Die Immunabwehr auf virale Trager kann auch je nach Art der Applikation unterschiedlich
stark ausfallen. So werden an der Uniklinik in Freiburg Studien fiir die gentherapeutische
Behandlung von Eierstockkrebs mit Adenoviren durchgefiihrt. Diese werden dort jedoch nicht
wie im Falle Gelsinger direkt in die Blutbahn verabreicht, sondern in den Bauchraum
gespritzt. Dabei kam es bis jetzt noch nicht zu geféhrlichen Immunreaktionen [3].
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In der Gentherapie kommen viele Arten von Viren zum Einsatz, die alle besonders fiir die in

vitro Therapie geeignet sind [32]. Hierzu zéhlen:

Adenoviren sind eine sehr grolRe Gruppe von Viren, die sich fur eine in vivo Gen-

AA-Viren

HS-Viren

Lentiviren

Parvoviren

Retroviren

therapie, z.B. der Lunge, gut eignen, da sie bei Menschen verschiedene
Atemwegserkrankungen wie z.B. grippale Infekte hervorrufen [33] [34];
solche Viren kdnnen daher als Aerosol appliziert werden. Weitere Vor-
teile sind eine hohe Ubertragungseffizienz, der Transport groRer Ab-
schnitte an Fremd-DNS und die Infektion von ruhenden und proliferie-
renden Zellen. Die von ihnen transportierte DNS integriert nicht in die
Chromosomen der Wirtszelle, so daB es nur zu einer transienten Wirkung
kommt, wodurch eine mutagene Wirkung ausgeschlossen werden kann.

[adeno-assoziierte] sind weit verbreitet und haben den Vorteil, dal} sie
einen Mechanismus besitzen, der zum Einbau der DNS in das humane
Chromosom 19 fuhrt, wodurch eine stabile Expression mdglich ist. Auch
solche Viren konnen ruhende Zellen infizieren, aufgrund der geringen
GroRe ihres Genoms jedoch nur Fremd-DNS bis ca. 4,5 kbp transpor-
tieren [35].

[Herpes simplex] sind aufgrund ihres Riickzugs in das Nervensystem v.a.
fir ZNS - Krankheiten das System der Wahl. Das Hauptproblem beim
Einsatz von Herpesviren ist ihre Immunogenitat, da 90 % der Bevolke-
rung Tréager von Herpes simplex — Viren sind und damit moglicherweise
schon Antikdrper gebildet haben [36].

sind in der Lage, auch nicht bzw. sich nur langsam teilende Zellen zu
transfizieren [37].

sind mit nur etwa 25 nm Durchmesser die kleinsten Viren, die unter an-
derem am Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg zur Krebs-
therapie eingesetzt werden [38].

sind — im Unterschied zu allen bislang genannten Viren — RNA-Viren,
d.h. ihr Erbgut liegt in der Form von RNA vor; ihr bekanntester Vertreter
ist HIV. Aus diesem Grund wird nach dem Befall einer Zelle mit einem
Retrovirus die RNA mit Hilfe eines speziellen Enzyms, der Reversen
Transkriptase, in virale DNS umgeschrieben und dann in dieser Form
mittels des Enzyms Integrase dauerhaft in das Genom der Wirtszelle ein-
gebaut [39]. Vorteile der Retroviren sind die hohe Ubertragungseffizienz
sowie die Moglichkeit, grol’e Abschnitte an Fremd-DNS zu Ubertragen;
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auflerdem ist durch die feste Integration in das Wirtsgenom eine dauer-
hafte Expression der Ubertragenen Gene gewahrleistet. Dem steht als
Nachteil gegeniiber, dal} die Fremd-DNS an beliebigen Orten im Genom
der Wirtszelle integriert wird, was zu Funktionsstorungen der DNS fih-
ren kann. AuBerdem kdnnen Retroviren normalerweise nur Zellen infi-
zieren, die sich gerade teilen, so daB beispielsweise Neuronen als Ziel-
zellen damit nicht in Frage kommen. Wie HIV es schafft, auch Zellen zu
infizieren, die sich nicht teilen, wird noch untersucht.

4.1.2.4 Nicht virale Methoden

Vor allem aufgrund der potentiellen Immunogenitat von Viren und der sehr hohen Anforde-
rungen der Zulassungsbehorden beziiglich der Zulassung von klinischen Studien zur Genthe-
rapie, die sich aufgrund des oben erwéhnten Falls Gelsinger noch verschérft haben, ist man in
den letzten Jahren dazu tibergegangen, intensiv nach den nichtviralen Tragern zu forschen.
Kombiniert man die DNS mit kationischen Polymeren wie Polyethylenimin [40] oder Polyly-
sin [41], bilden diese Polymere mit DNS Komplexe. Diese werden als Polyplexe bezeichnet
und haben sich in vitro und in klinischen Versuchen als vielversprechend erwiesen [42].

Die wichtigsten Vertreter der groen Gruppe der nicht viralen Systeme sind die kationischen
Liposomen. Kombiniert man kationische Liposomen mit DNS, so nennt man die daraus ent-
standenen Komplexe Lipoplexe [43]. Liposomen bestehen — wie Zellmembranen auch — aus
einer diinnen, etwa 4 nm umfassenden Doppelmembran von Phospholipiden; diese Doppel-
membran umschlie3t einen wéssrigen Innenraum.

Die fir die Gentherapie eingesetzten Lipidvesikel bestehen in der Regel aus einer Mischung
von neutralen und kationischen Lipiden. Als neutrale Lipide kommen vorwiegend DOPE
(1,2-Dioleoyl-3-phosphatidylethanolamin), DOPC (1,2-Dioleoyl-3-phosphatidylcholin) oder
Cholesterol zum Einsatz. Diese neutralen Lipide sind nicht nur Strukturbildner fur die
kationischen Liposomen, ihnen wird auch eine aktive Rolle bei der Aufnahme von Komple-
xen aus kationischen Liposomen und DNS in die Zelle zugeschrieben: sie sorgen fir eine Fu-
sion zwischen den Lipiden im DNS-Liposomen-Komplex und der Endosomenmembran, der
dann eine Freisetzung der DNS ins Zellinnere folgt [44]. Ist die Anzahl der neutralen Helfer-
lipide noch Uberschaubar, so ist die Vielfalt der eingesetzten Stoffe ist bei den kationischen
Lipiden nahezu grenzenlos: Eine Mdglichkeit, diese Lipide einzuteilen, besteht in der Anzahl
der Ladungen, die sie pro Molekil tragen. Zu den einfach positiv geladenen Molekilen zahlen
z.B. das seit Ende der 80er Jahre untersuchte DOTAP (N-(1-(2,3-Dioleoyloxy-propyl)-
N,N,N-trimethylammoniumpropan) [45], sowie das von Felgner eingefuhrte DOTMA (N-(1-
(2,3-dioleoyloxy)propyl)-N,N,N-trimethylammoniumchlorid), das als 1:1 Kombination mit
DOPE als Transfektionsreagenz unter dem Namen Lipofectin® erhaltlich ist [46]. Ein weiteres
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einfach positiv geladenes kationisches Lipid ist DDAB (Dimethyldioctadecylammonium-
bromid) [47]. Bei den kationischen Lipiden, die pro Molekil mehrere positive Ladungen
tragen, sind als Vertreter der zahlreichen mit Spermin kombinierten Lipiden DOGS (Diocta-
decylamidoglycylspermin) [48] und DOSPA (2,3-Dioleoyloxy-N-[2(spermincarboxamido)-
ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminiumtrifluoracetat zu nennen [49]. DOSPA wird als 3:1 -
Gemisch mit DOPE als Lipofectamin® angeboten.

Neben Lipiden mit ein (z.B. CTAB [50]) bzw. zwei Alkylketten (z.B. DOTAP [45]) werden
haufig auch positiv geladene Cholesterolderivate (z.B. DC-Chol) eingesetzt [51]. Aufgrund
des meist natirlichen Ursprungs der eingesetzten Lipide entfallt das Problem der Immunreak-
tion bei der Verabreichung von mit DNS beladenen Lipoplexen.

Uber die Struktur der Komplexe zwischen DNS und kationischen Liposomen gibt es sehr
unterschiedliche Aussagen: So wurde von Gershon 1993 vorgeschlagen, da die DNS im
Inneren groler unilamellarer Liposomen eingeschlossen wird [52]. 1994 prasentierte Stern-
berg aggregierte Liposomen mit anhdngenden Faden von DNS, die sie als ,,Spaghetti/Fleisch-
ballchen — Struktur* beschrieben hat [53]. Koltover vertrat 1998 die Ansicht, dal die DNS in
den wassrigen Zwischenrdumen der invers hexagonalen Lipidphase eingeschlossen ist [54].
Weitere Beobachtungen stammen von Battersby aus dem Jahre 1998, der in die Diskussion
brachte, dal? Lipiddoppelschichten mit zwischengelagerten Monoschichten von DNS-Helices
abwechseln [55]. Hlbner entwickelte dieses Modell 1999 weiter und zeigte zum ersten Mal
die Existenz von intakten Lipidvesikeln, an deren AuRenseite DNS angelagert war [56].

Da die bei diesen Untersuchungen verwendeten Methoden sehr unterschiedlich waren, lie3en
sich damit komplett verschiedene Strukturen detektieren. Eine weitere mogliche Erklarung fur
die sehr vielfaltigen Erscheinungsformen ist die unterschiedliche Probenpraparation, wie z.B.
die Konzentration der verwendeten Reagenzien oder die unterschiedliche Reihenfolge der
Mischung von DNS und kationischen Liposomen [57]. Meist wird die DNS bei solchen
Komplexen von den Liposomen eingeschlossen, um sie vor dem Angriff von DNasen im Blut
zu schitzen [58]. Wenn Lipoplexe auf ihrer AulRenseite positiv geladen sind, erhéht sich ihre
Fahigkeit, mit der negativ geladenen Zellmembran zu wechselwirken [59]. Der genaue
Mechanismus der Aufnahme von mit DNS beladenen Liposomen in Zellen ist nicht bekannt,
zur Diskussion stehen u.a. eine Fusion der Liposomen mit der Zellmembran sowie die
Madglichkeit der Endozytose [60] [61]. Durch ein Verschmelzen zwischen Lipoplex und Zell-
membran kann die im Inneren des Liposoms befindliche DNS freigesetzt und in Richtung
Zellkern bewegt werden.

Kationische Liposomen werden, wie virale Systeme auch, entweder mittels Spritze oder in
Form eines Aerosols (z.B. zur Behandlung der Mukoviszidose) verabreicht.
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Mit Lipoplexen lassen sich viel grofiere DNS-Stlicke transportieren als mit Viren. In Tierex-
perimenten l&it sich — unter geeigneten Bedingungen — zwar eine vergleichbar starke Gen-Ex-
pression erreichen wie mit Viren; die Ubertragung ist jedoch weitaus geringer. Wahrend Vi-
ren ihre DNS z.T. mit fast 100 % Effizienz transfizieren, ben6tigt man fur dieselbe Zahl an
transfizierten Zellen etwa 10.000 Mal mehr DNS in Lipoplexen [62]. Der Einbau von Chole-
sterol in die Membran von Lipoplexen sowie die Verwendung von CMV-Promotern in DNS -
Konstrukten kdnnen das Ausmall der Expression auf das Niveau von Adenoviren erhéhen
[63]. Um die Spezifitat der Lipoplexe fur bestimmte Zelltypen zu erhohen, baut man
bestimmte Proteine aus der Virushille in die Lipoplexmembran ein. Weitere Proteine, die sich
fir den Einbau in die Membran eignen, sind sogenannte Membranfusionsproteine; diese
erleichtern die Fusion der Lipoplexe mit der Zellmembran und die damit verbundene Freigabe
der DNS in das Zellinnere. Eine weitere Moglichkeit ist die Verknipfung von therapeutischen
Genen mit speziellen viralen Proteinen, die dabei helfen, die Gene zum Zellkern zu dirigieren,
damit dort die Information abgelesen und in Proteine Ubersetzt werden kann [64].
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4.1.3 Gentherapie der Haut

4.1.3.1 Anatomie und Physiologie der Haut

Eine gute Ubersicht (iber Anatomie und Physiologie der Haut findet sich bei Neubert [65]:
Die Haut ist mit 1,5 — 2 m? und 7 — 10 % des Gesamtkdrpergewichts das gréRte Organ bei
Erwachsenen. Sie ist eine der besten biologischen Barrieren, die in der Natur zu finden sind
und schitzt den Menschen gegen Chemikalien, Hitze, Ké&lte und Pathogene jeder Art (Bakte-
rien, Pilze, Viren). AuBerdem tragt die Haut entscheidend zur Aufrechterhaltung unseres
Wasserhaushaltes bei, indem sie durch ihre Barrierefunktion die Austrocknung des Korpers
verhindert. Gleichzeitig bietet sie dem Korper durch das Schwitzen die Maoglichkeit, Uber-
schussige Warme abzuftihren. Eine weitere Moglichkeit der Wasserabgabe Uber die Haut ist
der sogenannte transepidermale Wasserverlust (TEWL), also nicht Gber die SchweiRdrusen.
Der TEWL héngt u.a. von der Korperstelle und den Umgebungsbedingungen ab und liegt an
den meisten Korperstellen in der Groenordnung von etwa 5 g/(m? Ch) [66]. Ferner bt die
Haut durch die in ihr befindlichen Langerhans — Zellen wichtige Funktionen in der Immunab-
wehr aus.

Die Haut besteht — von aufRen nach innen — aus der Epidermis, der Dermis [Lederhaut] und
der Subcutis [Unterhaut]. Die Epidermis selbst &Rt sich unterteilen in — ebenfalls von aul’en
nach innen — das 10 — 20 Zellschichten umfassende Stratum corneum [Hornschicht], das 2 — 3
zelllagige Stratum granulosum [Ko6rnerschicht], das sich daran anschliefende Stratum
spinosum [Stachelzellschicht] mit 2 — 5 Schichten und schlie3lich das Stratum basale [Basal-
zellschicht], das die Grenze zwischen Epidermis und Dermis darstellt. Im Stratum basale, der
tiefsten Epidermis-Schicht, finden Zellteilungen statt, wobei sich die aus dem Stratum basale
abgegebenen Tochterzellen in Richtung Stratum corneum bewegen. Diese Wanderung sorgt
dafir, dal? sich die gesamte Epidermis alle 28 — 30 Tage erneuert, das Stratum corneum selbst
etwa alle 14 Tage [67]. Dieser Zyklus ist bei bestimmten Hautkrankheiten wie der Psoriasis
(Schuppenflechte) stark verkirzt, so dal} sich die Haut nur unvollstdndig entwickelt, was
insgesamt zu einer Storung der Barrierefunktion fuhrt. Daher verliert die Haut von Psoriasis —
Patienten weit mehr Wasser als bei Gesunden, wodurch sie sehr trocken ist und sich aufgrund
des stark verkirzten Erneuerungszyklus standig schuppt.

Die Dicke des Stratum corneum betrégt zwar weniger als 10 % der Gesamtdicke der Epi-
dermis, aber es tragt zu mehr als 80 % der gesamten Permeabilitatsbarriere bei. Das Stratum
corneum besteht aus flachen Stapeln sich Uberlappender, abgestorbener Korneozyten, die
sdulenartig angeordnet sind. Das Stratum corneum besteht aus ca. 10 — 20 Zellschichten voll
keratinisierter Korneozyten, die Gberwiegend aus Keratinfilamenten aufgebaut sind, umgeben
von einer dicht vernetzten, duRerst stabilen Hille, dem ,,cornified envelope®. Es besteht im
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Wesentlichen aus zwei Kompartimenten, den Korneozyten (verhornte Keratinozyten), und
interkorneozytaren, lamellaren Lipidschichten [65]. Auf diese Art und Weise ist das Stratum
corneum eine sehr effektive Barriere, so daB in der Literatur oft von der ,,Ziegelstein- und
Mortel-Struktur” (engl. “brick and mortar model”) der Haut gesprochen wird [68].

Um die Hautbarriere zu berwinden und damit nackte DNS verabreichen zu kénnen, kénnte
das Verfahren des sog. ,,Tape Strippings* angewendet werden, bei dem durch das Aufkleben
von Tesafilm auf die Haut und anschlieBendes Wieder-AbreiRen des Tesafilms die einzelnen
Hautschichten abgetragen werden kénnen [69]. Dieses Verfahren ist fur die menschliche Haut
jedoch kaum geeignet, da es sehr viele Zyklen erfordert. AuRerdem fiihrt die durch das standi-
ge AbreilRen hervorgerufene Entziindung leicht zu einer Verfalschung der Melergebnisse.
Eine andere Mdglichkeit ist die Okklusion, also ein luftdichtes AbschlieRen der Haut. H&lt die
Okklusion Uber einen Zeitraum von mehr als 24 Stunden an, sinkt die Barriereeigenschaft des
Stratum corneums stark [70]. Der Einsatz von Ldsungsmitteln wie Chloroform oder Aceton
bzw. von Detergentien macht die Haut ebenfalls durchlassiger; weitere Verfahren zur Uber-
windung der Hautbarriere sind die lontophorese und die Elektroporation, bei der elektrische
Spannungen angelegt werden, die zu einer Bildung von Poren durch die Haut fuhren.
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Abbildung 3: Querschnitt der Epidermis mit Verteilung des Wassergradienten (nach [71])

Die durchschnittliche Anzahl der Lipidlamellen und deren Ordnungsgrad nimmt in Richtung
Hautoberflache zu, was mit dem kontinuierlichen, nicht linearen Abfall des Wassergehaltes in
derselben Richtung korreliert. Trotzdem ist die hauptsachliche Hautbarriere in der inneren
Hélfte der Hornschicht zu finden, im sogenannten Stratum corneum conjunctum, wo die zwi-
schenzellul&ren Lipidversiegelungen bereits geformt, aber noch nicht — wie im duf3eren Teil,
dem Stratum corneum disjunctum — durch die Abschilferung der toten Hautzellen beeintrach-
tigt sind.
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4.1.3.2 Gentherapie der Haut

Die Haut als Organ fir die Gentherapie zu verwenden, ist ein relativ neuer Ansatz mit groRem
Potential. DaB die Haut ein besonders geeignetes Organ fur die Gentherapie ist, hat verschie-
dene Grunde [18] [72]:

Die Haut ist leicht zugéanglich und die behandelte Flache leicht zu beobachten, was gerade fir
eine topische Behandlung von Hautkrebsarten wie dem Basalzellkarzinom von entscheidender
Bedeutung ist [73]. Von den gentherapeutisch behandelten Stellen lassen sich leicht Biopsien
machen, um den Therapieerfolg zu Uberprifen. Systemisch betrachtet ist die Haut — neben
dem Darm - das Hauptorgan der Immunabwehr, was v.a. den Langerhans-Zellen zuzuschrei-
ben ist (s.a. 4.1.3.1). AulRerdem weist die Haut als Bioreaktor ausgepréagte Synthesefunktionen
auf [74] und falls die Produktion des Genproduktes nicht (mehr) erwinscht ist, a3t sich die
behandelte Stelle leicht wieder chirurgisch entfernen. Nicht zuletzt weist eine transdermale
Applikation von Wirkstoffen eine verbesserte Akzeptanz durch den Patienten auf, da sie nicht
invasiv und schmerzlos ist.

Einen guten Uberblick tiber die Gentherapie der Haut bietet Hengge [75]:

Prinzipiell erfolgt die Verabreichung der DNS mit denselben physikalischen und chemischen
Verfahren wie bei der Gentherapie anderer Organe, z.B. mittels Elektroporation oder gene
gun bzw. mit Hilfe von Polyplexen oder Lipoplexen; auch die Herausforderungen bzgl. Im-
munogenitat und Zellspezifitat sind im Wesentlichen dieselben. Ein auf die Haarfollikel ge-
richteter Transport der DNS ware z.B. mit Hilfe von adeno-assoziierten Viren maoglich [76].

Gelingt es, DNS (ber die Haut bis in Stammzellen der Haut zu transportieren, die jedoch nur
einen Bruchteil der Basalzellschicht darstellt, so erhdlt man dadurch die Mdglichkeit, Erb-
krankheiten wie die Blasensucht [77] [78] und die Fischschuppenkrankheit (Lamellare Ichthy-
o0sis) [79] urséchlich zu heilen. Dann lieRe sich die Haut als permanenter Bioreaktor nutzen,
da alle anderen transfizierten Zellen aufgrund der Erneuerung der Epidermis irgendwann ab-
sterben.

Ein weites Feld tut sich auch im Bereich der Wundheilung auf, z.B. nach grof3flachigen Ver-
brennungen. Hierbei konnte der Transfer und die Expression von DNS, die fur Wachstums-
faktoren wie EGF oder PDGF codiert, dafiir sorgen, daf3 nicht oder nur sehr schlecht heilende
Wunden beschleunigt heilen [80]. Die dabei verwendeten Zellen, auf die sich die Gentherapie
erstreckt, sind vorwiegend Keratinozyten und Fibroblasten.

Folgende Mdglichkeiten der gentherapeutischen Behandlung der Haut sind vorstellbar/ wer-
den schon durchgefihrt:

- Behandlung von Erbrankheiten der Haut wie die bereits erwéhnte Blasensucht und die
Fischschuppenkrankheit. Durch die Zlchtung von transgenen Mause hat man geeignete
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Tiermodelle und kann an diesen den Effekt gentherapeutischer Verfahren zur Heilung
dieser Erbkrankheiten testen.

Behandlung des schwarzen Hautkrebses (= Melanom) mittels chirurgischer Mal3nah-
men, die mit der direkten Injektion von DNS kombiniert werden kdnnen [81].

Immunisierung gegen Allergien (z.B. Heuschnupfen) bzw. Grippe [82] durch die Haut
(Vorteile: keine Integration und keine Replikation, keine VVektor-Nebenwirkungen).

Impfungen durch Verabreichen einer geeigneten DNS-Vakzine auf die Haut [83] [84].
Im Rahmen von Vakzinierungsstudien stellte sich heraus, dafll die Applikation des
Impfstoffes mittels Gene-Gun eine ausgewogene TH1/TH, — Antwort hervorruft [23].

Nutzung der Haut als ,,Bioreaktor”, z.B. fur die Produktion von hGH [85], Faktor 1X
[86] und/ oder diverser Interleukine sowie Erythropoietin [87].
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4.2 Flexible Lipidvesikel

4.2.1 Zusammensetzung

Flexible Lipidvesikel sind spezielle Lipidaggregate. Sie sind biokompatible, hoch defor-
mierbare Wirkstofftrager, die dahingehend optimiert wurden, daB sie extrem flexible Mem-
branen haben.

Hauptbestandteil der flexiblen Vesikel sind (Phospho)Lipide: Gibt man diese in Wasser, ord-
nen sie sich selbstédndig in Form ein- bzw. mehrschaliger Vesikel an, die auch als Liposomen
bezeichnet werden. Diese Liposomen bestehen aus einer ca. 4 nm dicken Doppelmembran,
die einen wassrigen Innenraum umschliet. Phospholipide nehmen diese radumliche Struktur
an, da ihr hydrophiler Kopf nur geringfligig groRer ist als ihre hydrophoben Schwanze.

Gibt man eine ausreichende Menge Tenside in Wasser, so ordnen sich diese ab einer
bestimmten Konzentration — ebenfalls selbststdndig — in Form von Mizellen an. Das liegt
daran, dal3 bei Tensiden der hydrophile Kopf einen deutlich gréfieren Raumbedarf hat als der
hydrophobe Schwanz.

~ Kombination beider
Topf ” Tschwanz Tkopf ™ TSchwanz Bestandteile

Mizelle Vesikel/Liposom flexible Lipidvesikel

Abbildung 4: Mizellen, Liposomen und flexible Lipidvesikel im Vergleich

Flexible Vesikel sind — wie Liposomen auch — Lipidvesikel mit einer Lipid-Doppelschicht,
die einen wassrigen Innenraum umgibt. Sie sind in einer wassrigen Grundlage suspendiert
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und stellen meist ein Gemisch aus einem Phospholipid und einem Tensid dar. Ein Hauptbe-
standteil der flexiblen Lipidvesikel ist meist das Phospholipid SPC (Sojaphosphatidylcholin),
der andere oft ein nichtionisches (z.B. Polysorbat) oder anionisches (z.B. Natriumcholat) Ten-
sid. Phospholipid und Tensid, die beiden Bestandteile der Vesikel, unterscheiden sich durch
ihre Loslichkeit in Wasser und in ihrer Molekulform (s. Abbildung 4).

Die Eigenschaften der flexiblen Lipidvesikel werden auBer von den im folgenden Kapitel
beschriebenen Faktoren v.a. von der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) der
verwendeten Bestandteile beeinfluf3t. (Grund: s. Kapitel 5.4).

Phospholipide
0

Il
Ry—c—0—"oH, - - ..
| R1|2= gesattigterfungesattigter Fettsaurerast

2
A
3 + . .
o CHz—D—T 0—R, Ry= CHy— CH,— N(CH; )4 Phosphatidylcholin
(
F;= CH,— CH,— NH::.r Phasphatidylethanalamin
Ri= CH— f|3H — l|3H2 Phosphatidylglycerol
OH  OH
Ry= CH,—CH — coo Phosphatidylserin
| +
MH,,

Abbildung 5: Strukturformeln einiger Phospholipide

4.2.2 Funktionsweise der flexiblen Lipidvesikel

Der prinzipielle Unterschied zwischen flexiblen Lipidvesikeln und Liposomen ist, daR bei den
flexiblen Lipidvesikeln die Membran kontrolliert destabilisiert ist, wahrend sie bei Liposomen
stabilisiert ist. Die membrandestabilisierende Komponente sorgt durch ihre Molekilgeometrie
dafiir, dal? die Lipid-Doppelschicht der Vesikel viel anpassungsfahiger wird als eine Liposo-
menmembran. Daher kdnnen flexible Vesikel ihre Form leicht dem lokalen Umgebungsstref3
anpassen. Sie konnen aufgrund ihrer Flexibilitdt mikroporése Barrieren sehr effizient
tiberqueren, sogar dann, wenn die zur Verfiigung stehenden Offnungen viel enger sind als die
durchschnittliche GroRRe der flexiblen Lipidvesikel. Einen Aufschluf? ber die Flexibilitat der
Vesikel gibt der sogenannte Penetration Assay (s. 5.10).
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Die flexiblen Lipidvesikel kdnnen ebenso wie Liposomen Wirkstoffe binden und diese an-
schlielend verzogert freisetzen. Aufgrund ihrer Membranflexibilitat konnen sie auBerdem
einen Materialtransport durch Barrieren wie Haut oder Schleimhaut vermitteln [88].

Abbildung 6: Unterschiede zwischen Liposomen und flexiblen Lipidvesikeln

Trégt man eine Formulierung aus flexiblen Vesikeln auf die Haut auf und 146t sie dort partiell
austrocknen, so verdunstet das Wasser von der relativ trockenen Hautoberflache. Dem
Vesikel wird somit Wasser entzogen. Uberschreitet die Konzentration der auf die Haut aufge-
tragenen Vesikelsuspension einen bestimmten Wert, so erfahren die Vesikel eine dramatische
Formverénderung, ohne dabei ihre Integritat zu verlieren. Durch diese Formveranderung ge-
lingt es ihnen, voriibergehend die nur wenige Nanometer breiten Hautkanélchen zu 6ffnen,
durch die normalerweise das Wasser verdunstet [89]. Entlang der von ihnen getffneten Haut-
kanélchen erreichen die flexiblen Vesikel dann Bereiche hohen Wassergehalts in den tieferen
Schichten. Dort reorganisieren sich die Vesikel und nehmen wieder ihre urspriingliche Form
an. Die flexiblen Lipidvesikel sind zu groR, um lokal in die BlutgefalRe zu gelangen. Die Tra-
ger kommen deshalb nicht auf direktem Wege in die Kapillaren der systemischen Blutzirkula-
tion kommen, sondern tber das lymphatische System [88].

Wahrend der Hautpassage werden die Hautkanélchen durch die flexiblen Vesikel nur voriber-
gehend gedffnet, so daB die Barriere des Stratum corneums nicht beeintréchtigt wird. Darin
unterscheidet sich die Wirkstoffverabreichung mittels flexibler Lipidvesikel vom invasiven
Verfahren der iontophoretischen Verabreichung von Stoffen durch die Haut, aber auch von
herkdbmmlichen TTS (Transdermalen Therapeutischen Systemen). Die TTS sorgen teils durch
Okklusionseffekte, teils durch den Zusatz von Penetrationsverstarkern wie Ethanol oder
DMSO dafiir, daBR die Barrierefunktion des Stratum corneums voriibergehend beeintréchtigt
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wird. Der Okklusionseffekt ermdglicht zahlreichen niedermolekularen Substanzen den Durch-
tritt durch die Haut. Bei der lontophorese wird die Barrierefunktion sogar kurzzeitig zerstort.

flexible Vesikel konventionelle Vesikel (Liposomen)

schematische Darstellung der Funktionsweise von flexiblen Vesikeln

Abbildung 7: Funktionsweise der Penetration von flexiblen Vesikeln

Die Penetrationsfahigkeit von flexiblen Vesikeln kann zum nichtinvasiven Transport von
Wirkstoffen durch die Haut genutzt werden. Dabei wurde bislang sowohl fiir niedermoleku-
lare Substanzen wie Analgetika [90], als auch fir hohermolekulare Stoffe wie Peptide oder
gar Proteine [91] [92] [93] gezeigt, daR der Transport dieser Stoffe durch die Haut mittels
flexibler Vesikel moglich ist. Die MolekulgroRe der zu transportierenden Stoffe ist also nicht
entscheidend. Wichtig ist nur, dal’ diese Wirkstoffe entweder von den Tragern eingeschlossen
werden oder mit der AufRenseite der flexiblen Vesikeln wechselwirken miissen, um mit deren
Hilfe transportiert zu werden. Die Anpassungsfahigkeit der flexiblen Vesikel darf dadurch
jedoch nicht allzu stark beeinflult werden. Bei der Assoziation der Wirkstoffe kénnen z.B.
van-der-Waals-Krafte oder elektrostatische Wechselwirkungen mit den flexiblen Vesikeln
eine Rolle spielen. Bei niedermolekularen Substanzen ist — bei geeigneter Molekiilgeometrie
und dem Vorliegen von amphiphilen Stoffen — sogar eine Einlagerung in die Membran mdog-
lich. All die genannten Krafte werden von vielen Parametern, z.B. pH-Wert, lonenstérke oder
Dielektrizitatskonstante beeinfluf3t. Dadurch 4Rt sich die Starke der Bindung, aber auch die
Freisetzung von Wirkstoffen gezielt beeinflussen und an die fir den jeweiligen Einzelfall not-
wendigen Erfordernisse anpassen.
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4.3 DNS

4.3.1 Aufbau

Nukleinsauren sind Makromolekiile, die genetische Informationen speichern und weitergeben.
Bei der Zellteilung durch Replikation wird DNS unveréndert weitergegeben; durch Transkrip-
tion und Translation wird sie mittels RNA in Proteine ,,ibersetzt®. Beim Menschen codieren
nur etwa 3 % der gesamten DNS fur Proteine. Wozu die restliche DNS dient, ist noch nicht
vollstandig bekannt, wahrscheinlich enth&lt aber auch dieser Rest wichtige Informationen,
z.B. Uber die Regulation der Genexpression.

DNS bestenht aus linearen Polymeren von Nukleotiden; diese enthalten eine Stickstoff-Base,
eine Pentose und Phosphorséure im Molekiil. Als Stickstoff-Basen kommen die beiden Purine
Adenin [A] und Guanin [G] sowie die zwei Pyrimidine Cytosin [C] und Thymin [T] vor; bei
RNA ist statt Thymin Uracil [U] enthalten. Die Zuckergruppe ist in RNA die Ribose und in
DNS die stabilere Desoxyribose. Verbunden sind die Nukleotide durch Phosphodiester-
briicken, die die 3° und 5’-Positionen aufeinanderfolgender Zucker-Reste verbinden. Diese
Polynukleotidphosphate sind sauer, so dal Nukleinséuren bei physiologischem pH-Wert als
Polyanionen vorliegen.

Purin - Basen

/ N HN )k/
o AR

Adenin Guanin

Pyrimidin - Basen
0

o MH,,
HN)H/CHS N HN/%
e J A
o M 0 M H

H H
Thymin Cytosin {Uracil)

Basenpaarungen DNS-Doppelstrang

0]
# H
Thyrmin Adenin Dﬂlﬁ” i %KN,H’ _\iﬂ”
0O—CH, | H\:__H &‘
H H H
H H\N/H' iy
[\lj H el 4:6‘"*’”‘%‘\3’
e Ha,
Dj He? ,:J\H ki an:—::j_P=D

p— H
- 'l| w b H
Cytosin Guanin 3

Abbildung 8: DNS (Purin- und Pyrimidin-Basen, Basenpaarungen, DNS-Doppelstrang)
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Die Primdrstruktur der DNS ist die Abfolge der Basen, wobei jeweils drei aufeinander-
folgende Basen fiir eine bestimmte Aminosaure codieren. Bei 4° = 64 Kombinationen gibt es
ausreichend Maglichkeiten, daraus die etwa 20 vorkommenden Aminosauren herzustellen.

Die Sekundarstruktur beschreibt die Struktur des gesamten DNS-Molekiils. Das lineare Poly-
mer liegt normalerweise in Form einer Doppelhelix vor. In diesem DNS-Doppelstrang liegen
sich immer Adenin- und Thymin-Reste — verbunden durch zwei Wasserstoffbriicken —
gegeniiber sowie die durch drei Wasserstoffbriicken verbundenen Guanin- und Cytosin-Reste.
Aufgrund der unterschiedlichen Gehalte der vier Basen A, C, G, T in verschiedenen DNS-
Strangen unterscheiden sich diese in ihren physikalischen Eigenschaften, z.B. Denaturie-

rungstemperatur, betréchtlich.

An der AuRenseite dieser ,,helikalen Treppe* gibt es eine grof3e und eine kleine Furche. Diese
bilden eine Art Treppenwindung. Die Anzahl der Basenpaare pro Treppenwindung ergibt —
multipliziert mit der helikalen Windung pro Basenpaar — die Hohe einer Treppenwindung.
AuBerdem l&Rt sich die Sekundarstruktur noch tber die Neigung einer Base zur Helixachse
charakterisieren sowie die Beschreibung der Form der groRen und kleinen Furche. Fir die
wichtigsten DNS-Formen sind diese Eigenschaften in Tabelle 1 aufgefiihrt:

Eigenschaft A-Form | B-Form | Z-Form
helikaler Drehsinn rechtsgéngig | rechtsgéngig | linksgangig
Durchmesser ~2,6 nm ~2nm ~1,8 nm
Basenpaare pro helikaler Windung 11 10 12
helikale Windung pro Basenpaar 33° 36 ° 30°
helikale Ganghohe, d.h. Anstieg pro Windung 2,8 nm 3,4 nm 4,5 nm
helikaler Anstieg pro Basenpaar 0,26 nm 0,34 nm 0,37 nm
normale Basenneigung zur Helixachse 20 ° 6° 7°
grofl3e Furche eng + tief | Dbreit + tief flach
kleine Furche breit + flach | eng + tief | eng + tief
- [ =
N | %
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Tabelle 1: Strukturelle Eigenschaften idealer A, B und Z-DNS (nach [94])
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In wéssrigen Losungen sowie unter in vivo Bedingungen liegt DNS in Form der B-Helix vor.
Bei hoheren lonenstarken und Feuchtigkeiten um 75 % findet eine reversible Konformations-
anderung der DNS in die sogenannte A-Struktur statt [95]. Diese Anderung ist biochemisch
nicht relevant, konnte aber bei der Komplexierung kationischer Lipide mit der DNS eine
Rolle spielen. Die starken elektrostatischen Wechselwirkungen kdnnten namlich zu einer
Dehydratation und damit zu Konformationsanderungen fiihren. Auch ein Ubergang der B-
Form in eine sogenannte C-Form bei hohen Salzkonzentrationen bzw. in nicht wéssrigen
Losungsmitteln wie Ethylenglykol wurde beobachtet [96].

Im Rahmen dieser Arbeit kdnnten derartige Veranderungen dadurch auftreten, dal es beim
Auftragen von mit DNS beladenen flexiblen Vesikeln bei den in vivo Experimenten zu einem
Eintrocknen der Trager auf der Haut kommt, wodurch der Wassergehalt der Formulierungen
abnimmt.

Die linksgangige Z-Form hat ihren Namen von ihrer Zickzack-Form, die die Zucker-Phos-
phatkette beschreibt. Sie tritt bei hohen Salzkonzentrationen auf, wenn als Wiederholungsein-
heit ein Dinukleotid mit alternierenden Pyrimidin- und Purinresten vorliegt und nicht — wie in
der A- und B-Form - ein einzelnes Nukleotid; ihre rdumliche Anordnung erinnert an die
linksgangige Spitze eines Bohrers [97].

Die Tertidrstruktur unterscheidet zwischen linearen und zyklischen Formen der DNS. Zykli-
sche Formen konnen eine kn&uelartige Form annehmen. Die uUberwiegende Mehrheit der
extrachromosomalen DNS in lebenden Zellen liegt in zirkulérer Form vor, einige Viren haben
jedoch lineare Plasmide.

4.3.2 Physikochemische Eigenschaften

In wassriger Umgebung liegt die DNS in linearer, kreisartiger oder knauelartiger Form vor.
DNS-Molekiile sind in einfacher wéssriger Losung chemisch recht stabil. Plasmide < 15 MDa
sind robust und brechen bei denn in der Gentherapie angewendeten Bedingungen nicht [98].
Systemisch injizierte DNS sowie extrazellulare DNS wird jedoch durch die im Blut vorhande-
nen DNasen schnell gespalten.

Um die thermodynamischen Eigenschaften der DNS zu erkléren, wurden verschiedene Poly-
mer- und Polyelektrolyt-Theorien sowie Computersimulationen vorgeschlagen. Wegen ihrer
kompletten lonisierung bei physiologischen pH-Werten ist die DNS ein halbstarres, stabfor-
miges Polymer, da durch diese Anordnung die Ladungstrennung am besten stabilisiert wird.
Die Persistenzlange der DNS, ein Mal3 furr die Steifheit eines Polymers, betragt bei niedriger
lonenstarke etwa 50 — 70 nm, bei héheren lonenstarken etwa 35 nm [99].
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Wahrend man anfangs noch davon ausging, dall Wasserstoffbriicken zwischen den Basen-
paaren die vorherrschenden Wechselwirkungen sind, die die Struktur der DNS bestimmen, ist
man mittlerweile der Meinung, daf} die hydrophoben Krafte zwischen den Basenpaaren und
die Hydratationskraft noch wichtiger sind. Durch ihren Charakter als Polyelektrolyt enth&lt
jedes Nukleotid mindestens 9 — 10 Wassermolekiile in seiner Hydrathulle. Gegenionen bilden
eine ionische Atmosphére um die negativ geladene DNS herum. Kleine Molekiile wechsel-
wirken mit der DNS entweder elektrostatisch, durch hydrophobe Interaktion, Wasserstoff-
briicken oder sterische Krafte.

Wechselwirkungen zwischen kationischen Detergentien und DNS werden seit den friihen
60er Jahren untersucht. Mischungen aus DNS und gegensatzlich geladenen Mizellen zeigen
Loslichkeitsliicken bei bestimmten Ladungsverhaltnissen. Ublicherweise findet man die groB-
ten Effekte bei ausgeglichener Ladung [99]. Aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkung
von DNS und positiv geladenen Strukturen besteht keine groRe Wechselwirkung zwischen
DNS und nichtionischen bzw. neutralen Liposomen. Unmittelbar nach dem Mischen tritt
daher auch keine Triibung oder Anderung der PartikelgroRe auf. Die Zugabe von Metallionen
oder kationischen Polyelektrolyten flihrt bei anionischen Liposomen zu drastischen Verénde-
rungen. Solche lonen wirken als Bindeglied zwischen der negativen DNS und den negativ
geladenen Liposomen.

Im Rahmen dieser Arbeit spielt das Ladungsverhaltnis von kationischem Lipid in den Trégern
zur DNS eine groRe Rolle. Daher soll an dieser Stelle exemplarisch die Ladung der DNS be-
rechnet werden:

Nach [100] kann die DNS als Kette aquidistanter negativer Ladungen angesehen werden, wo-
bei sich im Fall der vollstdndig ionisierten DNS, also im wassrigen Milieu, 76 % der Gegen-
ionen (z.B. Na") an die DNS anlagern. Nimmt man nun vereinfachend an, daR diese auch bei
der Anwesenheit von kationischen Lipidvesikeln vorhanden sind, bleiben zur Wechsel-
wirkung mit kationischen Lipiden noch 24 % der Ladungen Ubrig. Bei einem durchschnitt-
lichen Molekulargewicht von 660 g/mol fiir ein Basenpaar (= 2 Ladungen) ergibt sich fur die
Ladungsschicht pro mg DNS:

Nons [Na [2 [0,24 = (Mpns/Mpp) [Na [D,48 = (10° g/ [660 g/mol]) [6,023 [11.0°° mol ™ [D,48

Demnach tragt ein Milligramm DNS etwa 4,4 (10" einfach negative Ladungen.
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4.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, Formulierungen zu entwickeln, die in der Lage sind, genetisches
Material transdermal zu verabreichen. Die grundsatzliche Mdoglichkeit von flexiblen Lipidve-
sikeln, Makromolekiile zu binden und mit diesen zusammen die Hautbarriere zu iberwinden,
wirft die Frage auf, ob solche Vesikel auch fir einen Transport von DNS geeignet sind. Wenn
ja, wére eine einfache, nicht-invasive, schmerzfreie sowie kostensparende Alternative zur In-
jektion denkbar, die eine gezielte gentherapeutische Behandlung von Hauterkrankungen oder
eine transdermale DNS — Vakzinierung ermdglicht. Die Anwendung der mit DNS beladenen
flexiblen Lipidvesikel konnte dann durch einfache dermale Applikation erfolgen.

Der Transport von Makromolekilen mittels flexibler Vesikel wurde in der Literatur bereits
detailliert beschrieben. Die Situation bei der Verwendung von DNS als Wirkstoff ist jedoch
um einiges schwieriger, da DNS ein sehr hohes Molekulargewicht aufweist und als Polyelek-
trolyt stark negativ geladen ist. Dabei ist zu beriicksichtigen, dal? die gebundene DNS die
Flexibilitat der Tragermembran beeintrachtigen konnte. Bei den meisten in der Literatur zu
findenden Formulierungen ist die DNS in die Liposomen eingeschlossen, um die DNS nach
systemischer Verabreichung vor dem Angriff der sie abbauenden Enzyme im Blut zu schiit-
zen. Eine Formulierung aus flexiblen Vesikeln und DNS sollte die DNS auf ihrer Aul3enseite
tragen, da zu beflirchten war, dal die Verformbarkeit der Trager stark herabgesetzt wird,
wenn sich die raumbeanspruchende DNS im wéssrigen Innenraum der Vesikel aufhalt.

Folgende Punkte wurden im Rahmen dieser Arbeit bearbeitet:

- Entwicklung, Herstellung und Charakterisierung verschiedener kationischer flexibler
Vesikel

- Entwicklung einer Methode zur Zerkleinerung genomischer DNS zur Gewinnung
von DNS im Milligrammbereich

- Untersuchung der physikochemischen Eigenschaften von verschiedenen mit DNS
beladenen flexiblen Vesikel (CMC-Bestimmung, Mischkinetik, GroRe, Deformier-
barkeit der mit DNS beladenen Tréger)

- Entwicklung analytischer Methoden zur Quantifizierung aller Bestandteile der mit
DNS beladenen flexiblen Vesikel (SPC, CTAB, Polysorbat, DC-Chol, DNS)

- In vitro Zellkultur-Experimente mit einer DNS-Vesikel — Formulierung, um die
Transfektionsfahigkeit der DNS-Vesikel zu testen

- In vivo Experimente an Mausen sowie anschlieBende CLSM — Untersuchung der
Schnitte, um AufschluR darliber zu erhalten, wo Vesikel und DNS in der Haut loka-
lisiert sind
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Gerate
Gerat Hersteller
Analysenwaage AG RC-210D-ODI Sartorius
Becherglaser 10 ml, 50 ml, 100 ml, 500 ml Schott
Biopsiestanzen [ 3 mm Stiefel

Computerprogramme Word, Excel/ Origin

Microsoft/ Microcal

CLSM — Mikroskop LSM 510

Zeiss

Deckglaschen fiir Mikroskopie

Brand

Einmalspritzen 2 ml

Braun Melsungen

Elektrorasierer ,,Lady Braun Style Universal* Braun
Eppendorf — Gefélze (0,5 ml und 1,5 ml) Eppendorf
Filterkerze 20 ml (SM 16223) Sartorius
Filterkerze 200 ml (SM 16249) Sartorius

Fluorimeter Model LS-3B

Perkin-Elmer Limited

Fluoreszenzmikroskop Axioskop
mit Quecksilberdampflampe HBO 50

Carl Zeiss GmbH

Gelelektrophoresekammer Biorad
Glasschale (Durchmesser ca. 20 cm) Schott
Glasperlen Roth

Hamiltonspritze (Modell Microliter # 725)

Hamilton, Bonaduz (CH)

Handextruder

Avestin

Heizbad WB 2200

Heidolph

Laminar Air Flow Bank

Tecnoflow

Kanulen (1,2x40 mm, 0,9x40 mm, 0,4x19 mm)

Braun Melsungen

Magnetriihrer (Modell Rhbasic)

IKA Labortechnik

Rihrer (fiir pH-Meter) Typ pH Mix 540 WTW
MeRkolben (20 ml, 100 ml, 1000 ml) Schott
Objekttréger Menzel

pH-Elektrode InLab 422

Mettler Toledo
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Gerat Hersteller
pH-Meter (pH 540 GLP) WTW
Photonenkorrelationsspektrometer ALV-5000 ALV

(Modell 1137 P)

(Laservertriebsgesellschaft Langen)

Phototrode DP 550

Mettler Toledo

Titrator DL 67

Mettler Toledo

Transferpettor + Spitzen Brand
Pipetten (10 pl, 50 ul, 200 pl, 1000 pl) Eppendorf
Polycarbonatmembranfilter Infiltec
Prézisionskivetten (Quarzglas) Hellma
Prézisionswaage LP 5200 P Sartorius
Rotationsverdampfer VV 2000 Heidolph
Stickstoffflasche Tescom
Ultraschallbad (Typ T480/H-2) Elma

Ultraschallspitze

Braun Melsungen

UV-Lampe fur die Gelelektrophorese

Desaga

UV-Spektrometer UV-1601

Shimadzu Corporation

Vakuumpumpe (Typ RZ 5)

Vacuubrand

Vortexer

Bender & Hobein
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5.2 Material
Chemikalie (p.a. Qualitat) Hersteller

Acetanhydrid Sigma
Agarose Fluka
Aqua ad injectabilia Delta Infusionen
Borsaure Merck
Bromphenolblau-Na Serva
CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) | Fluka
Cy5°® Mirus
DC-Chol (3-B-(N-(N',N'-dimethyl-amino- Bachem
ethan)carbamoyl)Cholesterol)
Dichlormethan Fluka
DNS (Kalbsthymus-DNS) Sigma
DNS-Léngenstandard I1 Boehringer Mannheim
DPH (1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien) Sigma
Ethanol (99 %) Merck
Ethidiumbromid Sigma
Glycerol Fluka
Isopropanol Riedel de Haen
MEM - Puffer Biochrom
Methanol Baker
Na,EDTA Serva
NaH,PO, 02 H,0 Synopharm
Na,HPO, [12 H,0 Synopharm
Natronlauge 30 % Merck
PNA (N-Phenyl-Naphtylamin) Aldrich
Plasmid-DNS fur GFP, CFP und red-FP Clontech
Polysorbat 80 Synopharm

Rhodamin-DHPE

Molecular Probes

Salzsdure 1 M

Riedel-de-Haen

Schwefelsdure (konzentrierte)

Sigma

Soja-Phosphatidylcholin

Nattermann (Phospholipon 90G/100G)
bzw. Lipoid (Lipoid S 100)

THF (Tetrahydrofuran)

Merck

TRIS (Trishydroxymethylaminomethan)

Fluka
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Abbildung 9: Strukturformeln der in dieser Arbeit verwendeten Vesikel-Bestandteile
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5.3 Verwendete LOsungen und Suspensionen

Phosphatpuffer pH 6,5 (Grundlage fir alle Suspensionen und DNS — Ldsungen)

Na,HPO, [12 H,0 56779
NaHPO, [ 2H,0 5,329 ¢
Aqua ad injectabilia ad 1,00 L
Kritische Mizellbildungskonzentration der verwendeten Substanzen (5.4)
CTAB - Ldsung CTAB 0,0365 g
Phosphatpuffer pH 6,5 (s.0.) ad 10,0ml
DPH - Losung DPH 0,0244 g
THF ad 10,0 ml
PNA - Ldsung PNA 0,2195¢g
EtOH (> 99 % [V/V]) ad 100 ml
DC-Chol — Lésung DC-Chol 0,2001 g
CHCI; ad 20,0 ml
Charakterisierung von kationischen Lipidvesikel (5.5)
CTAB-Vesikel (10 % TL) SPC 5,9405 g
CTAB 4,0595 g
Phosphatpuffer pH 6,5 (s.0.) ad 100,0 g
SPC/Polysorbat/DC-Chol — Vesikel (10 % TL)
Formulierung SPC | Polysorbat 80 | DC-Chol | Phosphatpuffer
SPC /Polysorbat/DC-Chol | [g] [0] [0] [0]
30 / 10 / 4 6,122 3,367 0,511 90,000
30 / 10 / 5 6,045 3,325 0,631 90,000
30 / 10 / 10 5,686 3,127 1,187 90,000
30 / 20 [/ 10 4,332 4,765 0,904 90,000
30 / 20 [/ 20 3,972 4,370 1,658 90,000
30 / 24 | 3 4,197 5,540 0,263 90,000
30 / 24 | 6 4,090 5,398 0,512 90,000
Aufbereitung der verwendeten DNS (5.7)
DNS - Lésung Kalbsthymus — DNS 100 mg
Phosphatpuffer pH 6,5 ad 100,0 mi
TBE - Puffer pH 8,0 TRIS 108,04¢
Na,EDTA (0,5 M) 40 ml
NaOH (2,0 M) 8 ml
Borsaure 55,09
Aqua ad injectabilia ad 1,00 L
Agarosegel (0,3 %) Agarose 045¢
Phosphatpuffer ad 150 g
Farbmarker — LOsung Glycerol 85 % 2,1875¢
Bromphenolblau Na-Salz 0,0088 g
TBE — Puffer 1,309
Ethidiumbromid — Losung Ethidiumbromid 10,21 mg
Agqua ad injectabilia ad 1,00 g
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Kinetik der DNS-Adsorption an kationische Vesikel (5.8)

flexible CTAB-Vesikel TL 0,2 % (s.o0. [Charakterisierung]) 40 ml
flexible CTAB-Vesikel TL 0,6 % (s.0. [Charakterisierung]) 40 ml
Kalbsthymus — DNS (GroRe ca. 8 kbp; ¢ =0,3 pg/ul

in Phosphatpuffer pH 6,5 geldst)

GroRenmessung der Vesikel mittels Photonenkorrelationsspektroskopie (5.9)

Vesikel

SPC/Polysorbat/DC-Chol-Vesikel (30/10/4; TL 1 %, 5 %, 10 %); s.o.

Lange DNS - Lésung  Kalbsthymus-DNS (> 12 kbp) 10,0 mg
Phosphatpuffer pH 6,5 ad 10,0 ml
Plasmid-DNS-L6ésung  Plasmid-DNS (flr red-FP codierend) 10,0 mg
Phosphatpuffer pH 6,5 ad 10,0 ml
Kurze DNS - Losung  Kalbsthymus-DNS (<1 kbp) 10,0 mg
Phosphatpuffer pH 6,5 ad 10,0 ml
Analytik der Vesikel (5.10.1)
SPC-CTAB-Vesikel
DNS Kalbsthymus-DNS (ca. 8 kbp) c=0,3 pg/ul
flexible CTAB-Vesikel TL 0,2 % (s.0. [Charakterisierung]) 40 ml
SPC-Polysorbat-DC-Chol — Vesikel
Bestimmung des SPC und Polysorbat Gehaltes
Stammlésung SPC SPC 20 mg
Isopropanol ad 20,0 ml
Stammlésung Polysorbat Polysorbat 80 20 mg
Isopropanol ad 20,0 ml
Bestimmung des DC-Chol-Gehaltes
Stammlésung SPC SPC 100 mg
Dichlormethan ad 20,0 ml
Stammlésung Polysorbat Polysorbat 80 100 mg
Dichlormethan ad 20,0 ml
Stammlésung DC-Chol DC-Chol 20 mg
Dichlormethan ad 20,0 ml
Bestimmung des DNS-Gehaltes
Flexible Vesikel (SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4; TL 1 %)
DNS - Losung DNS (< 1 kbp) c=1pg/ul
EtBr — Lésung Ethidiumbromid 6,187 mg
Phosphatpuffer Ad 10,0 ml

in vitro Experimente mit Zellkulturen (HEK-Zellen) (5.11)

Vesikel

(s.0. [Charakterisierung])

DNS-Lodsung
MEM-Puffer

SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/5

SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/8,4
SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/20/9,8
Plasmid — DNS (fir GFP codierend)

TL 10 %, 5%, 1 %, 0,2 %

TL 10 %, 5%, 1 %, 0,2 %

TL 10 %, 5%, 1 %, 0,2 %
¢ =1,0 pg/ul
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in vivo Experimente mit Mausen (5.12)

Vesikel

30/10/4 30/24/3 30/24/6
Gesamtlipidgehalt (TL) 5% 10 % 10 %
SPC [a] 0,3061 0,4197 0,4090
Polysorbat 80 [0] 0,1684 0,5540 0,5398
DC-Chol [0] 0,0256 0,0263 0,0512
Rhodamin-DHPE [g] 0,0050 0,0005 0,0005
Phosphatpuffer [0] 9,5000 9,0000 9,0000
DNS-L6sung
DNS Plasmid-DNS (fur GFP codierend) c=1pg/ul

Plasmid-DNS (fur CFP codierend) c=1pg/ul
Plasmid-DNS (flr red-FP codierend) ¢ =1 pg/ul
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5.4 Kiritische Mizellbildungskonzentration der verwendeten Substanzen

Die CMC der in dieser Arbeit verwendeten Substanzen Polysorbat 80 und SPC wurde aus der
Literatur Ubernommen. Sie betragt fiir SPC in 50 mM Phosphatpuffer etwa 2 [10™° mM [101]
und fur Polysorbat 80 etwa 12 uM [102].

Fur die beiden verwendeten kationischen Detergentien CTAB und DC-Chol wurde die CMC
experimentell bestimmt. Es gibt verschiedene Methoden zur Bestimmung der CMC; in dieser
Arbeit wurde eine Methode verwendet, bei der man ausnutzt, dal bestimmte Fluoreszenzfarb-
stoffe in wassriger Umgebung kaum fluoreszieren. Liegt das Detergens in einem solchen
Medium in einer Konzentration vor, die kleiner ist als seine CMC, so steigt der Fluoreszenz-
wert der wassrigen Farbstofflosung kaum an, da sich das zugegebene Detergens in Form von
Monomeren in der Losung befindet. Ist das Detergens jedoch in einer Konzentration gelost,
die grofRer ist als seine CMC, so bildet es Mizellen, in die sich der Fluoreszenzfarbstoff einla-
gert, was zu einem starken Fluoreszenzanstieg flhrt. Beispiele flr solche Farbstoffe sind z.B.
Diphenylhexatrien (DPH) oder N-Phenyl-1-Napthylamin (PNA).

Fur die CMC-Bestimmung des relativ gut wasserléslichen CTAB wurde 500 pl Phosphatpuf-
fer in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 pipettiert und 1 pl der DPH — LOsung zugegeben. An-
schlieBend wurden unterschiedliche Mengen der CTAB-L6sung dazupipettiert und mit Phos-
phatpuffer auf 1,0 ml aufgefullt. Zehn Minuten nach dem Mischen wurde die Fluoreszenz der
Suspension gemessen (Agxzit. = 350 NM; Agmiss. = 452 nm).

Fur die Bestimmung der CMC des wenig wasserléslichen DC-Chol wurde das Experiment
folgendermalien durchgefiihrt:

Eine Glasschale mit flachem Boden und etwa 20 cm Durchmesser wurde mit einer Mischung
aus Chloroform und Methanol (2/1 [V/V]) gereinigt, um eventuell vorhandene Detergensreste
zu entfernen. Nach dem vollstandigen Verdunsten der Reinigungsflissigkeit unter dem Abzug
wurden 250 ml Phosphatpuffer in die Glasschale gefullt und 250 pl der PNA-LOsung zugege-
ben. AnschlieRend wurden mit einer Transferpettorspitze steigende Volumina der DC-Chol -
Losung in die Mitte der Glasschale auf die Flussigkeitsoberflache pipettiert, woraufhin das
Losungsmittel sofort verdunstete. Damit sich die DC-Chol — Molekiile, die beim Verdunsten
des Losungsmittels ausfallen, gleichméRig im Phosphatpuffer verteilen, wurde die Ldsung
zehn Minuten gerihrt, bevor eine Probe am Fluorimeter vermessen wurde (Agxzic = 337 nm;
Aemiss. = 426 nm). Vor der Zugabe von weiterer DC-Chol — Losung wurde die fur das Vermes-
sen am Fluorimeter gezogene Probenldsung wieder in die Glasschale zurlickgegeben, damit
sich das Gesamtvolumen wahrend der Bestimmung nicht andert. Jede Probe wurde 6 mal tiber
je 16 Sekunden Integrationszeit gemessen. Da in der Literatur keine Angaben uber die CMC
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von DC-Chol zu finden sind, wurde die Messung mit DPH als Fluoreszenzfarbstoff wieder-
holt, um eine genauere Bestimmung der CMC von DC-Chol zu erhalten. Dabei wurden, um
auf dieselbe molare Konzentration an Fluoreszenzfarbstoff zu kommen, den 250 ml Phosphat-
puffer noch 205 ul der DPH-LOsung zupipettiert und die 0.g. Wellenléngen fir DPH verwen-
det; alle weiteren Versuchsbedingungen wurden konstant gehalten.
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5.5 Charakterisierung von kationischen Lipidvesikeln

5.5.1 Ermittlung der Solubilisierungskurve von SPC-CTAB - Vesikeln

Um das optimale molare Verhéltnis von SPC und CTAB fir die Herstellung von kationischen
flexiblen Vesikel zu ermitteln, wurde eine Solubilisierungskurve aufgenommen, die im Prin-
zip folgendermal3en aussieht:

Liposomen
verschiedene, teils doppelschichtige,
meist ungleichmaliige Strukturen
Y . -
Transfersomen
.

verschiedene, meist mizellare
strukturen (Faden, kugelig)

Tribungsgrad der Suspension

L
- -
[ =) & [
"_c [ S
e &
< &

Detergenskonzentration

Abbildung 10: Solubilisierungskurve eines Phospholipids durch ein Detergens

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Aufnahme der Solubilisierungskurve von SPC mit
CTAB eine Ansatzreihe hergestellt, bei der der SPC-Gehalt konstant gehalten und der Deter-
gensanteil im Verlauf der Versuchsreihe erh6ht wurde. Der Gesamtansatz betrug immer 1 ml;
gemessen wurde die Absorption der Suspensionen bei 550 nm, die ein Mal3 fiir die Tribung
der Suspension darstellt.

Da das Verhéltnis der Ladungen von kationischem Lipid und DNS an verschiedenen Stellen
dieser Arbeit auftaucht, erfolgt hier die Ladungsberechnung fir die mit CTAB hergestellten
flexiblen Vesikel: Geht man von o.g. Formulierung CTAB/SPC im molaren Verhaltnis von
1,5/1 aus, so enthalt 1 ml einer solchen Suspension mit TL = 10 % 40,595 mg CTAB. Geht
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man von Vesikeln mit einem Radius von 60 nm und von einer Membrandicke von 4 nm aus,
so lassen sich diese Vesikel aufgrund der Membrandoppelschicht vereinfacht als zwei ,,Ku-
geln“ mit einem Radius von 60 nm bzw. 56 nm betrachten. Daraus resultieren Oberflachen
dieser beiden Kugeln (4 Tr) von etwa 45.000 nm? und 39.000 nm?. Fiir die Bindung der DNS
sind nur die Ladungen in der &ulReren Halbmembran entscheidend. Da sich das CTAB bei der
Herstellung der flexiblen Vesikel gleichmaRig auf die innere und &uRere Halbmembran
verteilen durfte, stehen etwa 53,4 % CTAB fur die Bindung von DNS zur Verfigung. Erhéht
sich der Vesikelradius von 60 nm auf 100 nm, so sind dies noch 52,0 %, also ein Unterschied,
der zu vernachldssigen ist. Als quartdres Ammoniumderivat ist CTAB unabhangig vom pH-
Wert positiv geladen; daraus ergibt sich: 1 ml einer Suspension mit CTAB/SPC im molaren
Verhaltnis von 1,5/1 und 10 % TL enthalt bei einem Radius von 60 nm

[Meras/Mcras] INa = [(21,678 [1L0°° g)/(364,46 g/mol)] (6,023 [10% = 3,6 (10" Ladungen.

5.5.2 Rezepturfindung fur die SPC-Polysorbat-DC-Chol — Vesikel

Bei den SPC-Polysorbat-DC-Chol — Vesikeln wurde ein anderer Weg fir das Auffinden der
optimalen Zusammensetzung gewahlt: Ausgehend von einer molaren Membranzusammenset-
zung von 3/1 und 1/1 [SPC/Polysorbat], wurden bei der Herstellung mittels Filmmethode
unterschiedliche Mengenverhéltnisse SPC, Polysorbat und DC-Chol eingewogen und der Ein-
fluk dieses Molekils auf die Flexibilitat der daraus entstehenden Vesikel geprift (s. 6.6.2).
Die genaue Zusammensetzung der in dieser Arbeit untersuchten SPC/Polysorbat/DC-Chol —
Vesikel ist in Kapitel 5.3 angegeben.

Als tertidares Amin ist DC-Chol pH-abhéngig geladen; der scheinbare pKs — Wert von DC-
Chol, also der pKs — Wert in der Vesikelmembran, liegt bei 7,4 [103]. Nach der Henderson-
Hasselbalch — Gleichung Iai3t sich der Anteil an protoniertem DC-Chol (nur das steht zur Bin-
dung der DNS zur Verfligung) nach folgender Formel berechnen:

[DC - ChOI protoniert]
[DC - Chol

pH = pK —log
neutral]

Daraus ergibt sich bei einem pH — Wert von 6,5, wie ihn der verwendete Phosphatpuffer auf-
weist, und einem pKs von 7,4 ein Verhéltnis von protoniertem zu unprotoniertem Anteil an
DC-Chol von 7,94/1, d.h. etwa 88,8 % des eingesetzten DC-Chols ist geladen. 1 ml einer
Vesikelsuspension mit TL 10 % der Formulierung 30/10/4 (SPC/Polysorbat/DC-Chol) enthalt
daher [2,7287 mg/500,81 g/mol] (6,023 [10% mol™ (0,888 = 2,9 10" Ladungen.
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5.6 Herstellung von flexiblen Vesikeln

Die Herstellung von flexiblen Vesikeln unterscheidet sich nicht wesentlich von der Herstel-

lung konventioneller Liposomen, so daR das Verfahren in beiden Féllen aus Mischen und Fil-
trieren besteht. Fiir das Mischen der Bestandteile gibt es zwei Mdglichkeiten:

1.

Suspensionsmethode: Dabei wird zundchst der Puffer hergestellt, in dem die Vesikel
nach ihrer Herstellung vorliegen sollen. Anschlieend werden diesem Puffer alle

Bestandteile zugegeben und nach Zugabe eines kleinen Riihrmagneten mindestens 24
Stunden geriihrt, bis eine homogene Suspension entstanden ist. Diese Art der Herstel-
lung wird fur Formulierungen benutzt, bei denen alle verwendeten Bestandteile gut in
Wasser l6slich bzw. dispergierbar sind, also fir die in dieser Arbeit verwendeten
CTAB-Vesikel, die aus CTAB und SPC in einem molaren Verhéltnis von 1,5/1 beste-
hen. CTAB steht dabei fur Cetyltrimethylammoniumbromid, SPC fir Sojaphos-
phatidylcholin; die Strukturformeln dieser Stoffe sind in Abbildung 9 aufgefiihrt. Als
Phospholipid wurde ein gereinigtes Naturprodukt aus Soja verwendet, das in Form
eines wachsartigen, weil3en bis gelblichen Granulats vorliegt, mehr als 95 % Phospha-
tidylcholin (Lecithin) enthielt und bei dem als langkettige Fettsduren vorwiegend Pal-
mitin- und Olsaure vorkommt [104].

Filmmethode: Bei der Filmmethode werden alle VVesikelkomponenten in einen Rund-
kolben eingewogen und anschlieBend die 10fache Menge einer 1:1 (V/V) — Mischung
aus z.B. Dichlormethan und Methanol zugegeben. Dann dampft man das Lésungsmit-
tel am Rotationsverdampfer bei ca. 40 °C bis zur Trockenheit ein, wobei dem Ansatz
zuvor noch Glaskigelchen zugegeben werden, um einen Siedeverzug zu verhindern
und die Adsorptionsoberflache zur vergréRern. Beim Eindampfen werden die Glaski-
gelchen und die Kolbenwand mit einem feinen Lipidfilm Uberzogen, in dem die
Bestandteile der flexiblen Vesikel homogen verteilt sind. Nach dem Entfernen des L6-
sungsmittels am Rotationsverdampfer wird der mit dem Lipidfilm Gberzogene Rund-
kolben fir mindestens 12 Stunden im Exsikkator getrocknet. Der Exsikkator ist wah-
rend der gesamten Zeit an eine Vakuumpumpe angeschlossen; nur so ist gewahrleistet,
dal} das Losungsmittelgemisch komplett wieder entfernt wird und keine Reste davon
im Lipidfilm inkorporiert sind. AbschlieRend wird die entsprechende Menge des ge-
winschten Puffers (= Dispersionsmittel) zugegeben und so lange geriihrt, bis sich eine
homogene Suspension gebildet hat. Die Filmmethode wird verwendet, wenn nicht alle
verwendeten Bestandteile ausreichend im Phosphatpuffer l6slich/dispergierbar sind,
wie dies bei den in dieser Arbeit verwendeten DC-Chol-Vesikeln der Fall ist, die aus
SPC, Polysorbat und DC-Chol bestehen.
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Die mit einer der beschriebenen Methoden hergestellte Vesikelsuspension sieht homogen aus,
besteht aber aus einem Gemisch von kleinen, mittleren und grolRen sowie aus ein- oder mehr-
schaligen Vesikeln. Zur besseren Homogenisierung auf mikroskopischer Skala wird die
Vesikelsuspension schrittweise mehrfach durch Polycarbonatfilter mit Poren abnehmenden
Durchmessers von 600 nm bis 100 nm filtriert. Die resultierende Vesikelsuspension ist weit-
gehend monodispers, was durch eine abschlieende Messung mittels PCS uberprift wird. Der
Durchmesser von Vesikeln, die in dieser Arbeit verwendet wurden, lag zwischen 50 nm und
200 nm, der Polydispersitatsindex (P1) war meist < 0,2.

Anmerkung: Die in dieser Arbeit vorkommenden Angaben bezliglich des Gesamtlipidgehaltes
(TL) sind Massenangaben. Ein TL von 10 % bedeutet z.B., dal3 von einer Gesamtmasse der
Dispersion von 100 Gramm zehn Gramm aus den eingewogenen Bestandteilen fir die flexib-
len Vesikel und 90 Gramm aus Phosphatpuffer bestehen. Suspensionen mit einem niedrigeren
Gesamtlipidgehalt als 10 % wurden hergestellt, indem man von einer Suspension mit 10 %
TL ausging, die dann mit Phosphatpuffer entsprechend verdinnt wurde.
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5.7 Aufbereitung der verwendeten DNS

Fur die Experimente zur Bestimmung der Kinetik der DNS-Bindung an flexible Vesikel (s.
Kapitel 5.8) wurden mehrere Milligramm DNS pro Experiment benétigt. Daher war es not-
wendig, preisginstig eine ausreichende Menge DNS geeigneter Grol3e zu erhalten. Ein DNS-
Verdau mittels Restriktionsenzymen kam daher aus Kostengriinden nicht in Frage. Als durch-
fihrbare Alternativen wurden folgende Verfahren getestet, wobei jeweils Kalbsthymus-DNS
in einer Konzentration von 1,0 mg/ml zum Einsatz kam, die in Phosphatpuffer pH 6,5 gelost
war.

a. Vortexen auf hochster Stufe
b. mehrfaches Aufziehen der DNS mit folgenden Kandlen:
1,2 mm x 40 mm sowie 0,9 mm x 40 mm und 0,4 mm x 19 mm

c. Extrudieren mittels Handextruder und Polycarbonatfiltern mit einem Poren-
durchmesser von 400 nm, 100 nm und 80 nm

d. mehrfaches Aufziehen der DNS mit einer 0,5 ml Hamilton-Spritze (Modell
Microliter Nr. 725) mit einem Innendurchmesser von 0,15 mm

e. Beschallen mit der Ultraschallspitze

Die Effekte dieser Zerkleinerungsverfahren wurden mit einer Gelelektrophorese uberprift.
Dazu wurde mit TBE-Puffer ein 0,3 %iges Agarosegel hergestellt, das Ethidiumbromid in
einer Konzentration von 0,3 pg/ml enthielt. In die Gelkammern der Elektrophoresekammer
wurden jeweils 10 pl der o0.g. Proben zusammen mit 1,5 pl Farbmarker gefillt. Die Elektro-
phorese wurde in TBE-Puffer durchgefihrt und ihr Ende durch die Lage des Farbmarkers
bestimmt. Die Auswertung der Elektrophorese erfolgte bei 254 nm bzw. 366 nm, da sich das
im Gel befindliche Ethidiumbromid in die Basenpaare der wandernden DNS einlagert, wes-
halb diese als helle Banden detektierbar sind. Die GroRe der DNS wurde durch die Lage im
Vergleich zu einem mitgelaufenen L&ngenstandard bestimmt, die GroRenverteilung anhand
der Breite der erhaltenen Banden.

Um die Reinheit der verwendeten DNS zu tberpriifen, wurde eine Phenol/Chloroform — Ex-
traktion durchgefiihrt und die Absorptionswerte der so gereinigten DNS bei 260 nm und
280 nm mit denen der unbehandelten DNS verglichen. Dabei ergab sich kein Unterschied, so
dal fiir die beschriebenen Experimente direkt die gelieferte Kalbsthymus-DNS ohne weitere
Aufreinigung verwendet wurde.

Da mehrwertige Kat- und Anionen wie Calcium oder Eisen sowie EDTA die Wechselwirkun-
gen zwischen kationischen Liposomen und anionischer DNS beeinflussen [105], mufite die
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verwendete DNS-Losung absolut frei von diesen Bestandteilen sein. Da der DNS-Lieferant
dies jedoch nicht garantieren konnte, wurde die zerkleinerte Kalbsthymus-DNS, die fur die
Titrations- und Kinetikversuche eingesetzt wurde, zundchst in einem TRIS/EDTA — Puffer
geldst und mittels Ultraschallspitze zerkleinert. Die durch den Abrieb der Ultraschallspitze
entstandenen Metallteilchen wurden abzentrifugiert und eventuell vorhandene mehrwertige
Kationen an das EDTA gebunden. Eine anschlie}ende Dialyse, in der etwa 10 g DNS-L0Osung
gegen 10 mal einen Liter Phosphatpuffer ausgetauscht wurden, sorgte dafur, da® TRIS und
EDTA entfernt wurden und die DNS schlieRlich in Phosphatpuffer gelést war, also dem L6-
sungsmittel, das fur die weiteren Experimente verwendet wurde. DNS wurde fur die Dialyse
in einer Konzentration von ca. 3 mg/ml eingesetzt, die Bestimmung der Absorption bei
260 nm erfolgte deshalb nach Verdiinnung der DNS-L6sung mit Phosphatpuffer auf eine
Konzentration von 1 mg/ml.

Bei einigen in vitro und sdmtlichen in vivo Experimenten wurde Plasmid-DNS mit einer defi-
nierten GroRe von ca. 6 kbp verwendet. Die Plasmid-DNS wurde durch Vermehren der DNS
in E. coli und anschlieBendes Reinigen mit Hilfe einer von Quiagen mitgelieferten Anleitung
gewonnen. Um sicherzustellen, daR die Plasmid-DNS ordnungsgemaR vermehrt wurde, wur-
den vor den weiteren Experimenten zwei Tests durchgefihrt: ein DNS-Verdau mit Restrik-
tionsenzymen und eine anschlielende Gelelektrophorese der entstandenen Bruchstiicke
sicherte bei gleichen Mustern von Referenz-DNS und vermehrter Plasmid-DNS deren Iden-
titat. Die Funktionsfahigkeit, die v.a. fir Zellkulturversuche mit Lipidvesikeln gegeben sein
mul3, wurde durch die erfolgreiche Transfektion von HEK 293 — Zellen nach der Zugabe von
DNS und Fugene® gewahrleistet.
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5.8 Kinetik der DNS-Adsorption an kationische Vesikel

Um die Kinetik zu messen, wurden 40 ml Vesikelsuspension mit einem Gesamtlipidgehalt
von 0,2 % bzw. 0,6 % in das TitrationsgefaR geflllt. Zu dieser Suspension wurde in Abstan-
den von 10 Sekunden mit dem Titrator in 10 pl — Schritten DNS-L6sung einer Konzentration
von 0,3 pug/ul zupipettiert, bis eine bestimmte Menge DNS erreicht war. Um eine griindliche
Durchmischung des gesamten Ansatzes zu gewéhrleisten, befand sich das Ende der Kapillare,
durch die DNS zutitriert wurde, direkt Uber einem Magnetrihrer, der wahrend der gesamten
Dauer des Experiments eingeschaltet war. Daher war es nicht immer zu vermeiden, dal Luft
in das System eingetragen wurde. Die Abnahme der Transmission der Vesikelsuspension
durch Zugabe der DNS wurde mittels einer Phototrode bestimmt (DP 550 Mettler Toledo:
photometrischer Sensor, der die Lichtdurchlassigkeit einer Flissigkeit mif3t). Wenn eine Luft-
blase in den Strahlengang der Phototrode kam, resultierte dies in deutlichen Schwankungen
der Transmission, was sich auch in der Titrationskurve bemerkbar machte. Nach der Zugabe
von jeweils 0,6 mg DNS wurde fur einen Zeitraum von bis zu 4 Stunden die Kinetik der
Reaktion bestimmt, indem ohne weitere DNS-Zugabe, aber bei eingeschaltetem Ruhrer die
Transmission der Mischung aus Lipidvesikeln und DNS gemessen wurde.

Fur die Messung der Adsorptionskinetik von DNS an kationische Lipidvesikel kamen Sus-
pensionen mit einem TL — Gehalt von 0,2 % und 0,6 % zum Einsatz. Dies lag daran, daR bei
so geringen Gesamtlipidgehalten die Gefahr des Verklebens von Vesikeln mit der DNS mini-
mal sein dirfte. Ein weiterer Grund dafiir lag in den apparativen Bedingungen, da die verwen-
dete Phototrode einen Lichtweg von 2 cm hatte. Da die Transmission der Vesikelsuspension
im Verlauf einer Titration deutlich abnahm, konnten keine Suspensionen mit einem hoheren
Gesamtlipidgehalt als 0,6 % verwendet werden, da der Mel3bereich der Phototrode durch die
Zugabe der DNS in einen Bereich von < 1 % gesunken ware, und eine Kinetikmessung damit
unmaoglich geworden waére.
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5.9 Grolenmessung der Vesikel mittels Photonenkorrelationsspektroskopie

Die Funktionsweise des in dieser Arbeit zur Grollenmessung verwendeten Mel3gerétes beruht
auf dem Prinzip der dynamischen Lichtstreuung (Photonenkorrelationsspektroskopie = PCS)
und ermoglicht PartikelgréfRenbestimmungen im Nano- bis Mikrometerbereich. Die Dynami-
sche Lichtstreuung wird benutzt, um aus der Brown’schen Molekularbewegung die Partikel-
grolRe zu berechnen [106]. Dabei macht man sich die unterschiedlichen Diffusionsgeschwin-
digkeiten von groRen und Kkleinen Teilchen zunutze, um auf deren hydrodynamischen Radius
zu schlieBen.

Fallt ein Lichtstrahl durch eine Suspension, werden die Photonen gestreut. Die Intensitéts-
schwankungen des gestreuten Laserlichts, die bei kleineren Teilchen aufgrund ihrer hoheren
Beweglichkeit viel schneller verlaufen als bei groRen, werden von einem Detektor erfaf3t und
durch Bildung der Autokorrelationsfunktion (Fourier-transformiertes Frequenzspektrum) in
Diffusionskonstanten umgerechnet. Diese Konstanten sind Uber die Stokes-Gleichung mit
dem Radius korreliert.

Die Intensitatsfluktuationen werden dabei durch die zeitliche Autokorrelationsfunktion (g)
beschrieben.

Autokorrelationsfunktion: g(k, At) = Ik, t) O(k, t + At)
[ t = Zeit,
1(k,t) = Intensitat zur Zeit t,
I(k,t + At) = Intensitat zur Zeitt + At
k = Konstante
At = infinitesimal kleines Zeitintervall]

Die Autokorrelationsfunktion entsteht, indem man 1 (k,t), d.h. die Intensitat | zur Zeitt und
danach unter gleichen Bedingungen zur Zeit (t + At) mif3t und diese beiden Werte miteinander
multipliziert. Diese Messungen werden fur gleiche At sehr oft wiederholt, um das arithmeti-
sche Mittel zu berechnen. Wird diese Prozedur fir verschiedene k und At durchgefihrt, erhélt
man die ganze Autokorrelationsfunktion g(k, At).

Die Mef3anordnung in der Photonenkorrelationsspektroskopie sieht vereinfacht folgenderma-
Ren aus: Laserlicht konstanter Intensitat trifft auf die zu priufende Suspension; das resultieren-
de Streulicht wird bei einem Winkel von 90° von einem Photonenvervielfacher detektiert.
Aus den ankommenden Signalen wird im Korrelator die Autokorrelationsfunktion gebildet.
Mittels computergestitzter Algorithmen wird der Diffusionskoeffizient D und daraus Uber die
Stokes-Einstein-Beziehung

52



Material und Methoden

KT
671rR
der Partikelradius R errechnet, wenn Losungsmittelviskositit n, Boltzmannkonstante k und
Temperatur T bekannt sind.

Zur Auswertung der Autokorrelationsfunktion gibt es verschiedene Methoden:

Die Inverse Laplace Transformation (ILT) basiert auf der sogenannten ,,exponential samp-
ling“ — Methode, bei der die Autokorrelationsfunktion als eine Summe diskreter Exponential-
funktionen in logarithmischem Abstand repréasentiert wird. Die Methode eignet sich v.a. fir
multimodale Verteilungen. Breite Verteilungen werden hier durch mehrere scharfe Maxima
angezeigt.

Die Kumulantenanalyse (CUM) ist fur eine monomodale Teilchengréf3enverteilung in der
Suspension geeignet. Dabei wird aus der Autokorrelationsfunktion ein Polynom (s.u.) ent-
wickelt, dem eine Gauss’sche Verteilung der PartikelgroRen zugrunde liegt. Die ersten drei
Koeffizienten (Kumulanten) entsprechen dabei Mittelwert, Breite und Assymmetrie der Gro-
Renverteilung. Ein Synonym fir die Verteilungsbreite (Varianz) ist der sogenannte Polydis-
persitatsindex.

Polynom: log (G) =a+ bt+ct, +dtz + ...

a, b, c,d, ... = Kumulanten, t= Zeit
Polydispersitatsindex: Pl =2 [¢/b* = ¢

o = Varianz

Bei der kontinuierlichen ILT-Auswertung (CONTIN) wird die Korrelationsfunktion einer
beliebigen glatten GroRenverteilung an die MeRdaten angepaft. Dabei wird verhindert, dal
breite Verteilungen als Uberlagerung mehrerer Peaks interpretiert werden. Die CONTIN-Ana-
lyse stellt das Ergebnis mit der besten Anpassung und der einfachsten Verteilung dar und eig-
net sich somit auch fiir multimodale Verteilungen.

Jeder der angegebenen PCS-MeRwerte dieser Arbeit stellt den Mittelwert aus mindestens vier
Einzelmessungen dar. Als MaR fir die GroRenverteilung der Vesikelsuspensionen dient im
Fall der CONTIN - Analyse die relative Breite, bei der CUM — Analyse ist dies der
Polydispersitatsindex. Die relativen Breiten der Einzelmessungen bei der CONTIN — Analyse
wiesen deutliche Schwankungen auf, wéhrend die Polydispersitatsindizes bei der CUM -
Analyse recht konstant waren, wie in Anhang 8 exemplarisch aufgefihrt ist. Daher wurden fur
die Auswertung der GroRenmessung die Werte der Kumulanten-Analyse verwendet. Dies ist
mdoglich, da die untersuchten Vesikelsuspensionen trotz ihrer teilweise betrachtlichen Streu-
ung der PartikelgroRe durchweg unimodale Verteilungen aufweisen, was bei jeder Messung
durch die Bestimmung von CUM- und CONTIN - Analyse gezeigt wurde. Die dynamische
Lichtstreuung ermdglicht eine schnelle und zerstérungsfreie Messung des Partikelradius. Da
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die Streulichtintensitat in der sechsten Potenz vom Durchmesser der Teilchen abhangt, ist es
sehr wichtig, unter sehr sauberen Bedingungen zu arbeiten, denn groRe Partikel, wie z.B.
Staubkdrnchen, kénnen aufgrund ihrer grof3en Mel3signale kleine Teilchen tberdecken.

Die PCS — Messungen im Rahmen dieser Arbeit wurden folgendermalen durchgefuhrt: Vor
jeder Melreihe wurde eine Kontrollmessung mit Latexpartikeln bekannter Grof3e durchge-
flhrt. Die zu vermessende Probe wurde mit bidestilliertem Wasser in einer zylindrischen Ki-
vette so weit verdinnt, dal} eine MeRintensitat im Bereich von 30 kHz bis 500 kHz erreicht
wurde. Dieser Bereich ist notwendig, da fir eine korrekte Messung eine gewisse Mindest-
streuung notig ist, bei einer zu hohen Konzentration aber zunehmend Mehrfachstreuung auf-
tritt, was eine Interpretation der Daten nicht mehr moglich macht.

Die Kivette wurde in den auf 25,0 °C temperierten Probenhalter des PartikelgrofienmefRgerats
gestellt, so dal? sie sich wéhrend der Messung im Strahlengang des Lasers befand. Gemessen
wurde mit Hilfe eines Lasers bei einer Wellenlange von 632,8 nm, der Diffraktionsindex be-
trug 1,332. Die MelRdauer betrug jeweils 20 Sekunden und wurde Uber die zugehorige Soft-
ware gestartet und ausgewertet.
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5.10 Penetration Assay

Der in dieser Arbeit verwendete Penetration Assay (PA) ist eine speziell flr flexible Vesikel
entwickelte Analysenmethode, mit der die Verformbarkeit der Vesikel in einem anisotropen
Scherfeld gemessen wird.

Dabei wird etwa 1 ml der zu untersuchenden Suspension in eine Edelstahl-Filterkerze gege-
ben, in die ein Filter mit einer Porengrofie von 30 nm eingebaut war. Wurde eine andere Po-
rengrélRe verwendet, so ist das an der entsprechenden Stelle im Ergebnisteil aufgefiihrt. Legt
man an diese Apparatur Stickstoff-Druck an, so wird die Suspension durch die Filter gepreft.
Wenn die Porengrofie um mindestens den Faktor zwei kleiner ist als der Durchmesser der
flexiblen Vesikel, so kann beim Anlegen eines geringen Drucks (< 1,0 MPa) ausgeschlossen
werden, dal3 es sich bei den Vesikeln im Filtrat um Liposomen handelt, d.h. nur flexible
Lipidvesikel, nicht jedoch starre Liposomen sind bei diesem Druck dazu in der Lage, Filter
mit einer Porengrofl3e zu passieren, die kleiner sind als die Halfte ihres Radius [107]. Die Fil-
tratmenge pro Zeiteinheit wird mittels Analysenwaage und angeschlossenem Rechner gemes-
sen und erlaubt so die Bestimmung der FluBrate in Abh&ngigkeit von der Zeit und dem ange-
legten Druck. Um eventuell auftretende Filtrationsverluste bei der Passage von Lipidvesikeln,
DNS und DNS-Lipidvesikeln zu bestimmen, wurden — je nach Zusammensetzung der Suspen-
sion — Methoden zur Quantifizierung der einzelnen Bestandteile entwickelt.

Druckregler

A

Computer
Fitterkerze

Statiy

: ? Stick-
stoft

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Penetration-Assay
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Die Penetrationsrate P wird aus den Parametern Zeit (t), Druck (p), Filtrationsflache (A) und
filtrierte Masse (m) berechnet und hat die Einheit [s/m]:

- M
pAAt

Trégt man die Penetrationsrate (P) logarithmisch ber den angelegten Driicken (p) auf, ergibt
sich beim Vorliegen von sehr flexiblen Vesikeln eine sigmoide Kurve. Diese 1&Bt sich quali-
tativ analysieren und semiquantitativ durch die Lage der Penetrationskurve evaluieren: Je wei-
ter der Wendepunkt der Kurve zu niedrigen Driicken verschoben ist, desto deformierbarer
sind die Vesikel; vergleichbar sind dabei jedoch nur die Daten, die mit Suspensionen des
gleichen Gesamtlipidgehaltes gemessen wurden.
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5.10.1 Analytik der Vesikel

Nach der Filtration von flexiblen Vesikeln mit und ohne DNS mufte tberprift werden, wie-
viel Lipidsuspension und wieviel DNS noch im Filtrat zu finden waren.

5.10.1.1 Spektroskopie der SPC-CTAB - Vesikel

Nach der Kombination von flexiblen CTAB-Vesikeln mit DNS und dem folgenden Penetra-
tion-Assay war es notwendig, die Menge an flexiblen CTAB-Vesikeln und an DNS vor und
nach der Passage der Poren zu quantifizieren. Es wurde versucht, mittels UV-Photometer
nach der Aufnahme eines Spektrums der DNS-Lipidvesikel beide Bestandteile (Lipidvesikel
und DNS) zu quantifizieren. Sowohl die DNS-L6sung, als auch die Suspension aus flexiblen
Vesikeln wurde dazu in einer Konzentration hergestellt, in der sie auch bei den spéter zu
testenden Formulierungen vorliegen, d.h. es wurden CTAB-Vesikel mit einem Gesamtlipid-
gehalt von 0,2 % sowie Kalbsthymus-DNS in einer Konzentration von 36,9 pg/ml verwendet.
Sowohl die DNS-L6sung, als auch die Vesikelsuspension wurde 1:1 (V/V) mit Isopropanol
gemischt, was notwendig ist, um die Vesikel komplett zu solubilisieren. Das Gefall wurde mit
Parafilm verschlossen, kraftig geschttelt und nach dem Aufsteigen der entstandenen Gas-
blasen ein UV-Spektrum von 200 nm bis 400 nm aufgenommen, wobei als Referenzlgsung
eine Mischung aus 500 pl Phosphatpuffer und 500 ul Isopropanol diente. Abbildung 12 zeigt
auf der linken Seite die Spektren von CTAB-Vesikeln und DNS in den Konzentrationen, wie
sie bei 100 %iger Wiederfindung von flexiblen Vesikeln und DNS im Filtrat zu erwarten
waren und auf der rechten Seite die Differenz der beiden Spektren.

UV-Spektren von DNS Differenzkurve
15 l_Jnd CTAB-Vesikeln der beiden Spektren 5

- —— DNs

- ++-.. CTAB-Vesikel I
LLJ: \/—’_0’0
=
o
5 —05
| —
o
P
O
<

1.0

-1,5

0,Q 250 0 L ’
200 250 300 o200 250 300 350

Wellenlange [nm]

Abbildung 12: UV-Spektren von CTAB - Lipidvesikeln und von DNS
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Die Absorption der jeweils anderen Komponente ist bei bestimmten Wellenlangen minimal,
d.h. die Absorption der DNS wird ist bei 260 nm am wenigsten von den Lipidvesikeln
beeinflullt und der stérende EinfluR der DNS auf die Absorption der Lipidvesikel ist bei
232 nm minimal. Daher wurden von beiden Bestandteilen Lésungen in einem Isopropanol/
Wasser — Gemisch (1/1) hergestellt und von jeder Lésung die Absorption bei 232 nm und bei
260 nm gemessen, um daraus die spezifische Absorption (A") jeder Komponente bei jeder
Wellenlange zu bestimmen. AnschlieBend wurden die Absorptionen von DNS-CTAB-Lipid-
vesikeln bei diesen beiden Wellenldngen gemessen, die bei der Durchfiihrung eines Penetra-
tion-Assays bei verschiedenen Driicken gewonnen wurden. Der Gehalt an Lipid und DNS
wurde nach folgenden Formeln bestimmt:

* * -
I, Ages232nm = Asusp.232 nm + Abns232 nm = A susp.232 nm [Csusp. + A bns232 nm LCpns SOwie

I, Ages.260 nm = Asusp.260 nm + AbNs260 nm = A susp.260 nm LEsusp. + A DNs260 nm LEDNS

Aufgeldst nach csysp. und Cpns ergibt sich:

* *
¥ _ Ayes260nm LA ons22om = Ay 30, LA s 260nm
: CSusp. A * * *
A susp.260nm LA pns2s2nm — A dns260nm LA susp.232nm
* *
» _ Ages.260nm DQ\ DNS232nm — Ages.232nm DA DNS 260nm .
1. Cons = (Ages.232nm —( )/ A bns2320m

* * * *
A susp.260nm LA pns232nm — A dns260nm LA susp.232nm
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5.10.1.2 Spektroskopie der SPC-Polysorbat-DC-Chol — Vesikel

5.10.1.2.1 Bestimmung des SPC und Polysorbat — Gehaltes

Methodenentwicklung

Das UV-Spektrum von DNS interferiert mit den Spektren von SPC und Polysorbat, in den zu
untersuchenden Formulierungen war jedoch bei gleichem TL — Gehalt nur etwa 10 % der
DNS-Menge enthalten wie bei den mit DNS beladenen SPC-CTAB - Vesikel. Daher wurde
die im folgenden beschriebene Methode zur Bestimmung von SPC und Polysorbat nicht durch
DNS gestort. Das DC-Chol in den Vesikeln absorbiert in der vorliegenden Konzentration
zwischen etwa 220 nm und 400 nm nicht nennenswert (s. Abbildung 13). Das UV-Spektrum
von SPC ist im Bereich von 220 nm bis 400 nm vom Spektrum des Polysorbat iberlagert:

1,5+
| A
| ;N ——SPC 500 pg/ml
| 1Y — — -Polysorbat 500 pg/ml
— 104 |+ DC-Chol 3 pg/ml
w = h
= i
s
=
3 0,51
o
<
0,0 .

1200 250 300 350 400
Wellenlange [nm]

Abbildung 13: UV-Spektren von SPC, Polysorbat und DC-Chol

Zur Erhéhung der Mel3genauigkeit wurde das gesamte Spektrum fir die Auswertung verwen-
det. Es wurde getestet, ob sich die Absorptionen der beiden Stoffe einfach addieren lassen
oder ob es zu einer Beeinflussung der Adsorption eines Stoffes aufgrund der Anwesenheit des
jeweils anderen kommt. Dazu wurden Mischungen aus SPC und Polysorbat in bekannten
Mengen hergestellt, die Absorption dieser Substanzen im Bereich von 200 nm — 400 nm be-
stimmt und anschlieend mit der Addition der Einzelspektren verglichen. Die Auswertung
dieser Spektren ergab, daR sich die Absorptionen der Einzelstoffe bei Gemischen problemlos
addieren lassen (s. Abbildung 14). Bei den spater zu bestimmenden Proben wurde jeweils ein
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UV-Spektrum vor und nach der Filtration im Bereich von 200 nm und 400 nm aufgenommen.
Solange die Spektren der Probe vor und nach der Filtration keine deutlichen Unterschiede auf-
wiesen, war eine Auftrennung der Spektren in die beiden Bestandteile nicht notwendig.

Standardmethode

Durchgefuhrt wurden sémtliche UV-Messungen fir die Bestimmung von SPC und Polysorbat
in den Vesikelsuspensionen nach folgender Methode: Die Zusammensetzung der vermessenen
Losungen betrug immer 1 ml, zusammengesetzt aus 500 pl einer isopropanolischen Lésung
und 500 pl einer Pufferlésung. Der Einsatz einer 1:1 Mischung aus Phosphatpuffer und Iso-
propanol erfolgte auch hier, um die Vesikel komplett zu solubilisieren.

Wurden Mischungen der Stammldsungen vermessen, so wurde in einer Quarzkivette das Vo-
lumen von 500 pl — x pl SPC-Stammlésung — y pl Polysorbat-Stammlésung (s. 5.3) ad 500 pl
mit Isopropanol aufgefillt, bevor abschliefend 500 ul Phosphatpuffer zupipettiert wurden.
Waurde Vesikelsuspension vermessen, so wurde das entsprechende Volumen Suspension ad
500 pl mit Phosphatpuffer aufgefullt, bevor 500 ul Isopropanol zupipettiert wurden. Das Be-
héltnis wurde mit einem Parafilm verschlossen, kréaftig geschuttelt, nach dem Aufsteigen der
entstandenen Gasblasen ein Spektrum von 200 nm bis 400 nm aufgenommen, wobei als Refe-
renzlésung eine Mischung aus 500 pl Phosphatpuffer und 500 pl Isopropanol diente.

Die folgende Abbildung zeigt die gute Ubereinstimmung zwischen den gemessenen Spektren
und den aus den Einzelspektren errechneten Absorptionen grafisch:

137 gemessen errechnet
SPC 500 pg Tween 50 ug n
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Abbildung 14: UV-Spektren von verschiedenen SPC/Polysorbat — Mischungen
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5.10.1.2.2 Bestimmung des DC-Chol — Gehaltes

Methodenentwicklung

Da DC-Chol im Bereich von 200 nm — 800 nm keine nennenswerte Absorption aufweist, wur-
de nach einer Farbreaktion gesucht, um diesen Bestandteil der Vesikel indirekt zu quantifizie-
ren. In der Literatur [108] ist ein Verfahren beschrieben, das bereits fir eine GMP-gerechte
Prifung von Liposomen auf DC-Chol verwendet wurde. Diesem Verfahren liegt eine bereits
in den 70er Jahren durchgefiihrte modifizierte Liebermann-Burchard-Reaktion zugrunde
[109], also eine Reaktion, die spezifisch ist fir ein 3-OH-Steroid, das an Position 5 unge-
séttigt ist; in Abbildung 15 ist der Reaktionsmechanismus zu sehen, der dieser Reaktion
zugrunde liegt.
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Abbildung 15: Reaktionsmechanismus fiir die Bestimmung von DC-Chol
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Bei dem von Sorgi [108] beschriebenen Verfahren wurde die Vesikelsuspension vor ihrer
Verwendung lyophilisiert, in Chloroform aufgenommen und anschliefend 900 pl Acetan-
hydrid zugesetzt; gestartet wurde die Reaktion dann durch Zugabe von 100 pl konzentrierter
Schwefelsdure; der entstehende Farbstoff wurde bei 625 nm vermessen. Diese Methode hatte
einen Linearitatsbereich von 50 — 2000 pg DC-Chol, der Korrelationskoeffizient der Kali-
briergerade war 0,998.

Da ein Lyophilisierungsschritt fir die DC-Chol Bestimmung einen grofRen zeitlichen Auf-
wand bedeutet hatte, muBte die beschriebene Reaktion fir diese Arbeit weiter modifiziert
werden. Eine Extraktion des DC-Chols aus dem Ansatz ware zwar grundsatzlich méglich ge-
wesen, hatte jedoch den Fehler vergroflert. Um diese beiden Mdglichkeiten zu vermeiden,
wurde versucht, 10 ul wassrige Vesikelsuspension pro 1 ml Gesamtvolumen fiir den Nach-
weis zu verwenden. Zur Erstellung der Kalbriergeraden wurden SPC-, Polysorbat- und DC-
Chol-Stammlésungen (jeweils in Dichlormethan gel6st) hergestellt.

Folgende Fragen wurden untersucht:

1) Wie wirkt sich eine Zusammensetzung von 550 ul Dichlormethan, 10 ul Phosphatpuf-
fer, 400 pl Acetanhydrid und 40 pl konzentrierte Schwefelsdure auf die Reaktion aus?

2) Bei welcher Wellenlange liegt das Absorptionsmaximum des gebildeten Farbstoffs
unter den in 1) genannten Bedingungen? Nach welcher Zeit wird das Absorptions-
maximum unter den in 1) genannten Bedingungen erreicht?

3) Wie stark beeinflussen SPC, Polysorbat und DNS, die in den verwendeten Suspensio-
nen als Begleitsubstanzen vorliegen, die Reaktion?

4) Wie groB ist der lineare Bereich der Reaktion unter den Bedingungen von 1)?

Dabei wurden in Vorversuchen folgende Resultate erhalten, die in Abbildung 16 und
Abbildung 17 grafisch dargestellt sind:

1) Die Erstellung einer Kalibriergeraden mit einer Losung der 0.g. Zusammensetzung ist
maoglich.

2) Das Absorptionsmaximum unter den in 1) genannten Bedingungen liegt bei 616 nm
und wird drei Minuten nach Zugabe der konzentrierten Schwefelsdure erreicht.

3) DNS stort die Reaktion nicht, SPC und Polysorbat ergeben in den Mengen, in den sie
in den zu untersuchenden Formulierungen vorliegen, eine merkliche Absorption.
Dieser Effekt 1aRt sich jedoch durch Beriicksichtigung entsprechender Mengen bei der
Erstellung einer Kalibriergerade eliminieren.

4) Die Linearitat unter diesen Bedingungen ist von 1 ug bis > 50 pg gegeben.
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modifizierte Liebermann-Burchard Reaktion
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Abbildung 16: Zeitabhangigkeit der DC-Chol — Farbung
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Abbildung 17: Kalibriergerade von DC-Chol (mit Zusatz von SPC und Polysorbat)
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5.10.1.2.3 Standardmethode

Da der DC-Chol — Gehalt von SPC/Polysorbat/DC-Chol — Formulierungen mit unterschiedli-
chen Anteilen an SPC und Polysorbat (30/x/y und 30/24/z) ermittelt werden mufite, wurden
zwei Kalibriergeraden erstellt. Dabei wurde folgendermafen vorgegangen:

- Vorlegen einer entsprechenden Menge Dichlormethan

- Zugabe der Stammlésungen von SPC, Polysorbat und DC-Chol

- Zugabe von 10 pl Phosphatpuffer, anschlieBend Zugabe von 400 pl Acetanhydrid

- Start der Reaktion durch Zugabe von 40 pl konzentrierter Schwefelséure

- Vermessen des Ansatzes bei 616 nm drei Minuten nach der Zugabe der Schwefelséure

Als Referenz diente fur alle Ansatze eine Mischung aus 560 pl CH,Cl,, 400 ul Acetanhydrid
und 40 ul konzentrierter Schwefelsdure.

5.10.1.3 Bestimmung des DNS — Gehaltes

Die Bestimmung des DNS-Gehaltes in der DNS-DC-Chol — Vesikelsuspension erfolgte
fluorimetrisch. Dabei wurde der Anstieg der Fluoreszenz durch die Interkalation von Fluores-
zenzfarbstoffen in die DNS genutzt. Gibt man zu einer wassrigen Losung des Fluoreszenz-
farbstoffs Ethidiumbromid DNS-L6sung, steigt die Fluoreszenz der Ethidiumbromidlésung
stark an, da sich dieser Farbstoff in die DNS-Doppelhelix einlagert und damit starker fluores-
ziert als ohne DNS.

Die Kalibriergerade wurde erstellt mit DC-Chol — Vesikeln (SPC/Polysorbat/DC-Chol
30/10/4, TL = 1 %) und Kalbsthymus-DNS (< 1 kbp; ¢ =1 pg/ul). In Vorversuchen wurde die
optimale Menge an Ethidiumbromidlésung zu 5 pl bestimmt, bei der Verwendung dieser
Menge war der Unterschied zwischen der Fluoreszenz einer Losung mit und ohne DNS am
deutlichsten. Um festzustellen, ob/ wie weit die Anwesenheit der Vesikel-Bestandteile die Be-
stimmung der DNS beeinflussen, wurde folgendes Experiment durchgefihrt:

1. 5 ul der Ethidiumbromid-Ldsung wurden steigende Mengen DNS zugegeben.
2. 20 pl der DC-Chol-Vesikel wurden zusammen mit 5 pl der Ethidiumbromid-Stamm-
I6sung vorgelegt und steigende Mengen DNS zugegeben.

Die Anregungswellenlange fiir die Fluoreszenzmessungen lag bei 518 nm, die Emissions-
wellenléange bei 605 nm, der Extinktionsspalt war 2,5 nm breit, der Emissionsspalt 5 nm breit.
Nach der Aufnahme der Kalibriergeraden wurden DNS-DC-Chol — Vesikel (SPC/Polysorbat/
DC-Chol 30/10/4) mit 1 % und 10 % Gesamtlipidgehalt vor und nach der Passage von 30 nm
Poren bei verschiedenen Driicken vermessen.
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5.11 Invitro Experimente mit Zellkulturen (HEK-Zellen)

Nach der physikochemischen Charakterisierung der DNS-Lipidvesikel war zu untersuchen,
ob die Vesikel auch in der Lage sind, Zellen in vitro zu transfizieren, bevor sie in vivo an
muriner Haut getestet wurden. Um die in vitro Transfektion zu testen, wurden HEK-Zellen
mit ausgewahlten DNS-DC-Chol — Formulierungen transfiziert.

Untersucht wurden nur Ansétze mit SPC, Polysorbat und DC-Chol, nicht jedoch flexible
CTAB-Vesikel, da diese bereits in der physikochemischen Charakterisierung unginstige
Eigenschaften aufwiesen (schnelles GréRenwachstum bereits nach kurzer Zeit). Das grund-
sétzliche Vorgehen bei den in vitro Experimenten war folgendes:

In jedes Loch der verwendeten 24-Loch-Platten wurde ein rundes Glasplattchen gelegt, das
zuvor mit Polylysin beschichtet wurde. Durch das Beschichten mit Polylysin ist gewahrleistet,
dal? die ausgeséten Zellen gut an den Glasplattchen anwachsen kénnen und man die Plattchen
zum Auszéhlen der Zellen direkt unter das Mikroskop legen kann. Einen Tag nach dem Aus-
séen von etwa 50.000 Zellen der Zelllinie HEK 293 in jedes Loch der 24-Loch-Platten wur-
den die zu testenden Formulierungen (s.u.) zupipettiert und einen Tag spater wurden die Glas-
plattchen unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

Die zu testenden Formulierungen wurden folgendermalen hergestellt: In je vier Locher der 24
Loch-Platte wurden dieselben Formulierungen gegeben; pro Platte wurde jeweils eine der
sechs Reihen fir die Negativ-, eine Reihe fur die Positivkontrolle mit dem Transfektionsrea-
genz Fugene® und die verbleibenden vier Reihen fiir die vier verwendeten Gesamtlipidgehalte
verwendet, so dal fir die gesamte unten skizzierte Versuchsreihe 18 Platten verwendet wur-
den. Die Lipidsuspensionen wurden in 500 pl Eppendorf-GefaRe vorgelegt und direkt nach
dem Zupipettieren der DNS fir je 30 Sekunden kraftig gevortext. Da das Verhaltnis von Li-
pidsuspension zu DNS bei den einzelnen Platten konstant gehalten wurde, kam bei der
Verwendung von Lipidsuspensionen mit einem niedrigeren Gesamtlipidgehalt eine entspre-
chend groRere Menge zum Einsatz. Der angegebene Gesamtlipidgehalt bezieht sich demnach
nur auf den Zeitpunkt unmittelbar vor der Zugabe der DNS zu den Lipidsuspensionen und
weicht umso mehr vom tatsachlichen Gehalt ab, je héher er ist. Nach dem Mischen von Lipid-
suspension und DNS wurden die Ansatze etwa 30 Minuten stehen gelassen, bevor die
Mischungen mit Nahrlésung (MEM-Puffer) auf 100 pl aufgefullt und auf jedes der vier L6-
cher 25 ul des jeweiligen Ansatzes verteilt wurden. Bei den Ansatzen, deren Gesamtvolumen
100 pl Uberschritt, wurde der gesamte Ansatz auf die vier Locher verteilt.
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Zum besseren Verstandnis der durchgefuhrten Reihe an Experimenten nochmals der Gesamt-
uberblick tber die durchgefuhrten Experimente:

Formulierung 30/10/5 oder 30/10/8,4 oder 30/20/9,8
Ladungsvehaltnis

1:11,8 1:59
DNS : DC-Chol
DNS 1,6 ug 0,4 ug 0,1 ug 1,6 ug 0,4 ug 0,1 ug
TL [%)] 1015(1/0,2|10|5|1|0,2|10|5|1|0,2({10(5|1|0,2{10(5|1|0,2{10(5(1|0,2

Tabelle 2: Pipettierschema fir die in vitro Experimente mit DC-Chol-DNS-Vesikeln
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5.12 In vivo Experimente mit Mausen

Zur Uberpriifung der in vivo Transfektionseffizienz von mit DNS beladenen kationischen
Vesikeln wurden nur Vesikel aus der DC-Chol-Reihe gewéhlt. Das im Rahmen dieser Arbeit
untersuchte Gewebe war die Haut von NMRI — Mausen, die zu detektierenden fluoreszieren-
den Substanzen waren:

- die Lipidvesikel (SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4 bzw. 30/24/3 und 30/24/6)
- die verwendete DNS  (Plasmid-DNS fur GFP, CFP bzw. red-FP)
- das exprimierte Protein (verschiedenfarbige fluoreszierende Proteine)

Die verwendeten DC-Chol-Vesikel wurden mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-
DHPE markiert. Dazu wurde den flexiblen Vesikeln bei der Herstellung mittels Filmmethode
Rhodamin-DHPE zugesetzt, wobei die Vesikel der Zusammensetzung 30/10/4 einen Gesamt-
lipidgehalt von 5 % aufwiesen, die spéater hergestellten Vesikel der Zusammensetzung 30/24/3
und 30/24/6 einen Gesamtlipidgehalt von 10 %. Die Vesikel der Zusammensetzung 30/10/4
enthielten 1 % [mol/ mol], die Lipidvesikel mit der Zusammensetzung 30/24/3 und 30/24/6
nur 0,07 % [mol/mol] des Fluoreszenzmarkers, jeweils bezogen auf den SPC — Anteil der For-
mulierung. Die niedrigere Konzentration dieses sehr intensiv farbenden Fluoreszenzfarbstoff
erwies sich fir die Mikroskopie der Biopsien als vorteilhafter. Dieser Farbstoff ist fur den
Einsatz der CLSM-Technik besonders geeignet, was bereits bei friheren Experimenten mit
flexiblen Vesikeln gezeigt wurde [89].

Zur Markierung der Plasmid-DNS wurde der blaue Fluoreszenzfarbstoff Cy 5® verwendet.
Um zu verhindern, dal? die Fluoreszenzmarkierung der Plasmid-DNS deren Transfektions-
fahigkeit beeintrachtigt, wurden nur jeweils 10 % (m/m) der eingesetzten Plasmid-DNS ge-
méalR dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll mit dem Farbstoff markiert, die restlichen
90 % der verwendeten DNS waren unmarkiert. Durch die Markierung ist gewéhrleistet, dal
die Lokalisation der DNS im Gewebe durch ihren fluoreszenzmarkierten Anteil mittels CLSM
mdglich ist, durch die Verwendung von unmarkierter DNS wird die grundsétzliche Transfek-
tionsfahigkeit der Plasmid-DNS sichergestellt.

Bei den Experimenten wurden im Falle des Auftrags von reiner DNS oder von DNS-Vesikeln
pro Applikationsstelle immer 40 pg DNS eingesetzt, die verwendete DNS codierte — je nach
Experiment — fur GFP oder CFP oder red-FP, also fiir einen griinen, cyanfarbenen oder roten
Fluoreszenzfarbstoff. Dadurch konnte man — bei Anwesenheit der entsprechenden Farbe in
den Hautzellen — feststellen, daf? das jeweilige Protein exprimiert wurde.
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Zur Herstellung der aufzutragenden Formulierungen wurden zuerst die Lipidvesikel in ein
500 ul Eppendorf-Gefal pipettiert, anschlieRend die DNS. Direkt nach der Zugabe der DNS
wurde das Reaktionsgefal? verschlossen und fur 60 Sekunden kraftig gevortext. Die Her-
stellung der DNS-Vesikel erfolgte etwa zwei Stunden vor deren Verwendung in vivo.

Zur Durchfuhrung der in vivo Experimente wurden weibliche NMRI-Md&use mit einem Ge-
wicht von 30 + 3 g verwendet, die zu Versuchsbeginn narkotisiert wurden. Dazu wurde eine
Mischung aus 6 ml physiologischer Kochsalzlésung, 1 ml Ketavet® 100 und 0,25 ml Rom-
pun® hergestellt, von der pro Gramm Kérpergewicht 10 pl intraperitoneal verabreicht wurden.
Unmittelbar nach dem Eintreten der Narkose wurde das Fell an drei verschiedenen Stellen des
Riickens (direkt im Genick, etwa in der Mitte des Rickens und in der Nahe des Schwanzes)
mit einem Elektrorasierer komplett entfernt. Dal} das Fell dabei nicht verletzt wurde, zeigte
sich anhand der mikroskopischen Untersuchung der entnommenen Biopsien, die mittels kon-
fokaler Laser Scanning Mikroskopie untersucht wurden. Auf die kahlrasierten Stellen wurden
dann die Formulierungen auf eine Flache von jeweils 2-3 cm? pipettiert bzw. intradermal
injiziert. Eine erfolgreiche intradermale Injektion einer Formulierung war an der Bildung
einer Blase direkt unter der Hautoberfldche zu erkennen, d.h. es Idsten sich in diesem Fall
Dermis und Epidermis voneinander. Um das Eintrocknen der aufgetragenen Formulierungen
zu beschleunigen und um eine Unterkihlung der Tiere zu verhindern, wurden die
narkotisierten Tiere wahrend des Eintrocknens der Formulierungen unter eine Infrarotlampe
gesetzt. Wahrend der 60 — 90 Minuten dauernden Narkose konnten die aufgetragenen Sus-
pensionen soweit eintrocknen, dall die DNS-Vesikel ausreichend tief in die Haut penetrieren.
Das Putzverhalten der Tiere nach dem Erwachen aus der Narkose, also die eventuelle
Séuberung der Auftragsstelle, hatte daher keinen EinfluR auf das Versuchsergebnis.

Nach dem kompletten Eintrocknen der aufgetragenen Suspensionen wurden die Méause fir
etwa 42 Stunden in Einzelk&figen gehalten. Nach dieser Zeit wurden die Tiere mittels einer
Uberdosis an Kohlendioxid-Gas euthanasiert. Unmittelbar nach Eintritt des Todes der Tiere
wurden die Applikationsstellen grindlich mit einem feuchten Papiertuch gesaubert und erneut
sorgféltig rasiert, um die wahrend der 42 Stunden nachgewachsenen Haare mdglichst voll-
stdndig zu entfernen. Nachdem diese Haare, die in der nachfolgenden mikroskopischen Unter-
suchung der Praparate stark gestort hatten, ganz entfernt waren, wurden mit einer 3 mm Biop-
siestanze ein bis zwei Gewebeproben pro Applikationsstelle entnommen. Diese wurden direkt
auf einen Objekttréager gelegt und mit einem Deckglaschen abgedeckt, welches an allen vier
Seiten luftdicht mit Tesafilm auf dem Objekttrédger fixiert wurde. Dadurch lieR sich ein
Austrocknen des Praparats bis zu dessen Untersuchung verhindern.
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5.13 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Mit der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) zur Detektion der Fluoreszenzfarb-
stoffe in den entnommenen Biopsien wurde ein Verfahren gewdhlt, das eine gleichzeitige
Lokalisation verschiedener fluoreszierender Substanzen in Geweben ermdglicht, ohne daR das
Gewebe bei der Probenaufbereitung oder wahrend der Detektion veréndert wird.

Mit Hilfe der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie lassen sich mikroskopische Objekte
nicht-destruktiv in sehr diinne optische Schichten ,,schneiden* und dreidimensional darstellen.
Die CLSM ist ein recht neues lichtmikroskopisches bildgebendes Verfahren, das von Marvin
Minsky erfunden und 1980 von Petran und Boyde eingefiihrt wurde [110]. Es hat v.a. im
biologischen Bereich weite Anwendung gefunden und funktioniert folgendermafen:

Detektor

Pinhole in konfokaler Ebene

.

. rr—
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Fokusebene 4

Abbildung 18: Strahlengang im Konfokalen Laser Scanning Mikroskop (nach [111])

Ein Laserstrahl wird durch eine Optik so aufgeweitet, dal} er nach dem Passieren des Kollima-
tors als paralleles Strahlenbiindel von einigen mm Durchmesser auf den Hauptfarbteiler trifft.
Das Strahlenbiindel wird — ahnlich wie beim Fernseher — schrittweise in der x- und in der y-
Richtung abgelenkt, bevor es durch das Objektiv des Mikroskops gelangt. Dieses bildet den
parallelen Strahl in den Brennpunkt des zu untersuchenden Prédparats ab. Das Fluoreszenz-
licht, das vom Préaparat emittiert wird, ist langerwellig als das eingestrahlte Licht und gelangt
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durch die Objektivlinse zuriick zum Hauptfarbteiler. Da dieser nur flr Licht, das langerwellig
ist als die verwendete Anregungswellenlénge, durchldssig ist, kann das reflektierte Licht den
Hauptfarbteiler passieren und wird durch eine Zwischenoptik auf einer kleine Lochblende
(Pinhole) gebiindelt. Diese Lochblende ist so angeordnet, das sie nur Licht aus der gerade
fokussierten Ebene durchléfit. Die Informationen aus der fokussierten Ebene wird durch einen
lichtempfindlichen Detektor (Fotomultiplier), der hinter der Lochblende angeordnet ist, ge-
sammelt; dieser wandelt das einfallende Licht in einen zur Intensitat proportionalen Strom
um, der auf elektronischem Weg erfal3t und als Bilddaten abgespeichert wird. Mit Hilfe eines
Computers, der die Bilddaten der einzelnen Ebenen aufzeichnet, 143t sich aus diesen Einzel-
schnitten ein dreidimensionales Gesamtbild rekonstruieren.

Da das Praparat auch unterhalb und oberhalb der Fokusebene leuchtet, ist es notwendig, durch
apparative Bedingungen dafiir zu sorgen, daR das auf das Objekt einfallende und das von ihm
reflektierte Licht in einer Ebene sind (= konfokal), so dal? das gesamte Licht, das nicht aus der
fokussierten, sondern aus der dariiber- oder darunterliegenden Ebene stammt, eliminiert wird.

Aufgrund des konfokalen Prinzips belduft sich die Intensitét, die mittels CLSM auf dem Bild
zu sehen ist, auf nur 5 — 10 % der Intensitat, die man mit einem normalen Fluoreszenzmikros-
kop erhalt. Um diesen Effekt zumindest teilweise zu kompensieren, enthalten moderne CLS —
Mikroskope zwei Komponenten: Der Einbau von Lasern (= ,,Light Amplification of Stimula-
ted Emission of Radiation®) statt Quecksilberlampen sorgt flr ein sehr helles Licht bei spezifi-
schen Wellenléngen, die fir die Anregung von Fluorochromen relevant sind. AuRerdem dient
der Fotomultiplier der Verstarkung des in verminderter Intensitdt empfangenen Signals. Die
CLSM - Technik ist jedoch nicht geeignet, um schwach fluoreszierende Proben besser unter-
suchen zu kénnen, da bei jedem Scannen die gesamte — ohnehin nur schwach fluoreszierende
— Probe angeregt wird und das unerwiinschte reflektierte Licht erst in der Lochblende ausge-
blendet wird.

Im Rahmen dieser Arbeit standen an der GSF in Neuherberg ein konfokales Laser Scanning
Mikroskop des Typs LSM 510 der Firma Zeiss Jena zur Verfligung, bei dem ein Argon —
Laser mit der Anregungswellenldange 488 nm sowie ein Helium/Neon — Laser mit den Wellen-
ldngen 543 nm und 633 nm verwendet wurde. So war es maoglich, bis zu drei verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe zu detektieren. Als Objektiv wurde eine Linse mit 63facher Vergrofie-
rung und einer numerischen Apertur von 1,4 verwendet.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die Fluoreszenz-Wellenldngen der zu untersu-
chenden Substanzen und die daftr zur Verfiigung stehenden Laser und die eingesetzten Filter:

70



Material und Methoden

Substanz Literaturwerte zur Verflgung stehende ...
)\Exzitation [nm] )\Emission [nm] )\Exzitation [nm] Filter
Rhodamin-DHPE 560 581 543 565 — 650 nm
Cy5°® 649 670 633 > 650 nm
GFP 489 508 488 505 - 550 nm
CFP 434 477 458 480 — 520 nm
PdsRed1-N1 558 583 543 565 — 650 nm

Tabelle 3: Fluoreszenzwellenlangen der zu detektierenden Substanzen

Die mikroskopische Beobachtung der entnommenen Biopsien fand etwa 2 Stunden nach
deren Préparation statt, so da morphologische Veranderungen der Proben, die wéhrend einer

ldngeren Lagerung auftreten konnten, auszuschlieRen sind.
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6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

6.1 Kritische Mizellbildungskonzentration der verwendeten Substanzen

Die Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) ist wichtig, um abschétzen
zu konnen, welche Menge des zugegebenen Detergens sich im Losungsmittel befindet bzw. wie-
viel davon sich in der Vesikelmembran aufhélt und damit zur Flexibilitat der Vesikel beitragt.
Bis zum Erreichen der CMC liegt ein Detergens, das man einer Vesikelsuspension zugibt, vor-
wiegend in Form von in Wasser geldsten Monomeren vor. Wenn die CMC uberschritten wird,
werden die Detergensmolekiile vollstdndig in die Vesikelmembran eingebaut und tragen
dadurch zur Flexibilitat der Vesikel bei. Die CMC von Phospholipiden liegt im Bereich von ca.
10 bis 10 M, die von Detergentien ist aufgrund ihrer besseren Wasserléslichkeit meistens um
viele Zehnerpotenzen grolier.

Die Konzentrationen und MelRwerte der CMC — Bestimmung des Detergens CTAB mit Hilfe
des Farbstoffs DPH sind in Anhang 1 aufgefiihrt; die Auswertung ergibt folgendes Schaubild:

1000 -
800 .
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Fluoreszenzwerte [r.E.]

200 |
.

74.7—7774.4‘7
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10* 10° 10° 10"
Konzentration CTAB [mM]

Abbildung 19: CMC - Bestimmung von CTAB in 50 mM Phosphatpuffer

Schneidet man die daraus resultierenden Geraden
1) y=11,49 (g x + 61,17 sowie y = 2282,86 [1g x + 2009,34

und errechnet aus dem Schnittpunkt der beiden die CMC, ergibt sich fir CTAB in 50 mM Phos-
phatpuffer eine CMC von ca. 0,14 mM. In der Literatur [102] wird die CMC von CTAB mit
1 mM angegeben. Der Unterschied um einen Faktor von etwa 7 dirfte dadurch zustande kom
men, dal’ die CMC - Bestimmung aus der Literatur zwar bei derselben Temperatur (20 — 25 °C)
stattfand wie die im Rahmen der Arbeit durchgefiihrte Messungen, eventuell aber in einem an-
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deren Losungsmittel bzw. bei einer anderen lonenstarke bestimmt wurde. Neben der hier aufge-
fiihrten Bestimmung der CMC in 50 mM Phosphatpuffer wurde die CMC von CTAB auch in
einer 250 mM Lo@sung sowie in einer 500 mM Ldsung bestimmt, was zu Werten von 0,062 bzw.
0,049 mM fiihrte. Wenn der in der Literatur genannte Wert in reinem Wasser als Losungsmittel,
also bei einer lonenstarke von 0, bestimmt wurde, fallt der damit erhaltene CMC-Wert deutlich
hoher aus als bei der Verwendung von 50 mM Phosphatpuffer, was den Unterschied zwischen
Literaturwert und experimentell bestimmtem Wert erkléren wirde.

150+

100+

CMC von CTAB [uM]

50 .\.

0 ;I; T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
lonenstéarke [mM]

Abbildung 20: CMC von CTAB in Abhangigkeit von der lonenstarke

Die Konzentrationen und MeRwerte der CMC — Bestimmung von DC-Chol mit Hilfe der Farb-
stoffe DPH und PNA sind in Anhang 2 aufgefiihrt. Die Auswertung ergibt folgendes Schaubild:

500 PNA

400 ~

300

DPH
200-

Fluoreszenz |[r.E.]

100 -

10™ 10° 10"
Konzentration DC-Chol [uM]

Abbildung 21: CMC - Bestimmung von DC-Chol mit DPH und PNA
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Die Kalibriergeraden fir die beiden Bestimmungen mit DPH (2a und 2b) lauten
2a y= 7,58 (g x + 24,88 sowie y = 415,31 (g x — 282,63
2b y = 1,050g x + 18,65 sowie y = 322,51 (g x — 215,03
Die Kalibriergeraden fir die beiden Bestimmungen mit PNA (3a und 3b) lauten
3a y = 33,75 (g x + 63,89 sowie y = 453,53 [g x — 304,14
3b y =10,75 g x + 43,40 sowie y =947,71 [1g x - 761,00

Bei der CMC-Bestimmung von DC-Chol mit DPH ergeben sich Werte von 5,7 und 5,4 uM,
PNA als Fluoreszenzfarbstoff liefert Werte von 7,5 und 7,2 uM, der Mittelwert dieser vier
Werte liegt also bei etwa 6,4 uM. Vergleicht man die gemessenen CMC-Werte von jedem Fluo-
reszenzfarbstoff einzeln, so unterscheiden sich diese praktisch nicht, die Werte der beiden Farb-
stoffe untereinander differieren nur geringfiigig. Trotz intensiver Literaturrecherche liel sich fir
DC-Chol kein CMC-Wert finden. Da der errechnete Wert der Mittelwert aus vier Messungen
ist, die kaum voneinander abweichen, kann man davon ausgehen, dafl die CMC von DC-Chol
mit der durchgefiihrten Untersuchung hinreichend genau bestimmt wurde.

Die CMC — Werte aller im Rahmen dieser Arbeit aufgefiihrten Substanzen sind in der folgenden
Tabelle nochmals zusammengefaft:

Stoff CMC in 50 mM Quelle
Phosphatpuffer pH 6,5
SPC 2,010 M [101]
DC-Chol 6,4 (10 M Versuch
Polysorbat 80 1,2M0% M [102]
CTAB 1,4 10% M Versuch

Tabelle 4: CMC der in dieser Arbeit verwendeten Stoffe

Die CMC des Detergens CTAB, das als quartdres Amin permanent positiv geladen ist, ist etwa
eine Zehnerpotenz hoher als die CMC des nichtionischen Detergens Polysorbat. Die CMC des
tertiaren Amins DC-Chol liegt in derselben GroRenordnung wie die CMC von Polysorbat, so
dal? Vesikel, die neben SPC noch diese beiden Komponenten enthalten, beim Verdunnen einer
Vesikelsuspension etwa gleich viel Polysorbat und DC-Chol aus der Membran verlieren bzw.
sich beim Aufkonzentrieren gleich viel der beiden Detergentien in der Membran anreichert.

Ob diese Aussage auch flr Experimente gilt, bei denen mit DNS beladene SPC-Polysorbat-DC-
Chol — Vesikel vorliegen, ist nicht sicher, da die Bindung von DNS an die Aul3enseite der DC-
Chol — Vesikel erfolgt und dafiir sorgen konnte, daR diese DNS als ,,Schutzschild” dient, so dai
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beim Verdinnen von DNS-Vesikeln mit Puffer kaum noch DC-Chol austritt. AbschlieRend noch
zwei Beispiele, die den EinfluR der CMC veranschaulichen:

Verdinnt man SPC-CTAB-Vesikel (1,5/1 [mol/mol]) mit einem Gesamtlipidgehalt von 10 %
auf 0,2 %, wie dies fur die Bestimmung der Adsorptionskinetik von DNS an CTAB-Vesikel
durchgefuhrt wurde, so sind bei diesem niedrigen Gesamtlipidgehalt nur etwa 6 % weniger
CTAB - Molekiile in der Membran als bei einem Gesamtlipidgehalt von 10 %. Dies zeigt, dal3
trotz der relativ hohen CMC von CTAB bei einer bis zu 50 fachen Verdinnung der 10 %igen
Vesikelsuspension keine nennenswerte Anderung der Tragerzusammensetzung auftritt.

Geht man von SPC-Polysorbat-DC-Chol — Vesikeln der Zusammensetzung 30/10/4 ([mol/ mol/
mol]) und einer Vesikelsuspension mit 10 % Gesamtlipidgehalt aus, so sind aufgrund der CMC
von DC-Chol nur etwa 0,06 % nicht in die Membran eingebaut. Selbst bei einer Verdinnung
von 1:100, wie sie bei der PartikelgréfRenbestimmung auftritt, liegt der Fehler zwischen einge-
wogener Menge und tatséchlich in der Membran befindlicher Menge DC-Chol aufgrund der
niedrigen CMC nur bei etwa 6 %.

Die Aussage Uber die Vesikelzusammensetzung bei in vivo Experimenten wird erschwert durch
die Tatsache, dal} die CMC von der lonenstarke abhangt (s.0.), d.h. beim Eintrocknen einer
Vesikelsuspension, also einer Erhdhung der lonenstérke, sinkt die CMC von ionischen Deter-
gentien.
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6.2 Charakterisierung von kationischen Lipidvesikeln

6.2.1 SPC-CTAB - Vesikel

Zur Bestimmung des optimalen Verhéltnisses von CTAB zu SPC wurde eine Solubilisierungs-
kurve von SPC aufgenommen, d.h. einer konstanten Menge an SPC wurden steigende Mengen
CTAB zugegeben und die Absorptionen dieser Mischungen bei 550 nm bestimmt. Die Zusam-
mensetzung der Suspensionen und die dazugehdrigen MeRwerte sind in Anhang 3 aufgefuhrt, in
Abbildung 22 ist das Ergebnis grafisch dargestellt:
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Abbildung 22: Solubilisierungskurve von SPC mit CTAB

Die Aufnahme dieser Kurve war v.a. deshalb wichtig, weil Teile dieser Kurve beim Eintrocknen
der flexiblen Vesikel auf der Haut durchlaufen werden. Die Bestandteile der flexiblen Vesikel
sind unterschiedlich wasserldslich, was sich auch in ihrer CMC zeigt (s. 6.1). Die Detergentien
neigen aufgrund ihrer guten Wasserloslichkeit (hohe CMC) besonders stark dazu, beim Ein-
trocknen auf der Haut aus der Losung heraus in die Membran zu wandern. Fur die Phospholi-
pide (niedrige CMC) ist dieser Effekt vernachléssigbar. Somit erhoht sich beim Eintrocknen ei-
ner Suspension aus flexiblen Vesikeln auf der Haut der Detergensgehalt in der Vesikelmembran.
Dies fuhrt im ungunstigsten Fall zu einer Solubilisierung und damit zu einer Zerstérung des
Trégers, wodurch ein Wirkstofftransport nicht mehr moglich ist. Diese Solubilisierung ist auf
alle Falle zu vermeiden, d.h. die Detergenskonzentration bei der Herstellung mull so gewéhlit
werden, dafl} die maximale Triibung der Suspension zum Zeitpunkt des kompletten Eintrocknens
nicht Gberschritten wird.
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Der grundsétzliche Verlauf dieser Kurve erklért sich folgendermalien: Ein Teil des Detergens
wird in die Membran eingebaut; bedingt durch die zunehmende Membranfluktuation werden bei
den entstandenen Mischvesikeln anfangs kleinere Vesikeldurchmesser gemessen als bei den rei-
nen Phospholipidvesikeln, wodurch die Triibung der Suspension zundchst abnimmt. Mit steigen-
dem Detergensgehalt wird die Membran immer flexibler und beginnt Auslaufer zu bilden, was
die Trubung des Systems erhoht. Die Phospholipidmembran kann jedoch nur eine bestimmte
Menge Detergensmolekiile aufnehmen. Wenn diese Grenze einmal erreicht ist, werden die Phos-
pholipidmolekiile von den Detergensmolekilen solubilisiert, wodurch die Tribung des Systems
stark abnimmt. Im konkreten Fall fallt die Absorption der untersuchten Suspensionen bei einem
CTAB/SPC-Verhaltnis von 0,8/1 bis 1,25/1 noch nicht deutlich ab. Der durch die Bildung von
flexiblen Vesikeln verursachte Abfall der Absorption bei einem Verhaltnis von 1,5/1 ist deutlich
zu sehen; in diesem Bereich sind also die besonders deformierbaren Vesikel angesiedelt und das
Verhaltnis 1,5/1 wurde auch fur alle in dieser Arbeit beschriebenen Experimente verwendet. Bei
einem CTAB/SPC-Verhéltnis von etwa 1,75/1 wird der Solubilisierungspunkt von flexiblen
CTAB - Vesikeln erreicht bzw. iberschritten. Der Abstand zwischen dem gewéhlten Verhaltnis
von 1,5/1 und dem solubilisierenden Verhaltnis von etwa 1,75/1 ist relativ gering. Ob dieser
Abstand ausreicht, damit die Vesikel bei einer in vivo — Applikation nicht solubilisieren, héngt
davon ab, bis zu welchem Gesamtlipidgehalt die flexiblen Vesikel beim Eintrocknen auf-
konzentriert werden, bevor sie mit der Penetration durch die Haut beginnen. Dies ist nur durch
ein in vivo — Experiment zu bestimmen.

6.2.2 SPC-Polysorbat-DC-Chol - Vesikel

Fur diese Vesikel wurde ein anderer Weg fir die Formulierungsfindung gewéhlt: Dazu ging
man von SPC/Polysorbat — Formulierungen im Bereich von 3/1 bis 1/1 (jeweils [mol/mol]) aus.
Dann wurde uberprift, wieviel DC-Chol sich in die Membran einarbeiten 1a8t und welche
Konsequenzen dies fiir die Flexibilitat der Vesikel hat. Die Ergebnisse der Flexibilitatstests ver-
schiedener SPC/Polysorbat/DC-Chol - Formulierungen sind in Kapitel 6.6.2 aufgefthrt; die sich
daran anschlieBende Analytik der Vesikel beschreibt Kapitel 6.6.3.2.

77



Ergebnisse und Diskussion

6.3 Aufbereitung der DNS

Die Gelelektrophoresen der verschiedenen Fragmentierungsverfahren wurden mit einer Klein-

bildkamera aufgenommen, was zu schlecht scanbaren Bildern fiihrte, weshalb diese Bilder nicht

direkt fir die Auswertung zu verwenden waren. Daher wurden die Ergebnisse anhand der Lén-

genstandards graphisch aufgearbeitet, was zu folgendem Bild fuhrte:

Langenstandard

Laufrichtung

23,1 kbp

B m
94 kbp ]
6.6 kbp

4.3 kbp

kb

23 kbp
2.0 kbp

1T 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 15

Abbildung 23: Effekte der verschiedenen DNS — Fragmentierungsverfahren

Auf den einzelnen Bahnen wurden folgende Proben aufgetragen:

1
2
3
4.
S.
6
7
8
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.

20 O Aufziehen mit der Hamilton-Spritze
50 O Aufziehen mit der Hamilton-Spritze
100 O Aufziehen mit der Hamilton-Spritze
50 O Filtration durch 80 nm Polycarbonatfilter
100 O Filtration durch 80 nm Polycarbonatfilter
50 O Filtration durch 100 nm Polycarbonatfilter
100 O Filtration durch 100 nm Polycarbonatfilter
100 O Filtration durch 400 nm Polycarbonatfilter
1 Sekunde Beschallen mit der Ultraschallspitze
2 Sekunden Beschallen mit der Ultraschallspitze
3 Sekunden Beschallen mit der Ultraschallspitze®
5 Sekunden Beschallen mit der Ultraschallspitze
10  Sekunden Beschallen mit der Ultraschallspitze
20  Sekunden Beschallen mit der Ultraschallspitze
30 Sekunden Beschallen mit der Ultraschallspitze®

Y Diese DNS diente als ,,lange DNS* zur GréRenmessung von DC-Chol-Vesikeln
2) Diese DNS wurde zur Titration der Vesikel mit DNS verwendet
% Diese DNS diente als ,,kurze DNS* zur GréBenmessung von DC-Chol-Vesikeln
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Aus den verschiedenen Fragmentierungsmethoden der DNS kodnnen folgende Schluf3folgerun-
gen gezogen werden:
- Vortexen sowie das unterschiedlich hdufige Aufziehen mit konventionellen Injektions-
nadeln sind nicht dazu geeignet, die DNS in ausreichend kleine Stiicke zu zerkleinern.

- Sowohl das Bearbeiten der DNS mit dem Handextruder und verschiedenen Filtern, als
auch das mehrfache Aufziehen in eine Hamilton-Mikrospritze zerkleinern die DNS.

- Die resultierende DNS wird umso Kleiner, je haufiger sie geschert wurde bzw. je kleiner
die Poren der verwendeten Filter waren. So flhrte das 50fache Filtrieren der DNS durch
80 nm Polycarbonatfilter ebenso wie hundertmal Aufziehen mittels einer Hamiltonspritze
zu DNS-Fragmenten von etwa 4,4 kbp Léange.

- Waihrend sich die GroRe der DNS auf besagte Weise verkleinern lie3, war die GréRenver-
teilung der DNS durch die Behandlung mit Polycarbonatfiltern oder Hamiltonspritze nicht
wesentlich zu verandern; sie liegt bei beiden Verfahren in der GréRenordnung von etwa
3 -4 kbp.

- Die Beschallung der DNS mit einer Ultraschallspitze hatte den grofiten Effekt auf die
DNS-GroRe und GroRenverteilung: Kurze Beschallungszeiten (Nr. 9 — 11) fiihrten zu
grol3en Fragmenten mit einer breiten Verteilung. Bereits nach fiinf Sekunden Beschallung
(Nr. 12) erhielt man DNS, die in GréRRe und GrolRenverteilung der DNS entsprach, die man
durch die Verwendung des Handextruders nach langer dauernder Behandlung erhalten
hatte. Eine noch langere Beschallungszeit (Nr. 13 — 15) ergab zwar keine ganz scharfen
Banden, da auch hier immer einige Fragmente mit > 2kbp enthalten waren, fiihrte jedoch
zu einer DNS, die kirzer und homogener verteilt war als bei allen anderen Verfahren.

Zusammenfassend 1aRt sich festhalten, daB alle drei genannten Methoden, also Pressen durch
eine Hamiltonspritze oder feine Filter bzw. Ultraschall, bei geeigneter Wahl der Bedingungen zu
vergleichbaren Ergebnissen fuhrten. Deutlich unterschiedlich ist jedoch die gewonnene Menge
der DNS: bei der Verwendung der Hamiltonspritze bzw. von Handextruder und Anopore-Filtern
waren mit einem erheblichen Zeitaufwand Volumina von maximal 0,25 — 1 ml zu gewinnen.
Die Zerkleinerung der DNS mittels Ultraschallspitze ist deutlich schneller und ist auch fiir Pro-
benvolumina bis zu 20 ml anwendbar.

Da die Beschallungsdauer sowie die Geometrie des Geféles, in dem die DNS gel6st ist, die
GroRe der erhaltenen DNS-Fragmente beeinflu3t, muf3te bei der Préparation jeder DNS-Charge
zur Kontrolle ihrer Lange eine Gelelektrophorese durchgefiihrt werden. Rickblickend 1aBt sich
aber sagen, dal} sich die Lange der verwendeten DNS nicht wesentlich auf die PartikelgréRie der
mit DNS beladenen kationischen Lipidvesikel auswirkt. Die Qualitat der mittels Ultraschall zer-
kleinerten DNS ist daher flr die Zwecke der vorliegenden Arbeit ausreichend.
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6.4 Messung der Adsorptionskinetik von DNS an kationische Vesikel

6.4.1 CTAB-SPC - Vesikel

Die Messung der Adsorptionskinetik von DNS an kationische Vesikel wurde durchgefuhrt, um
AufschluR darlber zu erhalten, wie lange die Anlagerung von DNS an die Lipidvesikel dauert
und ob sich die Art der Zugabe, d.h. mehrere kleinere Mengen an DNS oder eine gréliere Menge
DNS, auf das Endergebnis auswirkt. Welche Effekte die Anlagerung von DNS auf die physiko-
chemischen Eigenschaften der entstehenden Komplexe aus DNS und kationischen Lipidvesikeln
hat, wurde dadurch untersucht, da nach der Zugabe unterschiedlicher Mengen DNS mit Hilfe
des Titrators Proben gezogen und diese auf ihre PartikelgroRe und GroRenverteilung (s. 6.5.1)
und ihre Flexibilitat (s. 6.6.1) getestet wurden. Die Kinetikmessungen wurden mit einem Titra-
tor und einer Phototrode durchgefiihrt, wobei Suspensionen zum Einsatz kamen, die einen
Gesamtlipidgehalt von 0,2 % bzw. 0,6 % aufwiesen. Das hatte folgende Grinde:

Grundvoraussetzung fiir einen Transport flexibler, mit DNS beladener positiv geladener Vesikel
durch die Haut ist, daf? sich die Morphologie der Vesikel durch die Anlagerung der DNS nicht
wesentlich &ndert. Daher waren die Versuchsbedingungen so zu wéhlen, dal3 es bei der Zugabe
von ausreichend wenig DNS zu kationischen Vesikeln gelingt, einschalige, mit DNS beladene
Vesikel herzustellen. In der Literatur sind verschiedene morphologische Strukturen von DNS
und kationischen Lipidvesikeln beschrieben, die je nach Untersuchungsmethode zu unterschied-
lichen Strukturen der DNS-Lipidvesikel fiihren (z.B. [56] [112]). Bei den meisten Experimenten
wurde durch die Wechselwirkung der kationschen Lipidvesikel mit anionischer DNS die Vesi-
kelstruktur zum Teil stark verandert (s. Kapitel 4.1.2.4). Die exakten Bedingungen flr den Er-
halt der vesikuldaren Struktur auch nach der Anlagerung von DNS sind nicht bekannt. Grundséatz-
lich miiidten intakte DNS-Vesikel jedoch durch die Verwendung von Vesikeln mit einem mog-
lichst geringen Gesamtlipidgehalt sowie DNS einer ausreichend geringen Konzentration zu er-
reichen sein. Die verwendeten Konzentrationen der DNS und der flexiblen Vesikel sowie die
Lange der DNS-Molekile mussen so gewéhlt werden, dal ein DNS-Molekil nach seinem Erst-
kontakt mit einem Vesikel nur Gelegenheit hat, sich komplett um einen flexiblen Vesikel herum
anzulagern und es keine Moglichkeit hat, Kontakt zu weiteren Vesikeln aufzunehmen. Das redu-
ziert das Risiko, daBR ein DNS-Molekil mehrere flexible Vesikel miteinander verbindet bzw. daf}
Vesikel fusionieren oder der Komplex aus DNS und Vesikel eine komplett neue Morphologie
annimmt.
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Ausgehend von diesen Uberlegungen wurden folgende Ansatze getestet:

Ansatz 1+2: Vorlegen von 40 ml CTAB - Vesikeln (TL 0,2 %); dann Zugabe von 5x je 0,6 mg
DNS, was folgenden Ladungsverhéltnissen (DNS : kationisches Lipid) entspricht:
1:109 / 1:545 / 1:36,3 / 1:27,3 / 1:21.8.

Ansatz 3:  Vorlegen von 40 ml CTAB - Vesikeln (TL 0,2 %); dann Zugabe von insgesamt
2,4 mg DNS in 2 Schritten zu je 1,2 mg DNS, um zu (berpriifen, ob sich die Art
der DNS-Zugabe (4 [0,6 mg bzw. 2 [1,2 mg) auf die Kinetik auswirkt.

Ansatz 4.  Vorlegen von 40 ml CTAB — Vesikeln (TL 0,6 %); dann Zugabe von insgesamt
3,6 mg DNS in 6 Schritten von je 0,6 mg (Ansatz 4), was einem Ladungsverhélt-
nis von 1:327,3 bis 1:65,4 entspricht.

Die MeRwerte der vier Ansdtze im Rahmen der Transmissionsmessung ohne weitere DNS-Zu-
gabe sind in Anhang 4 und Anhang 5 angegeben. Abbildung 24 zeigt die Auswertung der Titra-
tion von Ansatz 1. Die Titration von Ansatz 2 war vom Kurvenverlauf vergleichbar, jedoch
wurde wéhrend der Titration mehr Luft eingerihrt, ebenso wie bei Ansatz 3. Ansatz 4 ist mit
den anderen vergleichbar, die anfangliche Transmission dort betrug aufgrund des héheren Ge-
samtlipidgehaltes jedoch nur etwa 30 %.

DNS - Zugabe (jeweils 0,6 mg)

57 (Vesikel 0,2 % TL: DNS 0,3 mg/ml)
S 50
c
ks
7]
@
=
a 25—
©
|_
(Lufblase im
0 . . . . Strahlengang)
0 1 2 3

Ms [MA]

Abbildung 24: Titration einer CTAB — Vesikelsuspension mit DNS
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Fur die Ansatze 1 und 3, die beide einen Gesamtlipidgehalt von 0,2 % haben, sind die Anderun-
gen der Transmission nach Zugabe von jeweils 0,6 mg DNS in Abbildung 25 grafisch darge-
stellt, die Werte fir Ansatz 2 sind ahnlich zu denen von Ansatz 1 (s. Tabelle 5), so daR dieser
Ansatz nicht extra dargestellt ist. Das entsprechende Ergebnis fir den Gesamtlipidgehalt von
0,6 % (Ansatz 4) ist in Abbildung 27 dargestellt.

CTAB - Vesikel (TL = 0,2 %)

80 Ansatz1 Ansatz 3
| 0,6 mg DNS
) ] 1,2 mg DNS
70 1,8 mg DNS
Epm v ¥  2,4mgDNS
B (;z ;z il B I B R
60 2 R
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Transmission [%]
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X
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My,
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Abbildung 25: Kinetik der DNS — Adsorption an CTAB — Vesikel (TL 0,2 %)

Die Kurven in Abbildung 25 zeigen, daR die Abnahme der Transmission nicht mit dem Ende der
Zugabe der DNS abgeschlossen ist. Das deutet darauf hin, dal sich nach der Adsorption von
DNS an die flexiblen CTAB - Vesikel erst langsam ein Gleichgewicht einstellt. Dabei kdnnte es
sich z.B. um Umlagerungen oder Fusionstendenzen handeln. Durch die MeRwerte l&[t sich, wie
in Abbildung 25 geschehen, eine Exponentialfunktion erster Ordnung legen. Diese hat die

Form: y:Al"e_ﬁ +Y,

Die einzelnen Variablen haben dabei folgende Bedeutung:

y = gemessene Transmission der DNS-Vesikelsuspension zum Zeitpunkt x

A; = Differenz zwischen der Transmission der DNS-Vesikelsuspension zu Beginn des
Experiments und im Gleichgewicht

X = Zeitin Minuten ab dem Beobachtungsbeginn

t; = Geschwindigkeitsrate

Yo = Wert der Transmission im Gleichgewicht
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Die Geschwindigkeitsraten aus der Analyse der Daten der Abbildung 25 sind in der folgenden
Tabelle angegeben:

Ansatz Nr. Geschwindigkeitsrate t; [s*] nach Zugabe von ... DNS
0,6 mg 1,2mg 1,8 mg 2,4 mg 3,0 mg
1 1729+48 | 1287+29 | 107,7+33 | 86,6 + 2,1 -
2 2 132,8+57 | 111,9+5,7 ) 84,0 + 9,4
3 ) 1295+ 1,9 =) 832+2,1 -

Tabelle 5:  Geschwindigkeitsraten der Anlagerung von DNS an CTAB - Vesikel (TL 0,2 %)

Y aufgrund des Einriihrens von Luft nicht zu bestimmen
2 aufgrund zu kurzer Beobachtungszeit (nur 1 Stunde) nicht zu bestimmen

% aufgrund der Versuchsanordnung nicht zu bestimmen

Die bei gleicher DNS-Menge erhaltenen Geschwindigkeitsraten in Tabelle 5 sind gut reprodu-
zierbar und offensichtlich unabhé&ngig von der Art der DNS-Zugabe. Es ist also fir die Gleich-
gewichtseinstellung egal, ob man 4 [0,6 mg DNS oder 2 11,2 mg DNS zu den Vesikeln zugibt.
AuRerdem fallt auf, daf} die Geschwindigkeitsraten mit zunehmender DNS-Menge immer klei-
ner werden. Das deutet darauf hin, dal’ sich der Endzustand immer schneller einstellt, je mehr
DNS verwendet wird. Die Unterschiede zwischen der Zugabe von 2,4 mg DNS bzw. 3,0 mg
DNS sind dann auch nicht mehr signifikant. Tragt man in einem Diagramm die jeweiligen Kon-
stanten logarithmisch Uber der DNS-Menge auf, so ergibt sich folgendes Bild:

100+

Kinetikrate [s”]

1 :r T T T T T T T T

05 10 15 20 25 30

Myns [mg]

Abbildung 26: Geschwindigkeitsraten der DNS — Adsorption in Abhéngigkeit der DNS — Menge
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Dabei zeigt sich, daB die Geschwindigkeitsrate bis zu einem DNS-Gehalt von 2,4 mg DNS kon-
tinuierlich abnimmt, anschlieBend scheint sie sich auf diesem Wert zu stabilisieren. Um zu tber-
priifen, ob dieser Endwert der Geschwindigkeitsrate vom Gesamtlipidgehalt der flr die Titration
verwendeten Vesikel abhéngt, wurde Ansatz 4 gewéhlt, bei dem CTAB-Vesikel mit einem
Gesamtlipidgehalt von 0,6 % vorgelegt und mit DNS einer Konzentration von 0,3 mg/ml titriert
wurde. Das Schaubild der dazugehdrigen Geschwindigkeitsraten sieht folgendermalien aus:

CTAB - Vesikel (TL = 0,6 %)

30—Io - DNS [mg]
e 12
—_ i\ 4
S \ 1,8
[ v v
S v v
2207 * & 2,4
2 N
5 * - .
S 14« 3,0
= <
< <
20;; < 3,6
0 20 40 60

Zeit nach DNS-Zugabe [min]

Abbildung 27: Kinetik der DNS — Adsorption an CTAB — Vesikel (TL 0,6 %)

Daraus ergebend sich folgende Geschwindigkeitsraten:

Zugabe von ... mg DNS 0,6 1,2 1,8 2,4 3,0 3,6
Geschwindigkeitsrate [s'] | ” |686+86|564+31|560+46|579+36 | 554+0,8

Tabelle 6: Kinetik der Anlagerung von DNS an CTAB - Vesikel (TL 0,6 %)

Y nicht bestimmbar, da Luft in das System eingeriihrt wurde

Ab einer Menge von 1,8 mg DNS sind alle Werte gleich. Die charakteristische DNS-Adsorp-
tionskinetik zeigt, daR sich das Gleichgewicht nach der DNS — Anlagerung an die CTAB-
Vesikel bei einem Gesamtlipidgehalt von 0,6 % schneller einstellt als bei einem Gesamtlipidge-
halt von 0,2 %. Tragt man in einem dreidimensionalen Diagramm die Kehrwerte der Geschwin-

digkeitsraten gegen die DNS-Mengen und den Gesamtlipidgehalt auf, so zeigt sich die Existenz
eines solchen Plateaus deutlicher:
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Abbildung 28: DNS-Adsorptionskinetik in Abhangigkeit von TL und DNS — Menge
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6.4.2 SPC-Polysorbat-DC-Chol - Vesikel

Aufgrund der SchluRfolgerungen aus der DNS-Adsorptionskinetik — Messung bei flexiblen
CTAB-Vesikeln wurden die SPC-Polysorbat-DC-Chol — Vesikel (30/10/5 [mol/mol/mol]) zu-
néchst mit einem Gesamtlipidgehalt von 1 % hergestellt. Ausgehend von dieser Formulierung
wurde die Vesikelsuspension mit Phosphatpuffer auf einen Gesamtlipidgehalt von 0,2 % ver-
dinnt und dann schrittweise mit DNS titriert. Dabei nahm die Transmission der Vesikelsuspen-
sionen nach wiederholter Zugabe von DNS ab, was bereits von der Titration der CTAB-Vesikel
bekannt war. Bei der sich anschlieenden Transmissionsmessung ohne weitere Zugabe von
DNS war bei der Zugabe von 3x je 0,27 mg DNS (DNS:Lipid — Ladungsverhaltnis 1:23,6 bis
1:7,9) jedoch wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraums von 90 Minuten keine signifikante
Abnahme der Transmission festzustellen. Erst nach der Zugabe von insgesamt 1,35 mg DNS,
was einem DNS:Lipid — Ladungsverhaltnis von 1:1,2 entspricht, war die von den CTAB-
Vesikeln bekannte DNS-Adsorptioniskinetik zu beobachten.

Ladungsverhaltnis

] DNS:Lipid
0y um = = [ | [ | [ m 1:236
40550 o o o) o o o 1:11,8
S
_5 201 1. 7,9
n -
0
£
0
S
=
1. 1,2
5 T T T T T T T
0 30 60 90

Zeit nach DNS-Zugabe [min]

Abbildung 29: Kinetik der DNS — Adsorption an SPC-Polysorbat-DC-Chol-Vesikel (TL 0,2 %)

Fur die grundsétzliche Vergleichbarkeit der Titration von CTAB — und von SPC-Polysorbat-
DC-Chol - Vesikeln sorgten die Titrationsbedingungen: der Gesamtlipidgehalt der beiden Vesi-
kelsuspensionen war identisch, die Konzentrationen der verwendeten DNS-Ldsungen anndhernd
gleich (0,3 mg/ml bzw. 0,25 mg/ml). Die Ladungsverhaltnisse Lipid zu DNS waren fir CTAB-
und DC-Chol - Vesikel jedoch unterschiedlich: Nach der Zugabe von insgesamt 0,6 mg DNS zu
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den flexiblen CTAB-Vesikeln lag das Ladungsverhaltnis mit 109 : 1 deutlich Gber dem Wert fir
die SPC-Polysorbat-DC-Chol — Vesikel (11,8 : 1). Nimmt man an, daB sich das Gleichgewicht
der DNS-Adsorption im Laufe einer Titration in Richtung eines Ladungsverhéltnisses von 1:1
immer schneller einstellt, miRte sich das Gleichgewicht bei der Titration der DC-Chol - Vesikel
sofort nach dem Ende der DNS-Zugabe eingestellt haben. Dem widerspricht jedoch Abbildung
29, da dort erst bei einem Ladungsverhaltnis von nahezu 1:1 die charakteristische DNS-Adsorp-
tionskinetik zu beobachten war, aber nicht bei den niedrigeren Ladungsverhaltnissen (1:23,6 bis
1:7,9).

Die wahrscheinlichste Erklarung fur die Tatsache, dal} die Transmission der SPC-Polysorbat-
DC-Chol — Vesikel ohne weitere Zugabe von DNS bei geringen DNS-Mengen nicht merklich
abnimmt, ist die Anwesenheit von Polysorbat in der Doppelmembran. Dieses Detergens
verhindert die Anlagerung von DNS an die kationischen Vesikel nicht vollstandig, was die
zunehmende Trubung der Vesikelsuspension bei DNS-Zugabe zeigt. Das Detergens konnte
jedoch eine Art ,,mechanischer Puffer” sein, der eine Fusion oder eine Umorganisation von DNS
nach dem ersten Kontakt zwischen DNS und einem Vesikel verhindert. Ausgehend von dieser
Beobachtung wurden SPC-Polysorbat-DC-Chol — Vesikel mit einem hoéheren TL — Gehalt
entwickelt.
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6.5 Grolenmessung der Vesikel mittels Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Durch die Vesikelgrolienmessung sollte festgestellt werden, ob die DNS-Vesikel-Komplexe sich
von den reinen Vesikeln unterscheiden, sofort nach der DNS-Zugabe oder nach einer langeren
Lagerung. Zur Bestimmung der Vesikelgrolie wurde das Prinzip der PCS verwendet.

6.5.1 SPC-CTAB — Vesikel

Jeweils nach der Zugabe von 0,6 mg DNS zu 40 ml CTAB-Vesikeln wurden Proben gezogen.
Die darin enthaltenen CTAB-DNS-Vesikel wurden auf die GroRe (dicke Linien/Punkte) sowie
den Polydispersitatsindex (diinne Linien/Punkte) untersucht. Anhang 6 enthélt die Werte dieser
Messungen, Abbildung 30 die grafische Auswertung der VesikelgroRe in Abhangigkeit von der
Zeit:

Ladungsverhaltnis DNS:Lipid

0 1:109 1:55 1:36 1:27 1:22
200 20
—a—Tag 0
—e—Tag 1 . . <>]<)
. 41,55
150 7
—_ | 0
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D: 1 T Z
(@]
05 2
58 4/, T T v T v T 0,0
0 3
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Abbildung 30: GrofRe und Polydispersitatsindex von CTAB-DNS — Vesikeln (TL = 0,2 %)
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Man sieht folgendes:

- Radius und Polydispersitatsindex steigen mit zunehmender DNS-Menge an; das Wachs-
tum ist anndhernd linear.

- Radius und PI der mit DNS beladenen Vesikel sind in etwa proportional zueinander.

- Wihrend der Pl von CTAB-Vesikeln ohne DNS mit 0,1 noch einen akzeptablen Wert
aufweist, wéchst dieser spétestens nach der Zugabe von 1,2 mg (entspricht einem
DNS:Lipid — Ladungsverhéltnis von 1:54,5), auf einen sehr hohen Wert. Bereits einen
Tag nach der DNS-Zugabe haben alle Vesikelsuspensionen einen viel zu hohen PI.

- Pls und Radien der DNS-CTAB-Vesikel sind bereits einen Tag nach dem Mischen von
Vesikeln und DNS um etwa 20 % angestiegen.

Das rasche Anwachsen der Pls deutet auf eine eventuelle Fusion der mit DNS beladenen
Vesikel hin. Das PartikelgroRenwachstum lai3t &hnliche SchluRfolgerungen zu. Insgesamt besté-
tigt die GrolRenmessung der mit DNS beladenen CTAB-Vesikel die bereits bei der Bestimmung
der Adsorptionskinetik gemachte Beobachtung, dal? diese Trager aufgrund ihrer nicht steuerba-
ren Aggregations- bzw. Fusionsneigung fir eine in vivo Anwendung nicht in Frage kommen.

6.5.2 SPC-Polysorbat-DC-Chol - Vesikel

Mit Vesikeln aus SPC/Polysorbat/DC-Chol in den molaren Verhaltnissen 30/10/4 wurde eine
Versuchsreihe durchgefihrt, bei der der EinfluR folgender Parameter auf Gréfie und PI der
DNS-Vesikel untersucht wurde:

- verschiedene GroRen der verwendeten DNS (kurze, lange und Plasmid-DNS)
- verschiedene Gesamtlipidgehalte (10 %, 5 % und 1 % TL)
- verschiedene Mengen DNS (= Ladungsverhéltnisse kationisches Lipid zu DNS)

Das Pipettierschema, das den untersuchten DNS — Vesikeln zugrunde liegt, ist fiir alle verwen-
deten DNS - Sorten (kurze, Plasmid- und lange DNS) identisch und in Anhang 7 angegeben.
Durch die Zugabe von DNS wurden die Vesikel mit urspringlich 10 % TL auf etwa 6,5 % ver-
diinnt, bei den anderen TL — Gehalten fallt die Abnahme des TL — Gehaltes kaum noch ins
Gewicht. Die DNS — Vesikel wurden bei 2 — 8 ° C gelagert und in Abstdanden von je einem Mo-
nat wurden sie bezlglich GrolRe und PI charakterisiert. Anhang 8 enthalt die Werte der Messun-
gen direkt nach dem Mischen, Anhang 9 die MelRwerte der mit Plasmid-DNS beladenen Vesikel
zu verschiedenen Zeiten. Abbildung 31 und Abbildung 32 geben die Ergebnisse dieser Untersu-
chungen wieder. Da die Ergebnisse mit TL 5 % und TL 1 % mit den Resultaten der Melireihe
mit einem Gesamtlipidgehalt von 10 % vergleichbar sind, sind in den beiden Abbildungen nur
die Ergebnisse mit 10 % Gesamtlipidgehalt dargestellt.
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Abbildung 31: Radien und PI verschiedener DNS-DC-Chol - Vesikel direkt nach dem Mischen

Radien mit Plasmid-DNS und 10 % TL Pl mit Plasmid-DNS und 10 % TL

Zeit nach — 0,20 o 124
d. Mischen w

— = % 95

= [Tage] » SN Bl

£ 151 36 5 0154 R

4] 2 61 £ e
e .

o] # 95 % 4 .'7/

E 0 £ 0,107 ; “a 0

= 2 >0 P

S 2 ;o7 Zeit nach

o S | H

o 35 : d. Mischen

(] E .

= S 124 P 0.05 * L [Tage]

g g y_%

) CCD pi \ié/

T 2 0,00 /

<L % ! P o

R 2 INeg
S \ I \ -0,05 \ \ \
0 1:47 1:24 1:12 0 1:47 1:24 1:12
Ladungsverhéltnis DNS:DC-Chol Ladungsverhéltnis DNS:DC-Chol

Abbildung 32: Anderung von Radius und Pl von DC-Chol — Vesikel (TL 10 %) mit Plasmid — DNS
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Die Auswertung dieser Mef3reihen zeigt folgendes:

- Vesikelradius und Polydispersitatsindex stiegen beide mit zunehmender DNS-Menge,
ahnlich wie im Fall von CTAB-DNS - Vesikeln.

- Der Radius der DNS beladenen Vesikel stieg im Beobachtungszeitraum nie Gber das
V2-fache des Anfangswertes an, so daR eine Fusion der mit DNS beladenen Vesikel
ausgeschlossen werden kann.

- Die Pls stiegen zwar im Lauf der Beobachtungszeit und mit steigendem DNS-Anteil,
waren jedoch im Vergleich zu den Pls, die beim Vermessen der mit DNS beladenen
CTAB-Vesikel erhalten wurden, viel kleiner.

- Der Gesamtlipidgehalt der verwendeten Suspension hatte keinen wesentlichen Ein-
flul auf die resultierenden Radien/ Pls (s. Anhang 8).

- Kurze (< 1 kbp) und lange (> 12 kbp) lineare DNS fihrt zu gréReren Radien/ Pls als
Plasmid-DNS. Dies ist fur die lange DNS nachvollziehbar. Die Vesikelvergréf3erung
durch kurze DNS im Vergleich zur Wirkung der Plasmid-DNS ist eventuell dadurch
zu erkldren, dal diese DNS durch die lange Beschallung zwar fast nur Bruchstiicke <
1 kbp enthalt, aufgrund der relativ breiten Bande jedoch auch einige wenige Bruch-
stiicke, die groRer sind (s. Abbildung 23, Bande 15); diese kdnnten dazu fuhren, daf3
Radien und PlIs der mit kurzer DNS hergestellten Vesikel groRer sind als bei den
Vesikeln, die mit Plasmid-DNS versetzt wurden.

- Der Partikelradius nimmt bereits bei unbeladenen Vesikeln im Laufe der Zeit zu; ein-
mal gebildete DNS-Vesikel wuchsen im Beobachtungszeitraum kaum noch.

Diese Beobachtungen lassen folgende SchluRfolgerung zu:

Vesikel aus SPC/Polysorbat/DC-Chol in den molaren Verhaltnissen 30/10/4 sind in der Lage,
DNS zu binden, wobei sich eine DNS-Zugabe bis zu einem Ladungsverhéltnis von 1:47 (DNS:
DC-Chol) Uber einen Zeitraum von mindestens 4 Monaten kaum auf die Partikelgréfie auswirkt.
Die geringste Zunahme in Partikelradius und Polydispersitatsindex tritt bei der Verwendung von
Plasmid-DNS ein, was fir in vivo Untersuchungen auch die einzig relevante DNS darstellt. Der
Grund fur das Partikelwachstum der nicht mit DNS beladenen Vesikel aus SPC, Polysorbat und
DC-Chol wére in weiteren Versuchen noch zu untersuchen.

An die Grolenmessung der mit DNS beladenen Vesikel schlof? sich ein Penetration Assay an.
Die Resultate dieser Untersuchung lieen beflirchten, dal die mit DNS beladenen Vesikel fir
die in vivo Applikation von DNS-Vesikeln zu rigide ist. Daher wurde zu einem spateren Zeit-
punkt eine Formulierung mit gleicher Einwaage an DC-Chol, weniger SPC und mehr Polysorbat
abgeleitet. Dabei wurde mit der Zusammensetzung 30/24/6 eine Kombination gewéhlt, die pro
VVolumeneinheit dieselbe Menge DC-Chol enthalt wie die Formulierung 30/10/4. Die Formulie-
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rung 30/24/3 enthielt nur halb so viel DNS wie die beiden 0.9. Vesikel und sollte dadurch noch
flexibler sein. Um sicher zu gehen, dal3 Vesikel, die kein kationisches Detergens enthalten, bei
der Zugabe von DNS ihre GroRe nicht &ndern, wurde zur Kontrolle auch ein DC-Chol freier
Ansatz (30/24/0) hergestellt. Direkt nach der Filtration wurden GrolRe und Pl dieser Vesikel
gemessen. Zwei Tage danach wurden die Radien und Pls dieser Vesikel erneut gemessen, was
zu folgendem Ergebnis fuhrte:

I direkt nach der Herstellung I direkt nach der Herstellung
125 M zwei Tage spater 0,4 -l zwei Tage spater
[ zwei Tage + erneute Filtration | zwei Tage + erneute Filtration
— 2 0,3-
£ ™
=S )
2 =
S ] 4
8 g 2
2 2
E g’-{ 0,1
a8 g ,
o 4
* d
- 0,0-
30/24/0 30/24/3 30/24/6 30/24/0 30/24/3 30/24/6
Formulierung Formulierung

Abbildung 33: Radius und PI der 30/24/z — Formulierungen kurz nach der Herstellung

Dies zeigt, dal3 Partikelradius und PI beider DC-Chol-haltigen Formulierungen wahrend der
zwei Tage nach der Herstellungsfiltration zunahm. Bei der Formulierung 30/24/6 war bereits der
anfangliche Pl mit 0,08 etwas hoher als bei den anderen beiden Vesikelsuspensionen. Bei der
Formulierung 30/24/3 beschrankte sich das Ansteigen wéhrend der ersten zwei Tage im Wesent-
lichen auf den Radius. Die Anderungen lieRen sich in beiden Féllen durch eine erneute Filtration
wieder riickgangig machen, wie Abbildung 33 zeigt.

Nach diesen Messungen wurden allen drei Formulierungen unterschiedliche Mengen Plasmid-
DNS zupipettiert und anschlieend Radius und Pl gemessen. Nach etwa 2 Monaten Lagerung
dieser Vesikel bei 2 — 8 °C wurden diese Grol3en erneut gemessen. Dabei ergab sich folgendes:
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Abbildung 34: Partikelradien von SPC/Polysorbat/DC-Chol — Vesikeln verschiedener Zusammenset-
zung in Abhéngigkeit von der Zeit nach DNS-Zugabe

- Die zur Kontrolle hergestellten Vesikel ohne DC-Chol (30/24/0) zeigten wie erwartet
auch bei der Zugabe von DNS keinerlei Zunahme in Partikelradius und P, weder direkt
nach dem Mischen, noch etwa 2 Monate spéter.

- Durch den bei den 30/24/z — Formulierungen erhéhten Anteil an Polysorbat fallt das
Wachstum der DNS-Partikel mit steigender DNS-Menge weit weniger deutlich aus. Dies
geht im Fall der Formulierung 30/24/3 sogar so weit, daR bei keinem der getesteten La-
dungsverhéltnisse ein Partikelwachstum nachzuweisen war, weder direkt nach der Her-
stellung, noch nach einer Lagerung von etwa zwei Monaten. Dies dirfte, wie bereits ver-
mutet, daran liegen, daR die Verwendung einer gréReren Menge Polysorbat ein Wachs-
tum der DNS-Lipidvesikel noch stérker verhindert.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dal? die entwickelten Formulierungen 30/24/3 und 30/24/6
im Vergleich zur 30/10/4 — Zusammensetzung in Bezug auf das Wachstum von PartikelgroRe
und Polydispersitatsindex etwas schlechter abschneiden. Die Formulierung 30/24/3 weist beli
akzeptablem Pl selbst beim hochsten getesteten DNS:DC-Chol — Verhéltnis kein
nennenswertes Wachstum des Partikelradius auf. Diese Formulierung ist daher fur in vivo
Versuche gleich gut geeignet wie die zuvor entwickelte Formulierung 30/10/4. Aufgrund des
weitgehend reversiblen Anwachsens von PartikelgroRe und PI bei den reinen Vesikeln (s.
Abbildung 33) wurden die Vesikel der Zusammensetzung 30/24/3 und 30/24/6 direkt vor den
in vivo Versuchen so oft filtriert, bis der P1 < 0,1 war.
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6.6 Penetration Assay

Der Penetration Assay (PA) stellt eine Moglichkeit zur physikochemischen Charakterisierung
von Vesikelsuspensionen dar und erlaubt Aussagen tber die Flexibilitat der getesteten Vesikel-
suspensionen. Die entscheidenden Unterschiede zwischen diesem Modell und dem Verhalten
flexibler Vesikel auf der Haut sind, daR beim Penetration Assay ein hydrostatischer Druck ange-
legt wird, sich die Konzentration und die Zusammensetzung der Vesikelsuspension wéhrend der
Durchfuhrung des Experiments nicht dndert und dal} die Poren von Anfang an eine konstante
Breite haben. Beim Eintrocknen auf der Haut hingegen ist die Hydrotaxis entscheidend; aul3er-
dem &ndert sich die Konzentration der Tragersuspension wéhrend des Experiments, was auf-
grund der CMC auch zu einer verénderten Zusammensetzung der Trager fihrt. Zudem 6ffnen
sich die Poren in der Haut erst durch die Einwirkung von flexiblen Vesikeln. Aus diesem Grund
sind Ergebnisse, die mit Hilfe des Penetration Assays gewonnen wurden, nicht auf die Verhélt-
nisse fiir in vivo Versuche auf der Haut tbertragbar.

6.6.1 SPC-CTAB - Vesikel

Fur die Flexibilititsmessung mit CTAB — Vesikeln wurden Suspensionen mit verschiedenen
Gesamtlipidgehalten getestet. Da sich nur Vesikel mit demselben Gesamtlipidgehalt ungefahr
vergleichen lassen, sind in der folgenden Abbildung nur die getesteten flexiblen CTAB — Vesi-
kel mit 10 % TL sowie die entsprechenden nichtionischen bzw. anionischen flexiblen Vesikel
dargestellt.
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Abbildung 35: relative Penetrationsféahigkeit von CTAB — Vesikeln
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Dabei stellte sich heraus, daR die kationischen und anionischen flexiblen Vesikel in vitro etwa
die gleichen Penetrationseigenschaften haben, die nichtionischen Vesikel sind — wie die
Linksverschiebung dieser Kurve zeigt — flexibler. Dies zeigt, da die Herstellung von
kationischen flexiblen Vesikeln grundsétzlich maoglich ist.

Bevor die mit DNS beladenen CTAB — Vesikel dem Penetration Assay unterworfen wurden,
muBte das Penetrationsverhalten einer reinen DNS-LGsung getestet werden. Dabei war beim
Einsatz der tblicherweise verwendeten 30 nm Filter ein Verlust an DNS im Filtrat festzustellen.
Erst der Einsatz eines Filters mit 50 nm Porendurchmesser erlaubte eine gute Passage der DNS-
Losung durch die Poren. Damit die Unterscheidung zu starren Liposomen weiterhin moglich
war, wurden Vesikel gewdhlt, die deutlich groRer sind als der Porendurchmesser. Dadurch ist
sichergestellt, dal nur ausreichend verformbare Vesikel, nicht jedoch Liposomen penetrieren
konnen [107]. Da die getesteten DNS-CTAB-Vesikel einen Durchmesser von etwa 180 nm auf-
wiesen, die PorengroRRe des verwendeten Filters jedoch nur 50 nm betrug, konnte der modifizier-
te Penetration Assay durchgefiihrt werden.

Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis eines Penetration-Assays von CTAB — Vesikeln mit
einem Gesamtlipidgehalt von 0,2 % und 1,8 mg DNS.
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Abbildung 36: Penetration von CTAB - Vesikeln mit und ohne DNS
Die mit DNS beladenen Vesikel penetrieren etwa zwanzig Mal schlechter (Vergleich der Werte
bei 0,2 MPa und 0,5 MPa). Dabei stellt sich die Frage, ob bzw. wieviel der Vesikel und der

DNS bei der Passage der 50 nm Poren verloren gehen, was in Kapitel 6.6.3.1 im Rahmen der
Analytik der beiden Bestandteile untersucht wird.
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6.6.2 SPC-Polysorbat-DC-Chol - Vesikel

Bei der Messung der Adsorptionskinetik von DNS an flexible CTAB-Vesikel wurden diese von
10 % auf einen Gesamtlipidgehalt von 0,2 % bzw. 0,6 % verdlinnt. Da selbst bei diesen geringen
TL — Gehalten nach kurzer Zeit ein deutliches PartikelgroRenwachstum festzustellen war, was
auf eine Fusion hindeutet, wurden die Vesikel aus SPC, Polysorbat und DC-Chol direkt, d.h.
ohne einen Verdinnungsschritt, mit einem TL — Gehalt von 1 % hergestellt. Dadurch soll die
Fusionsgefahr minimiert werden.

Die Ergebnisse des Penetration-Assays der vier Formulierungen aus SPC/Polysorbat/DC-Chol
mit den Zusammensezungen 30/10/5, 30/10/8,4, 30/20/8,4 und 30/20/9,8 sowie der Vergleichs-
suspension ohne DC-Chol (SPC/Polysorbat 30/10) mit einem TL — Gehalt von 1 % sind in der
folgenden Abbildung zu sehen. Alle Formulierungen wurden durch einen 30 nm Filter filtriert:

(SPC/Polysorbat/DC-Chol; TL = 1 %)
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Abbildung 37: Penetration von DC-Chol — Vesikel unterschiedlicher Zusammensetzung

Bei der Durchfihrung des Penetration — Assays war festzustellen, daR die Fluf3rate der DC-
Chol-haltigen Formulierungen wahrend der Durchfiihrung des Experiments abnahm. Dieser
Effekt flhrte zu einem Filterkuchen aus glitzernden DC-Chol — Nadeln und war umso deutli-
cher, je mehr DC-Chol in der Formulierung enthalten war. Grundsétzlich kann eine abnehmende
FluRrate bei der Filtration einer Vesikelsuspension mehrere Ursachen haben: zu steife Vesikel,
eine nicht ausreichend monodisperse Verteilung, mehrschalige Vesikel, all dies sind Griinde, die
zu einem Verstopfen der Poren und damit zur Abnahme der FluRrate fiihren. Eine nachtrégliche

Untersuchung ergab, daR die Menge DC-Chol, die sich in die Membran einlagern kann, be-
grenzt ist.
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Vergleicht man die einzelnen Penetrationskurven miteinander, so stellt man fest, dal3 der Zusatz
von DC-Chol die Membran versteift (Vergleich von Ansatz 30/10/0 mit 30/10/5 oder 30/10/5
mit 30/10/8,4 und 30/20/9,8). Die Verwendung von Polysorbat kompensiert diesen Effekt teil-
weise, wie die Formulierungen 30/10/8,4 und 30/20/8,4 zeigen. Im Vergleich zu den reinen
Polysorbat — Vesikeln (SPC/Polysorbat 30/10), die als Kontrolle mit aufgeftihrt sind, haben alle
hergestellten Ansdtze eine geringere Penetration, der Einbau von DC-Chol in die Membran
macht die DC-Chol-haltigen Vesikel also rigider.

Aufgrund der Ergebnisse der Grélienmessung wurden zu einem spateren Zeitpunkt die Formu-
lierungen mit der Zusammensetzung 30/10/4 sowie 30/24/3 und 30/24/6 [SPC/Polysorbat/DC-
Chol] und einem Gesamtlipidgehalt von 10 % hergestellt und mit DNS kombiniert. Flr die
Durchfiihrung eines Durchgangs beim Penetration Assays werden mindestens 5 ml Vesikelsus-
pension bendtigt. Eine einigermalen verlaRliche Aussage bezuglich der Vesikelflexibilitat 1aRt
sich erst ab etwa drei Durchgéngen treffen, was etwa 20 mg Plasmid-DNS notwendig macht.
Anstelle eines Penetration Assays wurden daher jeweils nur 300 — 400 pl der o0.g. Vesikelsus-
pensionen verwendet, denen DNS zupipettiert wurde. Diese DNS-Lipidkomplexe wurden in die
Filterkerze geflllt und unter Stickstoffdruck durch die Poren geprelit. Die Proben vor und nach
der Passage der Filter wurden gesammelt und auf die Bestandteile SPC, Polysorbat, DC-Chol
und DNS analysiert (s. Kapitel 6.6.3.2).
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6.6.3 Analytik der Vesikel

Die Analytik der verschiedenen Tragersysteme mit und ohne DNS war notwendig, um zu be-
stimmen, ob bzw. in welchem Umfang einzelne Vesikelbestandteile oder DNS nach der Filtra-
tion der jeweiligen Formulierung verlorengegangen sind. Zur Analytik der einzelnen Bestand-
teile wurden ausschlieRlich photometrische Verfahren verwendet, da diese mit einem geringen
Zeitaufwand verbunden sind und eine ausreichend hohe Genauigkeit aufweisen.

6.6.3.1 SPC-CTAB - Vesikel

Die Herstellung und der Penetration-Assay von nicht mit DNS hergestellten flexiblen CTAB-
Vesikeln wies keine Besonderheiten auf, weshalb fir die reinen CTAB-Vesikel keine Analytik-
methode entworfen wurde.

Notwendig wurde die Analytik jedoch fur die Bestimmung des Gehaltes an flexiblen Vesikeln
und DNS nach der Passage einer CTAB-DNS-Suspension durch 50 nm Polycarbonatporen.
Dazu wurde die Absorption einer Vesikelsuspension bei 232 nm und 260 nm sowie einer reinen
DNS-L6sung bei 232 nm und 260 nm bestimmt; beide wurden dazu in einer 1:1 Mischung aus
Isopropanol und Phosphatpuffer gelést. Daraus wurden, wie in Kapitel 5.10.1.1 angegeben, die
spezifischen Absorptionen der beiden Bestandteile bei den jeweiligen Wellenldangen bestimmt
und anhand dieser Werte die Wiederfindungsraten von DNS und flexiblen Vesikeln bei den je-
weiligen Dricken.
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Anhang 11 enth&lt die MeRBwerte dieser Bestimmung. Daraus errechnen sich folgende spezifi-
sche Absorptionen von DNS und Vesikelsuspension bei 232 nm und 260 nm:

A" susp. 232 0m = (0,234/150 pl + 0,523/350 pl + 0,763/500 ul) = 1,5268 (10 ul™
A’susp. 260nm = (0,037/150 pl + 0,083/350 pl + 0,125/500 ul) = 2,4460 (10 ul™
A'ons2320m = (0,048/150 pl + 0,108/350 pl + 0,160/500 pl) = 3,1619 (10 pl™
A'ons260nm = (0,110/150 pl + 0,257/350 pl + 0,374/500 pl) = 7,3854 (10 pl™

Die Absorptionen des jeweils anderen, stérenden Bestandteils betragen bei 232 nm etwa ein
Funftel und bei 260 nm etwa ein Drittel der erwilnschten Absorption. Die errechneten Mengen
fur DNS und Vesikelsuspension haben daher einen gewissen Fehler, wie auch die folgende
Tabelle fir den Fall der DNS-Vesikel vor dem PA zeigt, wo als Wiederfindung statt der zu
erwartenden 2 1100 % nur 89,3 % und 109,9 % angegeben sind. Die weiteren Mel3werte geben
die Gehalte an DNS und flexiblen Vesikeln nach der Passage von 50 nm Poren an:

Formulierung Wiederfindung Vesikel [%] | Wiederfindung DNS [%6] ¥
DNS-Vesikel vor Filtration 89,3+14 1099+ 2,1
DNS-Vesikel 0,2 MPa 81,1+31 447+ 25
DNS-Vesikel 0,5 MPa 89,1+6,0 58,9+47
DNS-Vesikel 1,0 MPa 89,2+1,8 91,3+1,0

Tabelle 7: Wiederfindung von CTAB-Vesikeln und DNS nach Filtration durch 50 nm Poren

Y Zur Berechnung dieser Werte wurden die Gleichungen 1.” und I1.” verwendet (s. 5.10.1.1)

Die Vesikel sind somit selbst bei dem niedrigsten Druck von 0,2 MPa zu > 90 % im Filtrat zu
finden (bezogen auf den Wert der DNS-Vesikel vor dem Penetration-Assay). Im Fall der DNS
ist die Wiederfindung stark druckabhangig und selbst bei 1 MPa sind nur etwa 80 % der DNS
(bezogen auf den Wert der DNS-Vesikel vor dem Penetration-Assay) im Filtrat zu finden.

Diese Wiederfindungsraten zeigen, dal} die getestete Formulierung von DNS-CTAB - Vesikeln
noch nicht optimal ist. Die flexiblen Vesikel selbst penetrieren die Poren zwar recht gut, aber es
tritt ein Verlust an DNS auf. Dies lat darauf schlielen, daB ein Teil der DNS bei der Passage
der 50 nm Poren abgestreift wird.
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6.6.3.2 SPC-Polysorbat-DC-Chol - Vesikel

6.6.3.2.1 Analytik von SPC und Polysorbat

Die Analytik dieser Bestandteile war nétig, um nachzuweisen, dal3 keiner von beiden bei der
Filtration der Vesikelsuspensionen mit oder ohne DNS an- oder abgereichert wird. Deshalb
wurden von den jeweiligen Suspensionen ein Spektrum vor und nach der Passage von 30 nm
Poren aufgenommen. Die ndchsten drei Abbildungen zeigen dabei folgende Suspensionen:

- SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/24/6, TL 10 %, ohne DNS  (Abbildung 38)
- SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4, TL 1 %, mit DNS (Abbildung 39)
- SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4, TL 10 %, mit DNS (Abbildung 40)

Das Schaubild fur die Vesikel der Zusammensetzung 30/24/3 ist fast deckungsgleich mit dem in
Abbildung 38 gezeigten und daher nicht extra aufgefiihrt. In den Abbildungen dargestellt ist
jeweils der Bereich, in dem sich leichte Anderungen der Spektren zeigen, d.h. in den nicht
dargestellten Bereichen von Absorption und Wellenlénge sind die Spektren identisch.

SPC/Polysorbat/DC-Chol - Vesikel

0,754 30/24/6 (TL = 10 %)
nach dem Einwiegen
- =~ -nach dem Filtrieren

i 0,50+ nach 30 nm, 0,5 MPa
~, ==~ nach 30 nm, 0,9 MPa
c
8
=
3 0,25
Q
<

0,00 - T - |

200 250 300

Wellenlange [nm]

Abbildung 38: Spektren der SPC/Polysorbat/DC-Chol — Vesikel nach verschiedenen MalRnahmen
Setzt man das Spektrum der Probe nach dem Resuspendieren auf 100 % und errechnet aus den

spezifischen Absorptionen der Einzelspektren von SPC und Polysorbat die Wiederfindung, so
ergibt sich folgendes Bild:
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nach der | nach der Filtration durch 30 nm bei ...
Wiederfindung E.""Ch.dem Herstellungs-
Inwiegen filtration 0,5 MPa 0,9 MPa
SPC [%)] 100,0 100,8 97,3 1129
Polysorbat [%] 100,0 106,3 101,9 1146

Tabelle 8: Wiederfindung von SPC und Polysorbat in der Formulierung 30/24/6

Im Rahmen der MeRgenauigkeit des Verfahrens ist damit gezeigt, dal die untersuchten Suspen-

sionen wahrend der Herstellung und der Passage durch 30 nm Poren kein SPC und kein
Polysorbat verlieren.

SPC/Polysorbat/DC-Chol - Vesikel

0.75 - 30/10/4 (TL = 1 %) mit kurzer DNS
\ —— 14 ug DNS vor Filtration
\ - ---14 ug DNS nach 1,0 MPa
" 0,50 \ \ —— 28 pug DNS vor Filtration
= \ - - --28 ug DNS nach 1,0 MPa
= \ 56 pg DNS vor Filtration
8 56 pg DNS nach 1,0 MPa
S
3 0,254
Q
<
0,00 - . . ;
200 250 300

Wellenlange [nm]

Abbildung 39: Spektren von mit DNS beladenen DC-Chol — Vesikeln (TL 1 %)

Wie man an Abbildung 39 sieht, ist sowohl die Wiederfindung von SPC und Polysorbat, als
auch von DNS bei den Vesikeln der Zusammensetzung 30/10/4 so gut wie quantitativ.

Aufgrund der geringen Absorption der DNS im Vergleich zu den Vesikeln ist jedoch noch eine
genauere Quantifizierung der DNS nétig (s. Kapitel 6.6.3.2.3). Setzt man das Spektrum der
Probe mit 14 pg DNS vor der Filtration auf 100 % und errechnet aus den spezifischen Absorp-

tionen der Einzelspektren von SPC und Polysorbat die Wiederfindung, so ergeben sich folgende
Werte:
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Wiederfindung 14 ug DNS 28 ug DNS 56 ug DNS
vor Filtr. | nach 1 MPa | vor Filtr. | nach 1 MPa | vor Filtr. | nach 1 MPa
SPC [%] 100,0 102,3 103,6 105,0 106,8 108,4
Polysorbat [%]| 100,0 101,3 100,7 102,1 97,8 99,7

Tabelle 9: SPC und Polysorbat — Gehalt in DNS haltigen Formulierung mit 1 % TL Vesikeln

1,254

1,004

Absorption [r.E.]
(@] (@] (@]
N ul ~
A

SPC/Polysorbat/DC-Chol - Vesikel
30/10/4 (TL = 10 %) mit 562 pg kurzer DNS

vor Passage von 30 nm Poren
- -~ -nach 0,4 MPa

nach 0,7 MPa
s -nach 0,9 MPa

0,00

200

250 300
Wellenlange [nm]

Abbildung 40: Spektren von mit DNS beladenen DC-Chol - Vesikeln (TL 10 %)

Die hier gezeigten Spektren weisen zwar die groRten Abweichungen, aber keine eindeutige Ten-
denz auf. Setzt man hier die Kurve mit Vesikeln vor der Filterpassage als Referenzwert an,
ergeben sich flir SPC und Polysorbat folgende Wiederfindungen:

Wiederfindung

vor 30 nm Poren | nach 0,4 MPa | nach 0,7 MPa | nach 0,9 MPa

Vesikel 3/1/0,4 TL 10 % mit 562 pg DNS

SPC [%]

100,0 113,9 94,4 102,2

Polysorbat [%]

100,0 104,7 88,0 82,3

Tabelle 10: SPC und Polysorbat — Gehalt in DNS haltigen Formulierung mit 10 % TL Vesikeln

Als SchluRfolgerung aus den gesamten Untersuchungen zur Wiederfindung von SPC und
Polysorbat in SPC-Polysorbat-DC-Chol —Vesikeln ist zu ziehen, dal3 die MeRergebnisse zwar
mit einem gewissen Fehler behaftet sind, die Zusammensetzung der Formulierung jedoch im
Rahmen dieses Fehlers unverandert bleibt. Die Bindung von DNS an Vesikel der Zusammen-
setzung 30/10/4 beeintrachtigt die Passage von SPC und Polysorbat also nicht.
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6.6.3.2.2 Analytik von DC-Chol

Die Bestimmung von DC-Chol erfolgte mittels einer modifizierten Liebermann-Burchard-
Reaktion (s. 5.10.1.2.2). Die geringe Menge vorhandener DNS beeinflute diese Reaktion nicht,
dem EinfluR von SPC und Polysorbat wurde durch Berlicksichtigung entsprechender Mengen
dieser Stoffe bei der Erstellung der Kalibriergerade Rechnung getragen. Anhang 12 zeigt die
verwendeten Volumina und die MeRwerte fur die Kalibriergerade der Formulierung SPC/Poly-
sorbat/DC-Chol 30/xly,

Anhang 13 dasselbe fir die Formulierungen 30/24/z. Dies fihrt zu folgenden Kalibriergeraden:
I. Formulierung 30/x/y: y = 5,602 (10 X [ug DC-Chol] + 1,115 (10™ (r=0,9998)
Il. Formulierung 30/24/z :  y = 6,180 (10 x [ug DC-Chol] + 6,127 (107 (r=0,9999)

Mit diesen Kalibriergeraden wurde zuerst bestimmt, wieviel DC-Chol sich in die Membran von
SPC/Polysorbat/DC-Chol Vesikel einarbeiten lait. Dazu wurde der DC-Chol — Gehalt der ange-
setzten Formulierungen 30/10/5 und 30/10/10 sowie 30/20/20 vor und nach der letzten Herstel-
lungsfiltration bestimmt. Mit der Kalibriergerade 1. ergeben sich folgende Wiederfindungen
(MeRBwerte s. Anhang 14):

Formulierung Wiederfindung DC-Chol [%] | tatachliche Zusammensetzung
30/10/5 (TL 10 %) 111,7 30/10/5,6
30/10/10 (TL 10 %) 83,8 30/10/8,4
30/20/20 (TL 10 %) 48,8 30/20/9,8

Tabelle 11: Wiederfindung von DC-Chol in den vier urspringlich verwendeten Ansatzen

Wahrend der Filtration von Formulierungen mit einem TL — Gehalt von 10 % geht also ein Teil
des DC-Chols aus den Vesikeln verloren. (Der Wert flr die Wiederfindung von DC-Chol in der
Formulierung 30/10/5 liegt hoher als 100 %, was — neben einem gewissen MeRfehler — daran
liegen durfte, da der Filterkuchen dieser Charge auch einen Teil des Phosphatpuffers mit ein-
schlieft, so dal3 die filtrierte Suspension etwas aufkonzentriert wird.) Der fur die Filtration im
Rahmen der Herstellung verwendete 100 nm Polycarbonatfilter wies jedoch bereits bei der
niedrigsten eingesetzten DC-Chol — Menge einen kleinen Anteil feiner Kristallnadeln auf. Daher
wurde beschlossen, fir alle weiteren Experimente die Zusammensetzung SPC/Polysorbat/DC-
Chol 30/10/4 zu verwenden. Dies sorgt dafur, dal’ die Vesikel auch Filter mit einer Porengrofie
von < 100 nm passieren kdénnen (z.B. im Rahmen eines Penetration Assays), ohne dal3 es dabei
zu einem DC-Chol - Verlust kommt. Ausgehend von dieser Formulierung wurde der
Polysorbat-Anteil variiert, um die Flexibilitdt der Vesikel fur in vivo Versuchen zu erhéhen.
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Auch bei diesen Formulierungen betrug die Wiederfindung nach der Passage von 30 nm Filtern

nahezu 100 % (Meflwerte s. Anhang 15):

UV - Absorption Wiederfindung
Formulierung Theoriewert laut Mittelwert der
M [%6]
Kalibriergerade Messungen
30/24/3 vor der Filtration 0,167 99,1+3,7
30/24/3 nach 0,5 MPa 01685 0,164 97,3+ 3,7
30/24/3 nach 0,7 MPa ’ 0,165 979+13
30/24/3 nach 0,9 MPa 0,168 99,7+0,3
30/24/6 vor der Filtration 0,325 100,8 + 1,7
30/24/6 nach 0,5 MPa 03275 0,320 99,2+0,6
30/24/6 nach 0,7 MPa ’ 0,322 99,8 %27
30/24/6 nach 0,9 MPa 0,323 100,1+2,5

Tabelle 12: Wiederfindung von DC-Chol in SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/24/z Formulierungen

Fur die Adsorption von DNS an DC-Chol-Vesikel wurde die Formulierung 30/10/4 gewahlt.
Zuerst wurden dabei Vesikel mit einem Gesamtlipidgehalt von 1 % verwendet und der Gehalt
der Bestandteile an SPC, Polysorbat, DC-Chol und DNS vor und nach der Passage von 1,0 MPa
durch 30 nm Poren gemessen. Nach den ermutigenden Ergebnissen dieser Messungen wurde der
TL-Gehalt auf 10 % erhéht, den Vesikeln die u.g. Mengen DNS zugegeben. Jeweils 300 pl der
daraus entstandenen Suspensionen wurden in die Filterkerze des Penetration Assays gefullt und
bei verschiedenen Drucken (0,4 MPa, 0,7 MPa, 0,9 MPa) durch 30 nm Poren geprelit. Die
MeRwerte der DC-Chol-Bestimmung sind in Anhang 16 aufgefiihrt, die folgende Tabelle fafit
die Daten zusammen und zeigt, dal die Vesikelzusammensetzung sich wéhrend der Passage der

Poren nicht andert.

UV — Absorption Wiederfindung
SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4 | Theoriewert laut | Mittelwert der [%]
Kalibriergerade Messungen

TL 1%, 14 ug DNS, vor Filtration 0,057 99,4 +6,2
TL 1%, 28 g DNS, vor Filtration 0,055 959+45
TL 1%, 56 ug DNS, vor Filtration 0.05736 0,056 97,6 + 3,6
TL 1%, 14 pugDNS, nach 1,0 MPa ’ 0,057 99,4+35
TL 1%, 28 pugDNS, nach 1,0 MPa 0,056 97,6 +3,7
TL 1%, 56 ug DNS, nach 1,0 MPa 0,053 924+19
TL 10 %, 562 ug DNS, vor Filtration 0,145 101,3+34
TL 10 %, 562 pg DNS, nach 0,4 MPa 0.1432 0,145 101,3+2,1
TL 10 %, 562 pg DNS, nach 0,7 MPa ’ 0,127 88,7+2,8
TL 10 %, 562 pg DNS, nach 0,9 MPa 0,133 92,8 +3,0

Tabelle 13: Wiederfindung von DC-Chol in verschiedenen DNS haltigen DC-Chol — Vesikeln
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6.6.3.2.3 Analytik von DNS

Die Analytik von DNS mit Hilfe der Einlagerung von Ethidiumbromid in die DNS-Doppelhelix
sollte die Frage beantworten, ob DNS bei der Passage der DNS-Lipidvesikel durch 30 nm Poren
verlorengeht.

Durchgefuhrt wurde die Analytik der DNS beladenen Vesikel mit der Vesikel-Formulierung
SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4 sowie kurzer DNS; die genaue Zusammensetzung und die
MeRwerte der untersuchten DNS-Vesikel gibt Anhang 18 wieder.

Die Bestimmmung der DNS mit Hilfe von Ethidiumbromid wurde wider Erwarten nicht von der
Anwesenheit der Lipidvesikel beeinflulit; dies zeigen die folgenden Kalibriergeraden, denen die
MeRwerte aus Anhang 17 zugrunde liegen:

l. Kalibriergerade ohne Vesikel: y =1,051 102 Ok + 1,7436
. Kalibriergerade mit Vesikeln: y=1,079 102 X + 1,7765

Anhand der Kalibriergerade Il. errechnen sich folgende Wiederfindungen fiir DNS:

Formulierung Wiederfindung DNS [%]
TL 1%, 14,06 ug DNS, vor Filtration 100,0 + 2,2
TL 1%, 28,12 ug DNS, vor Filtration 994+19
TL 1%, 56,24 ug DNS, vor Filtration 100,8 + 2,4
TL 1%, 14,06 ug DNS, nach 1,0 MPa 106,6 + 3,4
TL 1%, 28,12 ug DNS, nach 1,0 MPa 99,4+35
TL 1%, 56,24 ug DNS, nach 1,0 MPa 876+3,1
TL 10 %, 562,4 pg DNS, vor Filtration 96,2+2,3
TL 10 %, 562,4 pg DNS, nach 0,4 MPa 102,7+0,0
TL 10 %, 562,4 pg DNS, nach 0,7 MPa 99,4+35
TL 10 %, 562,4 pg DNS, nach 0,9 MPa 106,0 £ 3,5

Tabelle 14: DNS - Wiederfindungen bei verschiedenen DNS-DC-Chol-Vesikeln

Die Tabelle zeigt, daR die Wiederfindung der DNS nach dem Transport durch die Barriere
nahezu quantitativ ist, wobei der Wert, bei dem die Wiederfindung unter 90 % liegt, als Ausrei-
Rer zu werten ist, da alle Werte beim héheren Gesamtlipidgehalt im Rahmen einer quantitativen
Wiederfindung liegen.

Der Einsatz solcher DNS-Tréger fir in vitro und in vivo Versuche ist daher gerechtfertigt.
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6.7 Invitro Experimente mit Zellkulturen (HEK-Zellen)

Die in vitro Experimente mit HEK-Zellkulturen wurden durchgefihrt, um die grundsétzliche
Transfektionsfahigkeit der DNS-DC-Chol — Vesikel zu testen. Grundvoraussetzung fur das
Wirkprinzip der flexiblen Vesikel ist die Existenz eines Feuchtigkeitsgradienten, der den aktiven
Transport der Vesikel ermdglicht. Da bei den in vitro Versuchen die zu transfizierenden Zellen
komplett mit N&hrldsung bedeckt sein missen, um zu tberleben, ist das Aufrechterhalten eines
Feuchtigkeitsgradienten nicht moglich. Eine Optimierung der gewé&hlten Systeme anhand der
Ergebnisse der Zellkulturversuche wurde wegen der sehr verschiedenen Versuchsbedingungen
von in vitro und in vivo Versuchen nicht durchgefuhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der EinfluR folgender Parameter auf die Transfektionseffizienz

untersucht:
- verschiedene SPC/Polysorbat/DC-Chol — Formulierungen (30/10/5; 30/10/8,4; 30/20/9,8)
- verschiedene Gesamtlipidgehalte (TL=10%, 5%, 1 %, 0,2 %)

- verschiedene Ladungsverhaltnisse kation. Lipid : DNS (11,8 :1 bzw. 5,90: 1)
- verschiedene DNS-Mengen (1,6 ug, 0,4 ug und 0,1 pg)

Anhang 19 gibt die genauen Zusammensetzung der untersuchten Formulierungen wieder; die
Angaben sind jeweils die Gesamtvolumina an Vesikeln und DNS fir vier Ldcher. Als Negativ-
kontrolle wurde den Zellen nur Vesikelsuspension bzw. nur DNS zugegeben. Die Positivkon-
trolle war EGFP-Plasmid — DNS, die mit Fugene® kombiniert wurde.

Die Experimente flhrten zu folgenden Ergebnissen:

- Die Positivkontrolle mit Fugene® fiihrte auf allen getesteten acht Platten (s. Anhang 19)
zu etwa 30 — 50 % grun fluoreszierenden Zellen. Das zeigt, dal die verwendete DNS
transfektionsféhig ist.

- Die Negativkontrolle (die Zugabe reiner Vesikel oder reiner DNS) fiel negativ aus:
keines der mikroskopierten Glasplattchen wies eine einzige griin fluoreszierende Zelle
auf. Dies zeigt, dal’ weder DNS, noch kationische Vesikel fiir sich alleine transfektions-
fahig sind.

- Zwischen den beiden Negativkontrollen war morphologisch kein Unterschied festzu-
stellen, d.h. die verwendeten Mengen der kationischen Vesikel waren nicht zelltoxisch.

- Alle 0.g. Formulierungen, die Lipidgemisch-DNS-Vesikel enthielten, sind beim Einsatz
einer ausreichenden Menge an DNS dazu in der Lage, Zellen zu transfizieren. Die Effi-
zienz dieser Formulierungen ist im Vergleich zu der von Fugene® jedoch sehr schlecht,
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da meist nur einzelne transfizierte Zellen zu beobachten waren, wahrend mit Fugene® —
wie oben erwahnt — ca. 30 — 50 % der ausgesaten 50.000 Zellen transfiziert wurden.

- Da bei allen getesteten Formulierungen maximal 20 transfizierte Zellen zu beobachten
waren, sind absolute Aussagen kaum mdglich. Vergleicht man jedoch alle drei getes-
teten Formulierungen, so ist zu beobachten, dal? mit steigendem DC-Chol — Anteil auch
der Anteil an transfizierten Zellen anstieg, d.h. die 30/20/9,8 — Formulierung wies
insgesamt die hdchsten Transfektionsraten auf. Ebenfalls eine gewisse Korrelation
bestand zwischen der Menge der verwendeten DNS und der Anzahl der transfizierten
Zellen, d.h. je mehr DNS mit den Vesikeln assoziiert war, desto hoher war die Anzahl
der fluoreszierenden Zellen. So waren bei der Verwendung von 0,1 pg DNS und der
30/20/9,8 — Formulierung einige Zellen transfiziert, wéhrend bei den beiden anderen
Formulierungen nur beim Einsatz von héheren DNS-Mengen fluoreszierende Zellen zu
beobachten waren.

- Betrachtet man die beiden eingesetzen Lipid/DNS — Verhéltnisse, so ist bei allen drei
getesteten Formulierungen und den jeweils verwendeten drei DNS — Mengen festzu-
stellen, dal3 bei hoheren Lipid/DNS — Verhaltnissen, also bei geringerer DNS — Bela-
dung pro Lipidvesikel, eine bessere Transfektion erreicht wurde.

- Der Gesamtlipidgehalt zum Zeitpunkt des Mischens mit der DNS hatte keinen einheit-
lichen Effekt auf die Transfektion. Wahrend die Formulierung SPC/Polysorbat/DC-
Chol 30/10/8,4 mit sinkendem Gesamtlipidgehalt die Anzahl der transfizierten Zellen
ansteigen lieR, war diese Tendenz bei der Formulierung 30/20/9,8 nicht zu erkennen.

Diese Beobachtungen stimmen mit der SchluRfolgerung der GréRenmessung Uberein, dal? die
GroRe und damit die Transfektionsfahigkeit der einmal gebildeten DNS-Lipidvesikel kaum vom
TL — Gehalt abhéngt, sondern v.a. von der zugegebenen DNS-Menge. Dies ist flr die in vivo
Experimente wichtig, da die DNS-Lipidvesikel nach dem Eintrocknen auf der Haut aufkonzen-
triert werden. Wére die GroRe/Transfektionsfahigkeit der DNS-Lipidvesikel vom TL — Gehalt
abhangig, wéren Vorhersagen ber das in vivo Verhalten dieser Vesikel schwierig.

Die Formulierungen 30/24/3 und 30/24/6, die im Vergleich zu den oben genannten — bei glei-
chem absoluten Anteil DC-Chol in den beiden Formulierungen 30/24/6 und 30/10/4 — mehr
Polysorbat und weniger SPC enthielten, wurden ebenfalls in vitro eingesetzt. Dabei wurde —
ausgehend von vorherigen Ergebnissen — bei einer fixen DNS-Menge von 1 pg das Ladungsver-
héltnis von Lipid zu DNS erhoht. Bei der Auswertung stellte sich jedoch heraus, daR diese
Komplexe zu toxisch fir die Zellen waren: alle untersuchten Zellkulturen waren stark defor-
miert, was ein Zeichen fir das Absterben der Zellen ist. Diese Deformation war umso gréRer, je
grolRer die verwendete Lipidmenge war. Der DC-Chol-Anteil der Formulierungen 30/24/6 ist
gleich bzw. im Fall der 30/24/3 — Formulierung sogar niedriger als bei den zuvor eingesetzten
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Formulierungen; dieses Molekail ist also als Ursache fiir den Zelltod auszuschlieBen. SPC ist als
Membranbaustein von Zellen ebenfalls nicht toxisch, so dal3 diese Beobachtung dem hoheren
Polysorbat-Anteil zuzuschreiben sein dirfte, zumal bekannt ist, dal Polysorbat zelltoxisch wirkt
[113]. Die Positivkontrolle ergab — wie zu erwarten — transfizierte Zellen, die Negativkontrolle
mit reiner DNS wies keine morphologischen Besonderheiten auf. So war gewahrleistet, daf? die
Beobachtungen nicht auf die Versuchsbedingungen zurtickzufiihren sind. Daher bleibt nur der
hohere Polysorbat-Anteil der 30/24/3 — bzw. 30/24/6 — Formulierung im Vergleich zur den o.g.
Formulierungen.

SchluRfolgerung der in vitro Versuche mit HEK 293 Zellen ist, daR die Formulierungen 30/10/5
sowie 30/10/8,4 und 30/20/9,8 grundsatzlich transfektionsfahig sind, wobei sich ein hoéherer
DC-Chol-Anteil als vorteilhaft erweist. Dennoch wurde fir die in vivo Experimente die
Formulierung 30/10/4 entwickelt. Der wichtigste Grund dafr ist, dafl die Membranflexibilitat
dieser 30/10/4 — Formulierung, die fur die in vivo Experimente von entscheidender Bedeutung
ist, im Vergleich zu den anderen beiden Formulierungen am hochsten ist.
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6.8 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Die mit flexiblen Vesikeln und DNS behandelte Haut wurde mittels konfokaler Laser Scanning
Mikroskopie untersucht, um Vesikel, DNS und — falls vorhanden — das exprimierte Protein
nebeneinander nachweisen zu konnen. Vesikel und DNS wurden mit verschiedenen Fluores-
zenzfarbstoffen markiert, das eventuell synthetisierte Protein fluoresziert ebenfalls.

Fur die ersten Experimente wurde die Formulierung 30/10/4 verwendet sowie DNS, die fir griin
fluoreszierendes Protein (GFP) codiert. Bei der Auswertung dieser ersten Versuchsreihe stellte
sich jedoch heraus, dal auch unbehandelte Hautproben eine griine Eigenfluoreszenz aufweisen.
Diese Eigenfluoreszenz ist im oberen Bereich der Epidermis besonders deutlich. Durch dieses
Phanomen ist eine Unterscheidung zwischen unerwiinschter Eigenfluoreszenz des Gewebes und
erwinschter Fluoreszenz durch eventuell exprimiertes Protein nicht moglich.

Deshalb wurden in einer weiteren Versuchsreihe dieselben Vesikel (30/10/4) — mit Plasmid-
DNS kombiniert, die fiir cyan fluoreszierendes Protein (CFP) codiert. Bei den dabei erhaltenen
Bildern war keine cyanfarbene Fluoreszenz zu beobachten. Da die theoretische und tatsachlich
zur Verfligung stehende Anregungswellenldnge jedoch recht weit auseinander lagen (Atheor. =
434 nm, Awts. = 458 nm) (s. Tabelle 3), kdnnte es sein, dal die zur Verfiigung stehende Wellen-
lange nicht geeignet war, um das nur in geringen Mengen exprimierte CFP zu detektieren.

In einer dritten Versuchsreihe wurden die Vesikel SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4 mit Plas-
mid-DNS kombiniert, die fur ein rot fluoreszierendes Protein codiert. Die Anregungs- und
Emissionswellenlangen des Fluoreszenzfarbstoffs fiir die Vesikel sowie des rot fluoreszierenden
Proteins sind zwar fast identisch (s. 5.13), die Unterscheidung der beiden Substanzen ist aber
aus zwei Grinden trotzdem maoglich:

1. Kombiniert man nicht fluoreszierende Vesikel mit fluoreszenzmarkierter DNS, so kann eine
auftretende Rotfarbung in diesem Fall nur von exprimiertem Protein stammen.

2. Selbst bei der Verwendung fluoreszenzmarkierter Vesikel sollte eine Differenzierung zwi-
schen exprimiertem Protein und Vesikelfarbstoff moglich sein, da eine Rotfarbung in den
Zellen eine Expression von Protein andeutet, wahrend eine Rotfarbung zwischen den Zellen
die parazelluldare Wanderung der Vesikel zeigt.

Bei diesen Experimenten war jedoch keine Rotfarbung in den Zellen, also keine Expression der
DNS, feststellbar.

In spateren Experimenten wurde der SPC-Anteil der Vesikel reduziert und der Polysorbat-Anteil
erhoht, was zu den Formulierungen 30/24/3 und 30/24/6 fuhrte. Diese erwiesen sich bei den in
vitro Versuchen als zu toxisch fur die Zellen; dal? sie dennoch fir die in vivo Versuche verwen-
det wurden, hatte folgenden Grund: Die in vitro Toxizitat dieser beiden Formulierungen stammt
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von dem Anteil an Polysorbat, der sich aufgrund seiner CMC nicht in der Vesikelmembran,
sondern in der Losung befindet. Dieser Anteil ist aufgrund der sehr verdiinnten Lésung bei den
in vitro Versuchen verhaltnisméRig hoch; beim Eintrocknen von Vesikelsuspensionen auf der
Haut hingegen reichert sich das Polysorbat in den Vesikeln an, womit seine Toxizitat stark
herabgesetzt wird. Mit den 30/24/3 und 30/24/6 — Formulierungen wurde getestet, ob diese Tra-
gersysteme aufgrund hoherer Flexibilitat tiefer in die Haut eindringen. Die Vesikel wurden
wieder mit Plasmid-DNS kombiniert, die fur rot fluoreszierendes Protein codiert. Beim Ver-
gleich der drei verwendeten Tragersysteme 30/10/4, 30/24/3 und 30/24/6 ergab sich jedoch kein
deutlicher Unterschied in deren in vivo Eigenschaften, d.h. die Eindringtiefe in die Haut war bei
allen vergleichbar.

Obwohl mittels CLSM keine Expression von fluoreszierenden Proteinen nach dem epicutanen
Auftrag von DNS tragenden flexiblen Lipidvesikeln zu detektieren war, lieRen sich einige Er-
kenntnisse aus diesen Versuchen ableiten:

- Bei der Betrachtung der unmarkierten Haut bei 488 nm war dank der intensiven
grinen Eigenfluoreszenz der Haut folgender Aufbau der murinen Haut zu erkennen:
Die Dicke des Stratum corneum bel&uft sich auf 2 — 3 um, das Ende des sich dann an-
schlieenden Stratum granulosum liegt bei ca. 7,5 um, bevor bei etwa 24,5 um die
Epidermis mit dem Stratum basale mit kleinen, runden Zellen endet.

- Wird nur DNS auf die Haut aufgetragen, so ist diese nicht in der Lage, weiter als
maximal 2 um tief zu gelangen, was als Beweis fir die guten Barriereeigenschaften
der Haut gewertet werden kann.

- Auch DC-Chol - freie flexible Polysorbat-Vesikel (30/24/0) sind nicht in der Lage,
DNS in tiefere Hautschichten zu transportieren.

- Es besteht kein signifikanter Unterschied in der Penetrationstiefe zwischen den unbe-
ladenen und den mit DNS beladenen Vesikeln. Bei allen getesteten Formulierungen
lassen sich DNS und Vesikel bis in eine Tiefe von ca. 7 — 8 um nachweisen.

- Vesikel und DNS sind uber weite Strecken in die Haut an denselben Stellen lokali-
siert. Das deutet darauf hin, dal die DNS an die Lipidvesikel gebunden ist und dies
auch unter in vivo Bedingungen so bleibt. Bei manchen Aufnahmen war festzustellen,
dal’ die DNS etwas weiter in die Haut eindringt als die Vesikel, was darauf hindeuten
konnte, dal? in den tieferen Hautschichten eine Dissoziation von Vesikeln und DNS
auftritt. Dies konnte daran liegen, daf? in tieferen Hautschichten ein pH-Wert vorliegt,
der dem physiologischen pH-Wert von 7,4 nahekommt und damit genau dem pKs —
Wert von DC-Chol entspricht, was der DNS eine Dissoziation von den Vesikeln er-
leichtert.
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- Die intradermal injizierten DNS-Lipidvesikel lassen nur eine diffuse Lokalisation von
DNS und Vesikeln zu, auch hier ist jedoch eine Expression von fluoreszierendem Pro-
tein nicht zu beobachten. Es ist daher nicht verwunderlich, dal} auch die epicutan
aufgetragenen DNS-Lipidvesikel zu keiner Expression fiihren. Um diesbeztiglich Ab-
hilfe zu schaffen, ist es notwendig, das System molekularbiologisch zu verbessern.

Die Ergebnisse der in vivo Versuche deuten darauf hin, dal die Eindringtiefe von DNS mit

Lipidvesikeln groRer ist als die von reiner DNS ohne Tréger; Trager und DNS sind bis in eine

Tiefe von etwa 7 — 8 um zu lokalisieren. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen anderer

Versuche, bei denen die fluoreszierenden Lipidvesikel auf die Haut aufgetragen und anschlie-

Rend die Lokalisation dieser Vesikel bestimmt wurde, so ergibt sich, daB all diese Versuche sich

in wesentlichen Punkten von den hier durchgefiihrten unterscheiden:

Bei der Verwendung der von Toultou [114] fir CLSM — Versuche eingesetzten sogenannten
Ethosomen, also ethanolhaltigen Phospholipidvesikeln, ist zu berlcksichtigen, daR der ein-
gesetzte Ethanol als Penetration enhancer wirkt. Dadurch 1aBt sich auch die beobachtete

Penetrationstiefe der Ethosomen von etwa 180 um erklaren.

Bei der Verwendung von Liposomen hangt es von deren Zusammensetzung ab, ob bzw. wie
tief diese in die Haut penetrieren, da die Verwendung von z.B. DOPE die Wahrscheinlich-
keit, daB die Liposomen mit den Hautlipiden fusionieren, deutlich erhoht [115].

Bei der Fusion von herkdmmlichen Liposomen mit den Hautlipiden werden einzelne fluo-
reszierende Phospholipidmolekiile freigesetzt, die mit der Barriere wechselwirken [116]. Die
in dieser Arbeit verwendeten flexiblen Vesikel bleiben wéhrend der Penetration durch die
Haut in ihrer Form jedoch erhalten. Dies zeigen auch die Untersuchungen von Schatzlein
[89] und van Kuijk-Meuwissen [117]. Daher sind die mit flexiblen Vesikeln erhaltenen

Ergebnisse nicht mit denen vergleichbar, die mit herkdbmmlichen Vesikeln erzielt wurden.

Im folgenden sind reprasentative Bilder dieser CLSM — Versuche gezeigt; der dargestellte
Bildausschnitt ist jeweils 146,2 um x 146,2 um grofR. Die verwendete Formulierung, die Art der

Plasmid-DNS und die zur Detektion eingesetzten Wellenldngen sowie die Scantiefe sind bei
jeder Abbildung angegeben.
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Bild an der Hautoberflache Bild in 6,3 um Tiefe

Abbildung 41: SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4 + GFP-Plasmid (488 nm/ 543 nm/ 633 nm)

Bei dieser Abbildung zeigt sich deutlich die grin dargestellte und durch 488 nm detektierbare
Eigenfluoreszenz, die v.a. auf der Hautoberflache zu beobachten ist und in der Tiefe immer
schwacher wird. Die rote Fluoreszenz zeigt die Stellen, an denen Vesikel zu lokalisieren sind,
wéhrend die blauen Stellen DNS zeigen. DNS und Vesikel sind auch in 6,3 um Tiefe noch
teilweise zu erkennen.

Bild in 6,3 um Tiefe

Abbildung 42: SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4 (unmarkiert) + GFP-Plasmid (488 nm/ 633 nm)
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Bei Abbildung 43 wurde wieder GFP-Plasmid verwendet, die verwendeten Vesikel waren
jedoch nicht fluoreszenzmarkiert. Aufgrund der fehlenden Detektion bei 543 nm sind die
Vesikel nicht zu lokalisieren, weiterhin deutlich sichtbar sind jedoch die blaue Fluoreszenz, die
die Lokalisation von DNS ermdglicht, sowie die griine Eigenfluoreszenz der Haut.

Bild an der Hautoberflache Bild in 6,3 um Tiefe

Abbildung 43: reine GFP-Plasmid DNS ohne Vesikel (488 nm/ 633 nm)

Abbildung 43 zeigt wegen des Fehlens fluoreszenzmarkierter Vesikel ebenfalls keine rote
Fluoreszenz. Die grln dargestellte Eigenfluoreszenz der Haut sowie die blaue Fluoreszenz der
DNS ist auch hier deutlich zu sehen, jedoch ist die im Vergleich zu Abbildung 42 deutlich
schwécher ausgepragte Anwesenheit von DNS in 6,3 um Tiefe zu erkennen, was darauf hin-
deutet, dal? die DNS nur zusammen mit den Vesikeln in tiefere Hautschichten gelangt.

Da bei der in Abbildung 44 und Abbildung 45 abgebildeten Serie (30/24/z) die Wellenldnge von
488 nm nicht mehr verwendet wurde, ist die griin dargestellte Eigenfluoreszenz der Haut hier
nicht mehr zu beobachten. Die Vesikel sind an der Hautoberflache noch sehr deutlich zu detek-
tieren, aber auch in der Tiefe ist an wenigen Stellen noch eine rote Fluoreszenz zu sehen, was
auf die Anwesenheit von fluoreszierenden Vesikeln an diesen Stellen hindeutet.
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Bild an der Hautoberflache Bild in 6,0 um Tiefe
Abbildung 44: SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/24/6 ohne DNS (543 nm/ 633 nm)

Bild an der Hautoberflache Bild in 6,0 um Tiefe
Abbildung 45: SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/24/3 mit red-FP — Plasmid-DNS (543 nm/ 633 nm)

Hier sind die Vesikel und die Plasmid-DNS an der Hautoberflache sehr deutlich zu sehen. Die
weitgehend gemeinsame Lokalisation von rot und blau gefarbten Bereiche in 6,0 um Tiefe ist
dadurch zu erklaren, daR sich die DNS nur zusammen mit den Vesikeln in tiefere Stratum
corneum Schichten gelangt.
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7 ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION UND AUSBLICK

Ziel der Arbeit war es, flexible kationische Lipidvesikel zu entwickeln, die fur den transder-
malen Transport von DNS geeignet ist. Grundlage fur dieses Vorhaben war die Tatsache, daf}
der transdermale Transport zahlreicher niedermolekularer Molekiile, aber auch von Proteinen,
mit Hilfe flexibler Lipidvesikel in der Literatur beschrieben wurde (s. 4.2).

Fur die Herstellung von positiv geladenen Vesikeln sind in der Literatur zahlreiche kationi-
sche Lipide beschrieben (s. 4.1.2.4), weshalb zu Beginn dieser Arbeit eine Auswahl getroffen
werden mufte. Dabei stand anfangs die Uberlegung, daR die herzustellenden Lipidvesikel bei
Verwendung von SPC und einem weiteren Molekul zwei notwendige Eigenschaften aufwei-
sen sollten: einerseits muBten die Vesikel durch die Verwendung dieses Molekiils positiv ge-
laden sein, um die negativ geladene DNS binden zu kdnnen; andererseits sollte es die Vesikel
flexibel machen, damit diese Trager die sehr engen Poren in der Haut tberwinden konnen.
Lassen sich diese beiden Eigenschaften in einem Molekil kombinieren, ware dies v.a. flr in
vivo Experimente eine wesentliche Vereinfachung. Das liegt daran, daf? sich Vesikel aus drei
oder mehr Bestandteilen durch das Eintrocknen auf der Haut deutlich in ihrer Zusammenset-
zung andern kdnnen, was v.a. an der unterschiedlichen CMC der beteiligten Stoffe liegt.

Um eine ausreichende Flexibilitat zu erreichen, war es notig, bei Verwendung eines grof3en
hydrophilen Kopfes einen hydrophoben Rest zu wahlen, der einen deutlich geringeren Raum-
bedarf hat. Die zweikettigen Lipide, wie z.B. DOTAP, kamen daher nicht in die engere Wahl.
Zu Beginn der Arbeit fiel die Wahl auf das einkettige Cetyltrimethylammoniumbromid
(CTAB). Dieses Detergens ist mit seiner raumbeanspruchenden Trimethylammonium-Kopf-
gruppe als quartares Amin positiv geladen, wahrend die lange C,¢-Kette fiir eine ausreichende
Verankerung des Detergens in der Membran sorgt.

Durch den Einsatz von CTAB und SPC im molaren Verhéltnis von 3/2 lieBen sich flexible
kationische Vesikel herstellen, die Flexibilitat dieser Trager war vergleichbar mit der flexibler
anionischer Vesikel (s. 6.6.1).

In der Literatur sind verschiedene morphologische Strukturen von DNS und kationischen
Vesikeln zu finden (s. 4.1.2.4). Die Struktur der kationischen Vesikel wird dabei durch die
Wechselwirkung der DNS mit den Vesikeln meist stark veréndert. Der Erhalt von Struktur
und Flexibilitat der kationischen Lipidvesikel ist VVoraussetzung flr den erfolgreichen in vivo
Einsatz flexibler DNS-Vesikelkomplexe. Daher muR3ten die Konzentration von DNS und
flexiblen Vesikeln sowie die Lange der DNS-Molekile so gewéhlt werden, dafl ein DNS-Mo-
lekul nach seinem Erstkontakt mit einem Vesikel nur Gelegenheit hat, sich komplett um einen
flexiblen Vesikel herum anzulagern und keine Mdglichkeit besteht, Kontakt zu weiteren Vesi-
keln aufzunehmen. Das reduziert das Risiko, daR ein DNS-Molekil mehrere flexible Vesikel
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miteinander verbindet bzw. dal Vesikel fusionieren. Daher wurde zur Untersuchung der
DNS-Adsorption an die CTAB-Vesikel eine Vesikelsuspension mit einem Gesamtlipidgehalt
von 0,2 % vorgelegt und dieser mit Hilfe eines Titrators in kleinen Portionen DNS-L&sung in
einer Konzentration von 0,3 mg/ml zugegeben. Dabei ergab sich, dal} der Prozel} der DNS-
Adsorption an die Vesikel nicht mit Beenden der Zugabe von DNS abgeschlossen war, son-
dern sich noch tber Stunden danach fortsetzte. Der ProzeR der DNS-Adsorption war umso
schneller beendet, je hoher das Ladungsverhéltnis von DNS zu Lipid und je hoher der
Gesamtlipidgehalt war. Die Flexibilitat der Vesikel nahm durch die Beladung mit DNS deut-
lich ab, auRerdem war die DNS nach der Passage von 50 nm Polycarbonatporen nicht quanti-
tativ im Filtrat wiederzufinden. Die GrélRenmessung dieser mit DNS beladenen Lipidvesikel
mittels Photonenkorrelationsspektroskopie zeigte, da3 die vesikuléare Struktur dieser Lipidve-
sikel zwar erhalten blieb, der Durchmesser jedoch innerhalb kurzer Zeit nach der Bindung
stark anstieg und auch die Homogenitéat der Vesikelsuspension durch die Bindung von DNS
deutlich schlechter wurde. Dies deutet darauf hin, dal? die Adsorption von DNS an dieses Sys-
tem zu einer Fusion der Vesikel fuhrt, was die Suche nach einem neuen System notwendig
machte.

In einem zweiten Ansatz wurden die beiden Eigenschaften Flexibilitat und Ladungstrager auf
zwei Bestandteile verteilt, deren CMC sich jedoch nicht wesentlich unterschied (s. 6.1): wah-
rend Polysorbat, ein nichtionisches Tensid, fir die notige Flexibilitat der Vesikel sorgte,
wurde DC-Chol als Ladungstréger zugesetzt. DC-Chol ist ein kationisches Cholesterolderivat,
das durch seinen Cholesterolrest fest in der Membran verankert ist und durch die tertiare
Amingruppe pH-abhangig geladen ist. Die Verwendung von DC-Chol kénnte auch den
Vorteil haben, dall bei dem pH-Wert, der beim Mischen herrscht, eine Assoziation von
kationischem Detergens und anionischer DNS mdglich ist und diese Assoziation auch beim
Auftragen der Formulierung auf die Haut (pH-Wert an der Hautoberflache ca. 5,5) erhalten
bleibt, die Dissoziation der beiden Bestandteile unter in vivo Bedingungen, d.h. in tieferen
Hautschichten, aber erleichtert wird. Je tiefer die flexiblen Vesikel in die Haut penetrieren,
desto mehr néhert sich der dort herrschende pH-Wert dem physiologischen pH-Wert von 7,4,
der zugleich den pKs — Wert von DC-Chol in der Membran darstellt.

Bei der Verwendung unterschiedlicher Mengenverhaltnisse an SPC, Polysorbat und DC-Chol
zeigte die Analytik der entstandenen Vesikel, dal3 die Menge an DC-Chol, die in die Vesikel-
membran inkorporierbar ist, auf etwa 13 mol % (bezogen auf SPC) begrenzt ist. Die Vesikel
aus SPC, Polysorbat und DC-Chol sind aufgrund der versteifenden Wirkung von DC-Chol
weniger flexibel als die CTAB-Vesikel.
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Die Adsorptionskinetik von DNS an SPC-Polysorbat-DC-Chol — Vesikel unterscheidet sich
deutlich von der bei SPC-CTAB — Vesikeln: die DNS-Adsorption an die SPC-Polysorbat-DC-
Chol — Vesikel scheint nach dem Beenden der Zugabe von DNS beendet zu sein.

Mif3t man die Grolie der entstandenen DNS-Vesikel, wachst der Durchmesser der Vesikel mit
zunehmender DNS — Menge direkt nach der DNS — Zugabe und auch die Homogenitat der
Vesikelsuspensionen verschlechtert sich etwas. Bei keiner der getesteten Formulierungen ist
ein Anwachsen des Partikelradius um mehr als das 1,4-fache festzustellen, wodurch eine
Fusion der Vesikel ausgeschlossen werden kann. AuRerdem ist die GrélRenzunahme der mit
DNS beladenen SPC-Polysorbat-DC-Chol — Lipidvesikel vom Gesamtlipidgehalt der verwen-
deten Lipidsuspension unabhéngig und andert sich im Verlauf des Beobachtungszeitraums
von 4 Monaten nur unwesentlich.

Eine Erhohung des Polysorbat — Anteils in den Formulierungen hat zur Folge, daf es erst bei
einem weitaus héheren DNS-Lipid — Ladungsverhéltnis zu einer merklichen Gréfienzunahme
der DNS-Lipid-Partikel kommt. Die Erhéhung des Polysorbat-Anteils fihrt aulerdem zu
einer breiteren Verteilung der PartikelgrofRe und — in Kombination mit DC-Chol — zu einem
Partikelwachstum der nicht mit DNS beladenen Vesikel.

Die Passage von mit DNS beladenen SPC-Polysorbat-DC-Chol — Vesikeln durch Filter mit
einer PorengrofRe von 30 nm ist bei geeigneter Wahl der Versuchsparameter méglich, wobei
sowohl die einzelnen Bestandteile der kationischen Vesikel, als auch die DNS 30 nm Filter
quantitativ passieren. Dies kann als Indiz fir die Tauglichkeit dieser Komplexe fir in vivo
Anwendungen gewertet werden.

Grundsatzlich waren die polysorbathaltigen Formulierungen fahig, Zellen in vitro zu transfi-
zieren, wenn auch weit weniger effizient als die Positivkontrolle mit Fugene. Die Transfek-
tionseffizienz war nicht vom eingesetzten Gesamtlipidgehalt abhéngig. Sie war umso hoher,
je mehr DNS bzw. kationisches Lipid verwendet wurde. Erhohte man den Polysorbat-Anteil
auf mehr als 66 mol % (bezogen auf SPC), wirkten die daraus hergestellten Komplexe in vitro
jedoch toxisch. Diese Beobachtung l&Rt sich durch die starke Verdinnung der DNS-Vesikel
und des damit verbundenen hoheren Anteils an freiem Polysorbat im Kulturmedium erklaren,
erlaubt jedoch keine Schlul3folgerungen fir die in vivo Toxizitat dieser Formulierungen, da
dort der Anteil an freiem Polysorbat wéhrend des Eintrocknens der Formulierung auf der Haut
abnimmt.

Zur Uberpriifung des in vivo Verhaltens dieser mit DNS beladenen Vesikel wurden SPC-
Polysorbat-DC-Chol — Vesikel und DNS mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, die ver-
wendete DNS codierte fur einen Fluoreszenzfarbstoff. Die so markierten Formulierungen
wurden NMRI — Mé&usen intra- bzw. epicutan appliziert. Etwa 42 Stunden nach der Applika-
tion wurden die Tiere euthanasiert und Biopsien der behandelten Hautareale entnommen.
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Dabei zeigte sich, dall DNS mit Hilfe der kationischen Vesikel bis in einer Tiefe von 7 — 8 pum
nachweisbar waren, wobei in der Penetrationstiefe von unbeladenen und mit DNS beladenen
Vesikeln kein signifikanter Unterschied bestand. Ein Transport von DNS mit ungeladenen
flexiblen Vesikeln war ebenso wenig moglich wie die Applikation von DNS ohne kationische
Vesikel, in beiden Fallen dringt die DNS maximal 2 um tief in die Haut ein. Bislang wurde
jedoch noch keine Transfektion der Hautzellen beobachtet, auch nicht im Fall der Injektion.
Um diesbeziiglich Abhilfe zu schaffen, wird es erforderlich sein, das Konstrukt molekular-
biolobisch zu verbessern. Die fehlende Expression der epicutan applizierten Formulierungen
konnte auch daran liegen, dal3 die DNS nicht tief genug, also bis in die Basalzellschicht, ge-
langte und macht die Suche nach einem geeigneteren System notwendig.

Zusammenfassend ist zu sagen, dal? die Anwesenheit von Polysorbat in der Membran nicht
nur fur die Flexibilitat der Vesikel zwingend notwendig war, sondern v.a. fiir die Stabilitét der
Vesikel nach der Anlagerung von DNS. Die Ergebnisse der in vitro Flexibilitatstests zeigten,
dal’ die Flexibilitat des Tragersystems deutlich abnimmt, wenn dieses mit der DNS beladen
wurde. Daher ist es flr weitere Ansatze notwendig, den unbeladenen Vesikel eine extrem
hohe Flexibilitat zu verleihen, um selbst nach der Bindung der DNS an diese Trager noch eine
ausreichende Flexibilitat zu erhalten. Dies macht den Ersatz des membranversteifenden DC-
Chols durch ein anderes kationisches Detergens notwendig. Ein denkbarer Ansatz ware z.B.
der Ersatz durch ein zweikettiges kationisches Lipid oder die Verwendung von CTAB statt
DC-Chol. Das CTAB/SPC — System erwies sich zwar als ungeeignet fur die Herstellung
flexibler Vesikel, die ihre Grolie auch bei DNS-Adsorption nicht wesentlich verandern, aber
der Zusatz von Polysorbat zu diesem System kdnnte dafiir sorgen, daf3 das rasche Ansteigen
des Partikelradius abgeschwécht oder gar verhindert wird. Ob CTAB als einkettiger kationi-
scher Anker dabei ausreichend fest in der Membran verankert ist oder bei der Filtration von
DNS-Vesikeln aus der Membran gezogen wird, ware bei dieser Gelegenheit festzustellen.
Grundsatzlich ware zu Uberprufen, ob der Einsatz eines pH-abhangig geladenen tertidren
Amins von Nachteil ist. Der Grund daflir kdnnte sein, daf die DNS fir in vivo Versuche aus-
reichend fest an die Vesikel gebunden sein muR, um nicht auf dem Weg zur Basalzellschicht
der Haut schon von den Vesikeln abzudissoziieren. Da der pH — Wert der menschlichen Haut
vom Stratum corneum in Richtung Basalzellschicht von etwa 5,5 auf 7,4 ansteigt, besteht
beim Einsatz eines tertiaren Amins mit einem pKs — Wert von etwa 7 die Gefahr, daf sich die
DNS von den Vesikeln abldst, bevor sie die Basalzellschicht erreicht.
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9 ANHANG

Anhang 1: CMC-Bestimmung von CTAB

Farbstoff DPH (n = 1)
Cctas [MM] | Fluoreszenz
0,0001 15,47
0,001 26,23
0,01 38,44
0,10 43,65
0,15 111,0
0,20 4435
0,30 803,3

Anhang 2: CMC-Bestimmung von DC-Chol

Fluoreszenzfarbstoff PNA (jeweils n = 6)

DC-Chol | Fluoreszenz (Messung 1) DC-Chol | Fluoreszenz (Messung 2)

[UM] Mittelwert |rel. St.abw. [%] [UM] | Mittelwert | rel. St.abw. [%]

0,0 39,5 1,0 0,0 33,7 0,8

0,2 42,6 2,0 0,2 35,5 50

0,4 49,2 1,3 0,3 38,8 0,7

0,6 55,6 2,1 0,5 38,5 0,7

0,8 59,1 3,6 0,6 42,1 1,6

4,0 85,5 5,0 0,8 42,3 0,9

8,0 121,0 6,3 12,0 268,5 2,2
16,0 215,9 2,6 16,0 364,7 1,4
24,0 309,6 53 20,0 480,7 2,3
32,0 401,2 5,2

Fluoreszenzfarbstoff DPH (jeweils n = 6)
DC-Chol | Fluoreszenz (Messung 1) DC-Chol | Fluoreszenz (Messung 2)

[UM] Mittelwert | rel. St.abw. [%] [UM] | Mittelwert | rel. St.abw. [%]

0,0 20,5 0,6 0,00 17,2 1,1

0,2 20,4 0,7 0,16 17,6 1,6

0,4 20,9 3,3 0,40 18,6 0,7

0,6 21,6 2,3 0,60 18,7 2,3

0,8 25,9 8,5 0,80 18,1 4,5

8,0 103,6 2,8 8,00 71,7 1,3
12,0 155,5 1,3 12,00 137,5 2,1
16,0 205,8 0,9 16,00 181,6 2,0
20,0 254,5 1,2 20,00 196,3 3,7
24,0 304,3 1,5
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Anhang 3: Ansétze fur die Solubilisierungskurve von SPC-Liposomen mit CTAB

Nctas/ [McTas | Mspe | Mputrer| TL A Nctas/ [McTas | Mspc | Mputrer| TL A
nsec | [9] [9] [g] [%] i | [g] [9] [g] [%] ssonm
10 % SPC — Anteil 5 % SPC - Anteil
0,80 10,0365/0,1000/0,9000f 13,2 | 3,135]| 0,80 ]0,0182|0,0500(0,9500| 6,7 | 3,135
1,00 {0,0456/0,1000|0,9000] 13,9 | 3,068 || 1,00 |0,0228|0,0500/0,9500f 7,1 | 3,068
1,25 10,0570/0,1000|0,9000] 14,8 | 2,799 || 1,25 |0,0285|0,0500/0,9500f 7.6 |2,799
1,50 ]0,0683|0,1000/0,9000f 15,8 10,989 ] 1,50 |0,0342|0,0500(0,9500f 8,1 | 0,989
1,75 |0,0797|0,1000|0,9000] 16,6 | 3,039 || 1,75 ]0,0399(0,0500(0,9500] 8,6 | 3,039
2,00 10,0911|0,1000/0,9000}] 17,5 | 2,613 || 2,00 ]|0,0456|0,0500|0,9500f 9,1 | 2,613
2,50 10,1139/0,1000/0,9000] 19,2 | 0,820 || 2,50 |0,0570(0,0500(0,9500{ 10,1 | 0,820
3,00 10,1367/0,1000/0,9000f 20,8 | 0,604 || 3,00 |0,0683|0,0500(0,9500] 11,1 | 0,604

Anhang 4: Kinetikmessung der Adsorption von DNS an CTAB - Vesikel (TL = 0,2 %)

et Ansatz 1 [ ] Ansatz 2 || Ansatz3
Transmission nach Zugabe von ... DNS
[min]]0,6 mg|1,2 mg|1,8 mg|3,0 mg| |10,6 mg|1,2 mg|1,8 mg{2,4 mg|3,0 mg| |1,2 mg|2,4 mg
0 |64,350|54,858|36,285|33,228| |67,017|58,153|44,428|36,357|13,500 - -
1 |66,373[54,781|44,393|28,713| |67,101|60,430|45,527|36,623|18,095| |65,778|50,665
2 |66,429|54,746|47,522|29,488| |67,073|60,318|45,331|36,581(18,837| |65,680(50,406
3 ]66,359|54,704|47,487|30,974| |67,080|60,192|45,331|36,518(11,200| |65,659|50,266
4 166,352|54,662|47,025|30,365| |67,017|60,248|45,282|36,385(13,671| |65,477|50,105
5 ]66,345|54,627|46,962|31,611| |66,968|60,108|45,282|36,350(15,813| |65,477 (49,832
10 |66,093|54,466|46,808|30,302| |66,821|59,716|44,827|35,818|17,885| |65,008|49,027
20 |65,813(54,025|46,115|30,288| |66,555|58,876|44,141|35,048|23,121| |64,189|47,543
30 [65,470(53,727(45,429(29,392| |66,149|58,085|43,623|34,362|22,477| |63,433|46,276
45 - - - - 65,764|57,217|42,699|33,613(23,604| [62,481(44,771
60 |64,686(52,674|43,658|27,761| |65,431|56,265|42,083|32,934|23,562| |61,599|43,560
75 - - - - 65,043]55,516|41,418|32,311{23,212| [60,766|42,454
90 - |51,981]42,391|26,578| |64,728|54,928|41,005|31,856|23,142| |60,143|41,600
105 - - - - 64,469|54,319|40,599|31,443|22,806| [59,541{40,879
120 - |51,351]41,488|25,850| 164,161|53,829|40,193|30,960(22,617| [58,939(40,284
135 - - - - 63,937]53,353|39,822|30,715(22,505| [58,533(39,773
150 - |51,078]40,725|25,276]| 163,713|52,905|39,605|30,540(22,323| [58,092|39,374
165 - - - - 63,489|52,527|39,306|30,302|22,274| 57,658 38,926
180 - |50,553]40,193|24,889| 163,279|52,128|39,157|30,043{22,203| |57,315|38,604
195 - - - - 63,181]51,841|38,744|29,994|22,155| [56,958 38,268
210 - |50,217|39,731|24,577| 162,985|51,568|38,618|29,721{22,057| |56,727|38,030
225 - - - - 62,782]51,190|38,387|29,567|22,015| |56,384|37,652
240 - |50,000]39,332|24,402 - - - - 121,994 |56,167|37,372
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Anhang 5: Kinetikmessung der DNS-Adsorption an CTAB - Vesikel (TL = 0,6 %)
Zeit __ Ansatz 4
Transmission nach Zugabe von ... DNS

[min] 10,6 mg|1,2 mg|1,8 mg|2,4 mg|3,0 mg|3,6 mg
0 - 130,029]29,609|27,719|25,269|22,617
5 - 129,889]29,350|27,390|24,976 (22,295
10 - 129,791]29,126|27,068|24,640(22,001
20 - 129,595|28,664|26,564|24,129|21,476
30 - 129,399]28,328|26,172|23,646 (21,056
45 - 129,210]27,880|25,668|23,100(20,531
60 - 129,014]27,565|25,228|22,701 (20,139

Anhang 6: GroRenmessung von DNS-CTAB - Vesikeln (TL = 0,2 %)

Cum 2 — Analyse Contin — Analyse
Messung 1 (2 Proben je 2x vermessen) Messung 1 (2 Proben je 2x vermessen)
direkt n. Mischen | 1 Tag n. Mischen direkt n. Mischen| 1 Tag n. Mischen
mg DNS|Rad. [nm]| PI Rad. [nm] | PI mg DNS|Rad. [nm]|rel. Br.|Rad. [nm]| rel. Br.
0,0 54,7 0,10 - - 0,0 60,1 | 0,26 - -
0,6 61,1 0,10 91,6 0,41 0,6 66,8 | 0,24 102,7 0,07
1,2 88,4 0,40 108,5 0,80 1,2 1094 | 0,54 1497 1,20
1,8 106,3 0,60 125,5 1,06 1,8 1356 | 0,55 164,7 0,43
2,4 - - - - 2,4 - - - -
3,0 165,0 1,81 - - 3,0 229,6 | 0,67 - -
Messung 2 (2 Proben je 2x vermessen) Messung 2 (2 Proben je 2x vermessen)
direkt n. Mischen | 1 Tag n. Mischen Direkt n. Mischen| 1 Tag n. Mischen
mg DNS|Rad. [nm]| PI Rad. [nm] | PI mg DNS|Rad. [nm]|rel. Br.|Rad. [nm]| rel. Br.
0,0 54,7 0,10 - - 0,0 60,1 | 0,26 - -
0,6 69,5 0,17 81,8 0,38 0,6 75,9 | 0,28 1145 1,09
1,2 92,2 0,35 113,8 0,89 1,2 103,2 | 0,20 148,3 0,79
1,8 106,3 0,56 125,8 1,25 1,8 1335 | 0,50 176,7 0,50
2,4 126,3 0,90 152,3 1,56 2,4 192,0 | 0,39 221,8 0,54
3,0 147,8 1,30 - - 3,0 204,0 | 0,48 - -

Anhang 7: Zusammensetzung der untersuchten DNS-DC-Chol - Vesikel

Ladungsverhéltnis| Volumina | SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4
DNS : DC-Chol TL10% | TL5% | TL1%
1 12 |Vesikel [pl] 300,0 300,0 600,0
DNS  [ul] 168,7 84,4 33,8

1 24 |Vesikel [ul] 300,0 300,0 600,0
DNS  [ul] 84,4 42,2 16,9

1 47  |Vesikel [ul] 300,0 300,0 600,0
DNS  [ul] 42,2 21,1 8,4

1 237  |Vesikel [pl] 300,0 300,0 600,0
DNS  [ul] 8,4 42 1,7
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Anhang 8: GroRen und P1 verschiedener DNS-DC-Chol — Vesikel

Probe Ladungsverhéltnis | Kumulanten- Contin-
DNS : DC-Chol Analyse Analyse
rfnmj| PI r [nm] | [rel.Br.]
Vesikel 10 % TL 79,1 | 0,07 80,3 0,07
Vesikel 5% TL 75,3 | 0,03 75,9 0,04
Vesikel 1% TL 71,2 | 0,05 68,1 0,03

lange DNS, 10 % TL 1/237 79,7 | 0,05 79,5 0,06

lange DNS, 10 % TL 1/ 47 83,9 | 0,14 86,2 0,15

lange DNS, 10 % TL 1/ 24 86,1 | 0,19 80,0 0,06

lange DNS, 10 % TL 1/ 12 | 102,3 | 0,51 86,9 0,12

lange DNS, 5% TL 1/237 76,9 | 0,10 76,3 0,07

lange DNS, 5% TL 1/ 47 775 (0,14 79,9 0,14

lange DNS, 5% TL 1/ 24 83,1 | 0,18 75,9 0,07

lange DNS, 5% TL 1/ 12 99,6 | 0,54 76,4 0,07

lange DNS, 1% TL 1/237 71,8 | 0,08 73,8 0,08

lange DNS, 1% TL 1/ 47 75,5 | 0,09 72,9 0,07

lange DNS, 1% TL 1/ 24 78,9 | 0,21 76,9 0,13

lange DNS, 1% TL 1/ 12 91,3 | 0,41 81,6 0,18

Plasmid-DNS, 10 % TL  1/237 78,4 | 0,08 77,6 0,06

Plasmid-DNS, 10 % TL 1/ 47 792 | 0,11 80,2 0,09

Plasmid-DNS, 10 % TL 1/ 24 83,2 | 0,12 85,6 0,09

Plasmid-DNS, 10 % TL 1/ 12 89,4 | 0,17 86,5 0,07

Plasmid-DNS, 5% TL 1/237 76,5 | 0,03 75,5 0,03

Plasmid-DNS, 5% TL 1/ 47 77,0 | 0,05 76,6 0,06

Plasmid-DNS, 5% TL 1/ 24 78,4 | 0,13 79,7 0,10

Plasmid-DNS, 5% TL 1/ 12 84,4 | 0,18 85,6 0,15

Plasmid-DNS, 1% TL 1/237 71,7 | 0,07 74,4 0,07

Plasmid-DNS, 1% TL 1/ 47 74,2 | 0,07 751 0,08

Plasmid-DNS, 1% TL 1/ 24 75,11 0,15 83,5 0,25

Plasmid-DNS, 1% TL 1/ 12 83,8 | 0,18 81,7 0,12

kurze DNS, 10 % TL 1/237 79,2 | 0,04 78,9 0,03

kurze DNS, 10 % TL 1/ 47 80,3 | 0,11 81,9 0,10

kurze DNS, 10 % TL 1/ 24 84,1 | 0,16 88,2 0,09

kurze DNS, 10 % TL 1/ 12 95,3 ] 0,34 95,9 0,11

kurze DNS, 5% TL 1/237 75,0 | 0,04 73,3 0,04

kurze DNS, 5% TL 1/ 47 77,7 10,14 76,7 0,06

kurze DNS, 5% TL 1/ 24 82,7 1 0,18 81,2 0,10

kurze DNS, 5% TL 1/ 12 954 | 0,36 95,3 0,18

kurze DNS, 1% TL 1/237 73,2 | 0,04 70,7 0,04

kurze DNS, 1% TL 1/ 47 76,3 | 0,07 77 0,10

kurze DNS, 1% TL 1/ 24 79,2 | 0,16 78,5 0,12

kurze DNS, 1% TL 1/ 12 85,7 | 0,28 82,8 0,13
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Anhang 9: GroRen und P1 verschiedener mit Plasmid-DNS beladener DC-Chol - Vesikel

Radien Pl
Ladungsverhaltnis| | 4.55711.47 [1:04| 1:12 | | 0 |1:237|1:47|1:24 | 1:12
DNS : DC-Chol ) ' ' ) ) ) ) )
0 Tage 79,1| 784 |79,2183,2| 894 |]0,07| 0,08 |0,11]0,12|0,17
36 Tage 854|846 [84,1[859|9291]]0,08| 0,05 |0,06|0,15|0,18
61 Tage 89,6/ 918 [89,2]1915| 984 |]0,06| 0,09 |0,13]0,14|0,24
90 Tage 95,0 96,4 |93,8]95,2]102,3|10,06| 0,09 |0,09]|0,17 | 0,23
124 Tage 96,2| 94,8 192,2]194,3] 989 |10,18| 0,10 |0,07]0,17 | 0,25
Anhang 10: GroRen und PI verschiedener DNS-DC-Chol — Vesikel (30/ 24/ z)
Tag 0 Tag 52
SPC/Polysorbat/DC-Chol %ig;er‘;:(dl{%glgg/' Cum2 - Cum2 -
je200 pul (10% TL) ¢ = 1 ug/ul) ’ Analyse Analyse
rinmj| Pl ||r[nm]]| PI
nach der Herstellung 56,7 |0,03
Herstellung + 2 Tage | 55,5 (0,04 624 10,07
30/ 24/ 0
Herstellung + 2 Tage 557 1003
+ erneute Filtration ’ ’
C£ nach der Herstellung 58,1 0,02
% 30/ 24/ 3 Herstellung + 2 Tage | 77,0 |0,07 84,9 |0.17
= Herstellung_+ 2 _Tage 731 10.06
o + erneute Filtration ’ ’
nach der Herstellung 59,1 (0,04
30/ 24/ 6 Herstellung + 2 Tage | 110,2 |0,36 1098 |0.38
Herstellung + 2 Tage 773 10.10
+ erneute Filtration ’ ’
2,89 pg DNS 56,6 0,04 61,0 {0,05
14,46 ug DNS 56,6 10,03 59,3 10,03
30/24/0 28,92 11g DNS 56,6 10,05 [ 58,7 |0,03
57,84 pg DNS 55,7 (0,05 56,5 0,04
n 2,89 ug DNS 77,4 10,10 85,2 10,13
2 30/ 24/ 3 14,46 pg DNS 75,7 10,08/ | 83,8 0,10
= 28,92 pg DNS 77,2 10,08 80,4 |0,12
= 57,84 pg DNS 81,3 10,12 83,5 [0,16
5,64 pg DNS 112,0 |10,39] | 110,8 | 0,43
30/ 24/ 6 28,18 pg DNS 113,3 10,33] | 110,0 | 0,46
56,36 pg DNS 111,0 |10,34] | 122,8 | 0,52
112,71 pug DNS 123,8 10,47] | 130,8 | 0,58

129




Anhang

Anhang 11: Analytik der DNS-CTAB - Vesikel

Anal.lsg. | Puffer | Isoprop. | A2z2nm | A260nm
ub] | [ub] | [ul]

Vesikel (TL = 0,2 %) 150 350 500 0,234 | 0,037

(vor und nach PA) 350 150 500 0,523 | 0,083

500 0 500 0,763 | 0,125

150 350 500 0,048 | 0,110

reine DNS — Lsg. 350 150 500 0,108 | 0,257

500 0 500 0,160 | 0,374

150 350 500 0,259 | 0,153

DNS-CTAB - Vesikel vor PA 350 150 500 0,590 | 0,356

500 0 500 0,863 | 0,528

150 350 500 0,213 | 0,081

DNS-CTAB - Vesikel nach 0,2 MPa 350 150 500 0,467 | 0,180

500 0 500 0,692 | 0,265

150 350 500 0,245 | 0,102

DNS-CTAB - Vesikel nach 0,5 MPa 350 150 500 0,507 | 0,217

500 0 500 0,779 | 0,329

150 350 500 0,251 | 0,135

DNS-CTAB - Vesikel nach 1,0 MPa 350 150 500 0,566 | 0,309

500 0 500 0,830 | 0,446

Anhang 12: Kalibriergerade von DC-Chol in DC-Chol - Vesikeln (30/ x/ y)
CH,Cl,| SPC |Polysorbat | DC-Chol | Phos. | Ac,0 | H,SO4 | Mittelwert | rel. St.abw.
[5 pg/ul] | [5 pg/ul] | [1 pg/ul] | puffer konz. | Asis M [%]
512 24,5 13,5 0 10 | 400 | 40 0,002 53,4
511 24,5 13,5 1 10 | 400 | 40 0,005 14,1
510 24,5 13,5 2 10 | 400 | 40 0,012 7,8
507 24,5 13,5 5 10 | 400 | 40 0,028 1,1
502 24,5 13,5 10 10 | 400 | 40 0,055 3,3
492 24,5 13,5 20 10 | 400 | 40 0,112 1,6
482 24,5 13,5 35 10 | 400 | 40 0,199 2,5
462 24,5 13,5 50 10 | 400 | 40 0,281 1,0
Anhang 13: Kalibriergerade von DC-Chol in DC-Chol — Vesikeln (30/24/ z)
CH,Cl,| SPC |Polysorbat| DC-Chol | Phos. | Ac,O | H,SO, | Mittelwert | rel. St.abw.

[5 pg/ul] | [5 pg/ul] | [1 pg/ul] | puffer konz. | Agis nm [%0]
358 83 109 0 10 | 400 | 40 0,006 16,7
353 83 109 5 10 | 400 | 40 0,037 6,7
348 83 109 10 10 | 400 | 40 0,068 2,9
338 83 109 20 10 | 400 | 40 0,130 2,5
318 83 109 40 10 | 400 | 40 0,253 2,6
298 83 109 60 10 | 400 | 40 0,377 1,9
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Anhang 14: DC-Chol-Bestimmung in den 30/x/y — Formulierungen

Vesikel Vprobe | Mpe-chol Mittelwert | rel. St.abw.
(TL je 10 %) [|J-|] [Hg] A616 nm theor. A616 nm tats. [%]
30/10/5 nach Filtration 10 63,1 0,3534 0,3948 6,2
30/10/8,4 nach Filtration 5 59,3 0,3325 0,2786 9,2
30/20/9,8 nach Filtration 5 82,9 0,4645 0,2268 7,2
Anhang 15: DC-Chol-Bestimmung in den 30/24/z — Formulierungen
Probe Vol. |CH,CI;|Ac,0O | H,SO4 MeRwert Mitt.-| g,
| ]| D0 | T | g | w2 | mig | wert | [%]
30/ 24/ 3 vor Filtrat. 10 | 550 | 400 40 10,169|0,160|0,172]0,167 | 3,7
30/24/3 nach05MPa | 10 | 550 | 400 40 10,163(0,158|0,170]0,164 | 3,7
30/24/3 nach0,7MPa | 10 | 550 | 400 40 10,167 0,164|0,163]0,165| 1,3
30/24/3 nach0,9MPa | 10 | 550 | 400 40 10,168 0,169 |0,168]0,168 | 0,3
30/ 24/ 6 vor Filtrat. 10 | 550 | 400 40 10,330(0,319(0,32510,325| 1,7
30/24/6 nach05MPa | 10 | 550 | 400 40 10,318|0,321|0,322]0,320| 0,6
30/ 24/ 6 nach0,7MPa | 10 | 550 | 400 40 10,330(0,313|0,32410,322| 2,7
30/24/6 nach09MPa | 10 | 550 | 400 40 10,332(0,316|0,32210,323| 2,5
Anhang 16: DC-Chol-Bestimmung in den DNS-DC-Chol — Vesikeln
SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/4] Vol. |CH,CI,Ac,0| H,SO,4 MeRwert Mitt. | Ooyel.
(]| [d] ([l | ] M1 | M2 | M3 | wert |[%]
TL 1%, 14 ug DNS, vor Filtr. 20 | 540 |[400| 40 ]0,053|0,057]0,060]0,057| 6,2
TL 1%, 28 ug DNS, vor Filtr. 20 | 540 |400| 40 ]0,055|0,053|0,058]0,055( 4,5
TL 1%, 56 ug DNS, vor Filtr. 20 | 540 |[400| 40 ]0,054]/0,056|0,058]0,056| 3,6
TL 1%, 14pugDNS,n.1,0MPal 20 | 540 |400| 40 ]0,055/0,059(0,057]0,057]| 3,5
TL 1%, 28 ugDNS,n.1,0 MPa| 20 | 540 |400| 40 ]0,058/0,054(0,057]0,056| 3,7
TL 1%, 56 ug DNS, n.1,0 MPa| 20 | 540 |400| 40 ]0,052/0,053(0,054]0,053]| 1,9
TL 10 %, 562 pug DNS, vor Filtr. 5| 555 [400| 40 ]0,145|0,140|0,150]0,145| 3,4
TL 10 %, 562 ug DNS, n. 0,4 MPa| 5 | 555 |400| 40 ]0,146/0,142(0,148]0,145| 2,1
TL 10 %, 562 ug DNS, n. 0,7 MPa| 5 | 555 |400| 40 ]0,128/0,123(0,130|0,127| 2,8
TL 10 %, 562 pg DNS, n. 0,9 MPa| 5 | 555 |400| 40 ]0,131(0,131]0,138]0,133]| 3,0
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Anhang 17: Kalibriergerade von DNS in DC-Chol - Vesikeln

Nr.| Vesikel DNS EtBr | Ph.puf. Messungen Statistik
30/10/4
TL| V |Konz.| V | V V | M1]|M2]|M3]|M4|M5]|Mitt.wert| rel. St.abw.
[9%] | [d] | [ng/pd] | [l ] [pd] [ul] [Fluoreszenzeinheiten] |[Fluor.e.] [%]
ohne Lipidvesikel
11110 10 0 5 995 1,7(18|1,7(18|17| 1,74 3,1
211]0 10 |10 ] 5 985 |19(18(19|17|19| 184 4,9
311]0 10 |20 ] 5 975 20(21(19]19|19] 196 4,6
41110 10 |50 | 5 945 122(23(23(23]|23]| 2,28 2,0
511]0 10 [120] 5 875 ]30(30(29]31(30] 3,00 2,4
mit Lipidvesikeln
6] 1|20 10 0 5 975 18(17(118|18|17| 1,76 3,1
71120 10 |10| 5 965 ]19(20(19]18|18| 1,88 4.5
8|11 /20| 10 [ 20| 5 955 ]20[19(20]21[20] 2,00 3,5
91120 10 |50 | 5 925 123(24(23(23]|24] 234 2,3
101 1 | 20| 10 [120] 5 855 [31[30(31]30(31] 3,06 1.8
Anhang 18: DNS-Quantifizierung in diversen DNS-DC-Chol — Vesikeln
Nr.lVes.| DNS Probe | EtBr |Ph.puf. MeRwert Mitt. Oy
TL | [ug] |BeMerkungenty, v v il v [ | M1|m2|m3a|ma| ms |wert  [26]
11| 1%|14,06| vor Filtrat. 20 5 975 12,0(2,1(2,1(2,1| 2,112,08| 2,2
2 | 1%|28,12| vor Filtrat. 20 5 975 |2,41(24(24(23|2,41238| 1,9
3 | 1%|56,24| vor Filtrat. 20 5 975 ]12,9(3,0({3,0(3,1|3,0|3,00| 24
4 1 1%|14,06| nach 1,0 MPa| 20 5 975 ]12,1(2,0({2,1{2,1|2,2|2,10| 3,4
51 1%|28,12| nach 1,0 MPa| 20 5 975 12,3(2,4|2,3|2,4]| 25 12,38| 3,5
6 | 1%|56,24| nach 1,0 MPa] 20 5 975 12,9(29(28(2,7129]284| 31
7 110 %|562,4| vor Filtrat. 2 5 993 1241(24|2,3|2,3]241236]| 23
8 110 %|562,4| nach 0,4 MPa| 2 5 993 |24 (24(24(24|2412,40| 0,0
9 110 %|562,4| nach 0,7 MPa| 2 5 993 |241(24|25(2,3|23]2,38| 35
10 |10 %|562,4| nach 0,9 MPa| 2 5 993 ]2,4(2,3({25(25|241242| 3,5
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Anhang 19: Zusammensetzung der fir die in vitro Experimente eingesetzten DNS-Vesikel

SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/5

1,6 ug EGFP - D

NS (c =1 pg/ul)

DNS:Lipid — Verhaltnis = 1:11,8 DNS:Lipid — Verhaltnis = 1:5,9
TL [%]] 10 5 1 0,2 |Fugene|Negat.] | 10 5 1 | 0,2 |Fugene| Negat.
Sons [ul]| 6,40 6,40/ 6,40 6,40 6,40 | 6,40 || 6,40 6,40| 6,40| 6,40] 6,40 -
Svesikel [UI]] 9,20{18,40] 92,00 |460,0 | 25,60 - 4,60| 9,20(46,00{230,0] 25,60 | 9,20
Vvewm [11]]84,40(75,20] 1,60| - | 68,00 | 93,60 | [89,00|84,40(47,60{ - | 68,00 | 90,80
0,4 ug EGFP — DNS (c = 1 pg/ul)
DNS:Lipid — Verhéaltnis =1:11,8 DNS:Lipid — Verhéltnis = 1:5,9
TL [%]] 10 5 1 0,2 |Fugene|Negat.|| 10 5 1 | 0,2 |Fugene| Negat.
Sons [mI]] 1,60| 1,60| 1,60| 1,601 1,60 | 1,60 || 1,60| 1,60| 1,60{ 1,60] 1,60 -
Svesikel [U1]] 2,30| 4,60|23,00|115,0 | 6,40 - 1,15 2,30{11,50|57,50 6,40 2,30
Vivem [11]]196,10(93,80]| 75,40 | - | 92,00 | 98,40 | [97,25]96,10(86,90{40,90] 92,00 | 97,70
0,1 ug EGFP — DNS (c = 1 pg/ul)
DNS:Lipid — Verhaltnis = 1:11,8 DNS:Lipid — Verhéltnis = 1:5,9
TL[%]| 10 | 5 1 | 0,2 |Fugene|Negat.|| 10 | 5 | 1 | 0,2 [Fugene| Negat.
>pns [U]| nicht ange- | 0,40 | 0,40| 0,40 | 0,40 | |nichtange-| 0,40 0,40] 0,40 -
esikel [1I]] S€tzt (Vol. | 5,80 (29,00 1,60 - setzt (Vol. | 2,90(14,50| 1,60 | 0,60
Vvew [p1]] 24 9811n9) [93.80[70,60] 98,0 | 99,60 | | zu 9ering) |96 70(85,10] 92,00 | 99,40
SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/10/8,4
1,6 ug EGFP — DNS (c =1 pg/ul)
DNS:Lipid — Verhaltnis =1:11,8 DNS:Lipid — Verhéltnis = 1:5,9
TL [%]] 10 5 1 0,2 |Fugene|Negat.|| 10 5 1 | 0,2 |Fugene| Negat.
Sons [UI]] 6,40| 6,40| 6,40| 6,40 - 6,40 | | 6,40| 6,40( 6,40| 6,40 - -
Svesikel [MI]] 4,90| 9,80( 49,00 |245,0 - - 2,45| 4,90|24,50({122,5] - -
Vwewm [H1]]88,70(83,80| 44,60 | - - 93,60 | ]91,15/88,70(69,10| - - -
0,4 ug EGFP — DNS (c = 1 pg/ul)
DNS:Lipid — Verhaltnis = 1:11,8 DNS:Lipid — Verhaltnis = 1:5,9
TL [%]] 10 5 1 0,2 |Fugene|Negat.] | 10 5 1 | 0,2 |Fugene| Negat.
Sons [HI]| 1,60| 1,60/ 1,60| 1,60| 1,60 | 1,60 | |nicht| 1,60| 1,60| 1,60] - -
Svesikel [UI]] 1,23| 2,46]12,30|61,50]| 6,40 - anges| 0,62| 1,23| 6,15 - -
Vvew [11]]97,17]95,94] 86,10 [36,90] 92,00 | 98,40 | | (5:0.)[97,78[97,17]92,25] - -
0,1 ug EGFP — DNS (c = 1 pg/ul)
DNS:Lipid — Verhaltnis =1:11,8 DNS:Lipid — Verhéltnis = 1:5,9
TL [%]] 10 5 1 0,2 |Fugene|Negat.|| 10 5 1 | 0,2 |Fugene| Negat.
Sons [uI]] 0,40| 0,40| 0,40| 0,40 - 0,40 | | nicht| 0,40| 0,40| 0,40 - -
Svesiket [UI]] 0,31| 0,62| 3,10 |15550| - - anges; 0,31| 1,55| 7,75 - -
Vivewm [H1]]99,29]98,98]| 96,50 | 84,101 - 99,60 | [ (s:0.)[99,29(98,05[91,85| - -
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Anhang

SPC/Polysorbat/DC-Chol 30/20/9,8

1,6 ug EGFP — DNS (c =1 pg/pl)

DNS:Lipid — Verhaltnis = 1:11,8 DNS:Lipid — Verhaltnis = 1:5,9
TL [%]] 10 5 1 0,2 |Fugene|Negat.|| 10 5 1 | 0,2 |Fugene| Negat.
Sons [Ul]| 6,40 6,40/ 6,40 6,40 - 6,40 | | 6,40| 6,40( 6,40 6,40 - -
Svesikel [UI]] 3,51| 7,02| 35,10 |175,5 - - 1,76| 3,52|17,60(88,00f - -
Vwewm [1]190,09(86,58| 58,50 | - - 93,60 | ]91,84/90,08/76,00| 5,60 - -
0,4 ug EGFP — DNS (c = 1 pg/ul)
DNS:Lipid — Verhaltnis =1:11,8 DNS:Lipid — Verhéltnis = 1:5,9
TL [%]| 10 5 1 0,2 |Fugene|Negat.|| 10 5 1 | 0,2 |Fugene| Negat.
Sons [mI]] 1.60{ 1,60| 1,60| 1,60] 1,60 | 1,60 || 1,60 1,60 1,60| 1,60 - -
S vesikel [UI]| 0,88| 1,76 8,80|44,00( 6,40 - 0,44| 0,88 4,40({22,00] - -
Vivem [H1]]197,52]96,64] 89,60 | 54,40 92,00 | 98,40 | |97,96]97,58/94,00{76,40] - -
0,1 ug EGFP — DNS (c = 1 pg/ul)
DNS:Lipid — Verhéaltnis =1:11,8 DNS:Lipid — Verhéltnis = 1:5,9
TL [%]] 10 5 1 0,2 |Fugene|Negat.|| 10 5 1 | 0,2 |Fugene| Negat.
Sons [ul]] nicht| 0,40| 0,40| 0,40 - 0,40 | | nicht| 0,40| 0,40| 0,40 - -
Zyesikel [MI]|2N98S) 0,88) 4,40 |22,00] - - | [anges{ 0,44| 2,20{11,00] - -
Vuvew [1I]] (5:0)(98,72[95,20 [ 77,60] - [ 99,60 | [ (s-0-)[99,16[97,40(88,60 - -
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