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1 EINLEITUNG

Ein grofBes Schlagwort des 21. Jahrhunderts ist die so genannte Nanotechnologie. Basierend
auf wichtigen Fortschritten des letzten Jahrhunderts — unter anderem der Entwicklung der
Quantenmechanik, der Erfindung des (Raster-)Elektronenmikroskops und der
Entschliisselung des menschlichen Genoms — schlieBen sich Wissenschaftler aus den
Bereichen Chemie, Biologie, Medizin, Physik und Informatik zusammen, um neue
Erkenntnisse auf molekularer und atomarer Ebene zu gewinnen und fiir die Menschheit

nutzbar zu machen.

Ein Teilgebiet der Nanowissenschaft befasst sich mit medizinisch-pharmazeutischen
Anwendungen der Nanotechnologie, unter anderem mit dem langfristigen Ziel, durch
Verdanderungen auf genetischer Ebene bislang unheilbare Krankheiten behandeln oder
vollstindig heilen zu konnen. Verdnderungen in den Genen bzw. in ihrer Regulation spielen
bei Erbkrankheiten, wie der zystischen Fibrose oder der Immunschwéchekrankheit SCID-X1,
sowie bei Krebserkrankungen eine entscheidende Rolle.

Die Herausforderung der Gentherapie besteht deshalb darin, korrekt funktionierende
Gensequenzen gezielt in Zellen einzuschleusen und durch die Expression entsprechender
Proteine therapeutisch auf die zelluldren Ablaufe Einfluss zu nehmen.

Andererseits widre eine gezielte Abschaltung von Krankheit verursachenden bzw.
unterstiitzenden Genen denkbar, wie beispielsweise von solchen, die fiir unkontrolliertes
BlutgefaBwachstum im Tumorgebiet kodieren, oder die Bekdmpfung von viralen Infektionen
durch Konstruktion und Einbringen von Nukleinsduren, die mit der Expression eines Zielgens
interferieren.

SchlieBlich sei die Entwicklung von so genannten Gen-Impfstoffen erwéhnt, die als
vorbeugende Mallnahme das Immunsystem stimulieren und so z. B. zu einer erhohten

Tumorabwehrreaktion fithren sollen.

Das grofite Problem dieser neuen Therapieansitze besteht im effektiven und gesteuerten
Einschleusen der Gene in die Zielzellen. Diesem Problem wird versucht, auf zwei
verschiedenen Wegen zu begegnen:

Zum einen werden modifizierte Viren dazu verwendet, das therapeutische Gen zusammen mit

ihrem Erbgut in das Zellinnere zu schleusen. Eine andere Moglichkeit ist die Entwicklung
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nichtviraler Genvektoren, die aus synthetischen Molekiilen aufgebaut sind, die aber alle in
Bezug auf ausreichende Verfiigbarkeit im Zielgewebe und auf Effektivitit optimiert werden

miissen.

Eine neuartige Methode zum gezielten Nukleinsduretransfer und zur ortsspezifischen
Anreicherung stellt die Magnetofektion dar: Durch Koppelung von magnetischen
Eisenoxidnanopartikeln an Nukleinsduren und Genvektoren ist ein physikalisch steuerbarer
Gentransfer durch ein aullen angelegtes Magnetfeld moglich.

Eine weitere physikalische Kraft, die im Gentransfer zu einer erhohten Transfektionseffizienz
durch Beeinflussung der Zellmembranpermeabilitit und ortsspezifischer Freisetzung des
Therapeutikums beitragen kann, ist der Einsatz von Ultraschall (Sonoporation). Ein voéllig
neuartiger Ansatz besteht darin, Magnetfeld und Sonoporation in einer Methode zu vereinen.
Dieses Ziel wird auch in der vorliegenden Arbeit verfolgt:

Zunéchst soll in vitro ein superparamagnetischer mit siRNA beladener Genvektor auf seine
Effektivitdt hin untersucht werden. Dazu werden murine Lungenmelanomzellen durch
Magnetofektion bzw. unter zusétzlicher Anwendung von Ultraschall transfiziert, um
anschlieBend eine verringerte Expression eines gewiinschten Proteins zu erreichen. Nach
Erfolg versprechender Herunterregulierung der Genexpression erfolgt der Einsatz in vivo:
Nach Etablierung eines Lungenmetastasen-Modells in der Maus wird mittels der innovativen

Methode versucht, einen lokoregiondren Gentransfer in Lungentumorzellen zu erzielen.
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Bedeutung und Therapie von Lungentumoren in der Humanmedizin

Im Jahr 2005 waren Luftrohren-, Bronchien- oder Lungenkrebs laut WHO die dritthaufigste
Todesursache in Deutschland. Insgesamt starben deutschlandweit 42 079 Menschen an diesen
Leiden, das entspricht 5,2 % der Gesamtsterblichkeit in dem genannten Jahr. Damit nimmt
das Bronchialkarzinom nach den ischdmischen Herzerkrankungen und zerebrovaskulédren
Krankheiten eine Spitzenstellung bei den 10 bedeutendsten Sterblichkeitsursachen in unserem
Land ein. 22 % aller Krebstoten gehen auf das Konto des Lungenkarzinoms. Wiahrend die
Tendenz, an derartigem Krebs zu erkranken, bei Ménnern allgemein etwas riicklaufig ist,
steigt die Zahl erkrankter Frauen in jiingster Zeit an. Als Hauptursache gelten dabei so
genannte Inhalationskarzinogene, wie v. a. Tabakrauch, Asbest, Arsen und radioaktive Stoffe.
Der hochst maligne Tumor metastasiert in regiondre Lymphknoten und umgebende
Strukturen wie Pleura und Perikard sowie auf hdmatogenem Weg besonders in Leber,
Nebennieren, Skelett und Gehirn (238).

Derzeit bestehen die wenig zufrieden stellenden Therapiemoglichkeiten je nach kdrperlichem
Gesamtzustand des Patienten und Tumorstadium aus chirurgischer Resektion von einzelnen
Lungenlappen in Kombination mit oder ausschlieBlich aus Strahlentherapie und Gabe von
Zytostatika. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit ist sehr gering, die durchschnittliche Fiinf-
Jahres-Uberlebensrate betriigt lediglich 10 %, ca. 45 % der Erkrankten sterben bereits nach
einem Jahr (68). Hinzu kommen erhebliche Einschriankungen der Lebensqualitit durch
massive Nebenwirkungen von systemisch verabreichten Zytostatika wie Erbrechen,
Inappetenz, Abgeschlagenheit, Haarausfall, Polyneuropathien und Muskelschmerzen (240).
Dies ist nur ein Beispiel von vielen Krebs- und anderen Erkrankungen (z. B.
Infektionskrankheiten, Erbleiden), bei denen die klassischen Therapieformen keine grof3e
Hoffnung auf eine Genesung zulassen bzw. die eigentliche Ursache nicht bekdmpfen und
deshalb Anlass geben fiir die Suche nach modernen Therapieansdtzen wie der Gentherapie.
Diese muss allerdings beziiglich einer Erhohung der biologischen Verfligbarkeit im
Zielgewebe und einer Verbesserung der molekularen Spezifitit optimiert werden, um
einerseits deren Wirksamkeit zu erhohen und gleichzeitig Nebenwirkungen zu verringern.
Dabei spielen biologisches (verschiedene Rezeptoren, Antikorper usw.) und physikalisches

Targeting (z. B. Magnetfelder, Ultraschall) eine gro3e Rolle.
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2.2 Gentherapie — Grundlagen und Einsatzmaéglichkeiten in der Medizin

Auf der Suche nach neuen, fiir den Patienten schonenderen Therapieanséitzen gewinnt die
Gentherapie immer mehr an Bedeutung. Sie ist definiert als das Einbringen genetischen
Materials in die Zellen eines Individuums mit dem Ziel, therapeutischen oder
prophylaktischen Nutzen fiir dieses zu erzielen (66).

Grundlage hierfir bildet die Erkenntnis, dass Nukleinsduren in Form von
Desoxyribonukleinsdure (DNA) und Ribonukleinsdure (RNA) als Triger des genetischen
Codes am Anfang einer Informationskette stehen und damit verantwortlich fiir die
molekularen Vorgénge innerhalb einer Zelle sind. In der Basenabfolge der Nukleinsduren ist
der Bauplan fiir Proteine enthalten (234).

Wird der Informationsfluss innerhalb der Zelle gestort, fiihrt dies zu nichtfunktionellen
Proteinen oder womdglich zu Entartungen der zelluliren Abldufe, die nach auflen als
Krankheit in Erscheinung treten konnen. Die Schliisselrolle der Nukleinsdure zu Beginn der
Informationskette kann daher sowohl therapeutisch als auch diagnostisch genutzt werden. Das
Einbringen von therapeutisch niitzlichen Genen von auflen in Zellen wird zur Produktion des
eigentlichen therapeutischen Agens — in der Regel eines Proteins — fiihren. Andererseits kann
das FEinschleusen einer Nukleinsdure mit unbekanntem Informationsgehalt durch
Beobachtung der Wirkung zur Entschliisselung der Funktion einzelner Genabschnitte
beitragen.

Von diesem Hintergrund aus betrachtet wire eine genetische Therapie jedes Mal dann
sinnvoll, wenn das Genprodukt seinerseits zu einer Therapie beitragen kann. Im Gegensatz zu
bislang eingesetzten Therapeutika wird der Organismus bei dieser Behandlungsform dazu
gebracht, sich quasi selbst zu helfen, indem er sein kdrpereigenes ,,Medikament* herstellt.
Das Ausgangsarzneimittel muss jedoch weiterhin von auBlen zugefiihrt und an die
entsprechenden Zellen heran- und in sie eingebracht werden (8, 54).

Eine andere Strategie, auf welche unter 2.5 ndher eingegangen wird, setzt auf den erst vor
relativ kurzer Zeit entdeckten Mechanismus der RNA-Interferenz: Kleine, nichtkodierende
Ribonukleinsduren konnen eine wichtige Rolle in der Genregulation spielen (67). Die
Schliisselexperimente, die 1998 von A. Fire und C. Mello an Fadenwiirmern durchgefiihrt
wurden, liifteten das bisherige Geheimnis der zuvor schon an Pflanzen und Tieren
beobachteten geheimnisvollen Genabschaltung: Verantwortlich dafiir sind nichtkodierende
DNA-Sequenzen im Erbgut, die in RNA iibersetzt werden (miRNA) und spezifisch mit

fremder (z. B. viraler) oder endogener mRNA (zur Regulation der Proteinbiosynthese)
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interferieren und anschlieBend fiir deren Abbau sorgen: die so genannte RNA-Interferenz
(50). Durch die Funktion der miRNA als Genregulator greift sie in so wichtige zelluldre
Prozesse wie beispielsweise Wachstum, Differenzierung und Apoptose (programmierter
Zelltod) ein. Daraus ergeben sich diverse denkbare Therapieansitze filir beispielsweise
Stoffwechselerkrankungen, Krebs oder Viruskrankheiten. Prinzipiell miisste sich jedes
krankmachende Gen stilllegen lassen konnen (67). Voraussetzungen hierfiir sind die
Bekanntheit des zu unterdriickenden Gens und, wie bei der ,klassischen* Gentherapie auch,
der effektive Transport der miRNA an die Zellen heran sowie die anschlieBende intrazellulédre
Aufnahme. Ein Vorteil der RNA-Interferenz gegeniiber dem Einbringen von Genen in Form
von Plasmiden (,,klassische* Gentherapie) ist die Tatsache, dass es sich bei Erstgenannter um
einen natiirlich im Organismus vorkommenden Mechanismus handelt. Weiter entfdllt die
Notwendigkeit, innerhalb der Zelle den Zellkern zu erreichen, da sich die entscheidenden
Vorgéinge der Interferenz und des mRNA-Abbaus ausschlieBlich im Zytoplasma abspielen
(165). Was bei aller Euphorie jedoch nicht vergessen werden darf, ist die Reversibilitdt der
Genabschaltung und damit verbunden eine wiederholte Therapienotwendigkeit, die in

manchen Féllen sogar lebenslang andauern kann (165, 34).

2.3 Voraussetzungen fiir die Wirksamkeit von gentherapeutischen Anwendungen

2.3.1 Intravasaler Transport

Unabhédngig von der Zielsetzung einer molekulargenetischen Manipulation muss das
genetische Material zunidchst vom Applikationsort zum Wirkort gelangen. Auf diesem Weg
gilt es verschiedene Barrieren zu iiberwinden. Fiir den Transport und das Einbringen von
Nukleinsduren in Zellen bedient man sich so genannter Genvektoren (virale und nichtvirale),
auf die unter 2.4. niher eingegangen wird.

Gelangt der Vektorkomplex (Genvektor und daran gebundene Nukleinsdure) nach
intravendser Applikation in die Blutbahn, so stellt das Immunsystem die erste grof3e
physiologische Hiirde dar. Phagozyten in der Lunge (Alveolarmakrophagen) und Leber
(Kupffersternzellen), die fiir die Entfernung von fremdem, korpuskuldrem Material aus dem
Blutstrom zustindig sind, eliminieren einen betrachtlich hohen Anteil (bis zu 90 %) an zuvor
durch Blutproteine opsonierten (gebundenen) nichtviralen Vektorpartikeln (153, 177). Es
wurde gezeigt, dass Plasmaproteine, wie beispielsweise Albumin oder Fibrinogen und einige
Komplementfaktoren (C1, C3) fiir diese Opsonierung verantwortlich sind (153). Nach dieser

Bindung kann der Intravasalraum aufgrund der PorengréBe der Endothelzellen nicht mehr
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verlassen werden, wodurch die weitere Verteilung der Genvektoren gehemmt ist. Andererseits
konnten Soutschek et al. (204) die Bindung von siRNA-Cholesterol-Konjugaten an Albumin
ausnutzen und auf diese Weise eine erhdhte Aufnahme der siRNA in Leberzellen bewirken
(,,Leber-Targeting®).

Weiter eliminieren im Blutstrom zirkulierende Proteasen und Nukleasen die Vektorkomplexe
bzw. setzen ihre Wirkung herab (114). So liegt z. B. die Plasma-Halbwertszeit fiir nackte
siRNA zwischen 1 und 5 Minuten, durch chemische Modifikationen an einem oder beiden
Einzelstringen konnte sie auf 1 bis 3 Tage erhoht werden (36). Einige Studien belegen eine
Aktivierung des Interferonsystems durch siRNAs, insbesondere in hoheren Konzentrationen
(18, 259, 195). Nach siRNA-Applikation gebunden an Liposomen wird aullerdem {iber eine
Aktivierung des Toll-like-receptor-Systems (TRL) berichtet, welches fremde RNA erkennt
(82, 193). TRL-Rezeptoren erkennen spezifische, immunmodulatorische Motive in der
Sequenz der eingebrachten siRNA, insbesondere GU-reiche Sequenzen (bestimmte
wiederkehrende Abfolge der Basen Guanin und Uracil) (82, 70, 130) und fiihren
bekannterweise bei Sdugern durch Sekretion von Interleukinen und Stimulation von IFN-y zu
einer B-Zell-Aktivierung (105). Dadurch kann es zu unerwiinschten klinischen Symptomen
im Patienten kommen (250).

Die Interaktionen der Serumproteine mit Poly- oder Lipoplexen (s. 2.4.2.1 bzw. 2.4.2.2)
bedingen eine klinisch unerwiinschte Aktivierung des Komplementsystems, wenngleich ein
Einfluss auf die Transfektionseffizienz nicht zu beobachten war (157, 49).

Insgesamt miissen geeignete Modifikationen bei der Konstruktion von Genvektoren gefunden
werden, die mogliche Wechselwirkungen mit Blutbestandteilen minimieren und zu keiner
oder nur zu einer tolerierbaren Aktivierung des Immunsystems fithren. Als eine Ausnahme
diesbeziiglich sei die Vakzinierung mit DNA erwéhnt, bei der eine humorale Immunantwort
im Sinne von Antikodrperbildung gegen das Proteinprodukt des therapeutischen Gens explizit
erwiinscht ist und gleichzeitig zur Eliminierung der Protein produzierenden Zellen fiihren

kann (221).
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2.3.2 Anatomisch-histologische Hindernisse

Bei ihrer Zirkulation im Blut miissen Arzneistoffe und deshalb auch zirkulierendes
genetisches Material die Leber passieren, die ihre Aufgabe als Stoffwechsel- und
Entgiftungsorgan erfiillt: Negativ geladene Molekiile wie RNA oder DNA werden ebenso wie
Lipoplexe (Komplexe aus Nukleinsdure und Lipiden) durch Kupffersternzellen phagozytiert
(65). Wenn nicht Endothelzellen selbst Zielort sind, muss ein Austritt aus den Gefillen
(Extravasation) erfolgen. Da die Poren der Endothelzellen einer Kapillare durchschnittlich
maximal eine Grofe von ca. 100 nm aufweisen, diirfen eingesetzte, wasserlosliche
Genvektoren nicht grofer als dieser Durchmesser sein, um ein ungehindertes Eindringen zu
ermOglichen. Molekiile bis zu einem Molekulargewicht von 60 000 Dalton kénnen durch die
Poren in den Extrazellularraum gelangen. Ungeladene lipidlosliche Molekiile konnen durch
ihre lipophilen Eigenschaften durch die Kapillarwand diffundieren. Eine dritte Moglichkeit,
die Gefdwand zu liberwinden, besteht fiir Makromolekiile durch Pinozytose (unspezifische,
kontinuierliche Aufnahme durch kleine Vesikel), eine spezielle Form der Endozytose (53,
212). Aullerdem existieren im Organismus noch weitere spezielle Barrieren, wie die Blut-
Hirn-, Plazentar- und Blut-Milch-Schranke, die den Zugang zu gewissen Organen zusétzlich
erschweren. Im Gewebe selbst kann es durch Interaktionen mit extrazelluldren
Glykosaminoglykanen zu Dissoziation von nichtviralen Genvektoren kommen, wodurch die
gentherapeutische Zielsetzung gefdahrdet wird (177). SchlieBlich sei noch erwidhnt, dass bei
Transfektionsversuchen mit DNA der Zustand der Zellen im Zellzyklus eine Rolle spielen
kann: Mitotische (sich teilende) Zellen konnten sich mit nichtviralen Genvektoren leichter
transfizieren lassen als ruhende (27).

Aus genannten Griinden wird ersichtlich, dass nicht nur Vektorgrof3e, -ladung, -oberfliche
und -stabilitit eine bedeutende Rolle im erfolgreichen Gentransfer spielen, es gilt vielmehr
die Vektorkonzentration am Zielort zu erhdhen und gleichzeitig die Transferzeit zu

verkiirzen (s. 2.4.3).

2.3.3 Barrieren der intrazelluliren Aufnahme

Ist der Weg bis zum Zielgewebe liberwunden, gilt es weitere Hiirden in Form von zelluldren
Membranen zu nehmen.
An erster Stelle muss die negativ geladene Plasmamembran der Zielzelle durchdrungen

werden. In der Regel geschieht dies durch Endozytose, entweder spezifisch und
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rezeptorvermittelt (durch Rezeptoren an der AuBlenseite der Zellmembran) oder unspezifisch
und langsamer durch Phagozytose. Hilfreich ist dabei eine kationische Uberschussladung der
meisten nichtviralen Vektoren nach der Komplexierung mit DNA oder RNA (243, 251, 258).
Da Endozytose einen komplexen Prozess darstellt, bestehend aus Bindung an die
Zellmembran, Zelleintritt, Bildung der Endosomen, Fusion mit Lysosomen und schlieflich
Lysis, muss anschlieend der in das Endosom eingeschlossene Genvektor aus diesem in das
Zytoplasma freigesetzt werden, um nicht von lysosomalen Enzymen abgebaut zu werden
(258). Bei der Konstruktion einiger nichtviraler Vektoren versucht man virale Mechanismen
der endosomalen Lyse nachzuahmen, indem beispielsweise einzelne virale endosomolytische
Proteine oder Peptide (INF 7) synthetisiert und in den Genvektor eingebaut werden, die nur
bei einem sauren pH-Wert innerhalb des Endosoms ihre Wirkung entfalten (231, 158). Weiter
besteht die Moglichkeit, mithilfe von inaktivierten Adenoviren die endosomale Membran zu
durchbrechen. Ein einfacher, aber wirkungsvoller Ansatz nutzt ionisationsfdhige sekundire
und tertidre Aminogruppen von kationischen Polymeren wie PEI (Polyethylenimin): Diese
puffern den Effekt der endosomalen Protonenpumpe ab, welche H'-Ionen in das Lumen der
Endosomen pumpt. Das bedeutet, dass in Gegenwart von PEI im Endosom mehr Protonen in
das endosomale Lumen gepumpt werden miissen, um den physiologisch niedrigen pH-Wert
zu erreichen. Dies hat einen erhdhten Ionen- und Wassereinstrom (Osmose) zur Folge und
fiihrt letztendlich zum Anschwellen und Platzen des Endosoms unter Freisetzung des PEI-
DNA-Vektorkomplexes (239, 11, 91).

Im Zytoplasma angelangt muss, dhnlich wie bei einem extrazelluliren Transport, die
Stabilitdt des Genvektors gegeniiber Nukleasen bzw. sich selbst (Aggregation) gewihrleistet
sein. Hier ist zumindest fiir gentherapeutische Interventionen mit siRNA der Zielort fiir den
Ablauf weiterer Wirkungsmechanismen erreicht (s. 2.5.2).

Mit DNA beladene Genvektoren miissen hingegen eine letzte Barriere tiberwinden, bevor sie
im Zellkern in messenger RNA iibersetzt werden und im Zytoplasma die Proteinbiosynthese
stattfinden kann: die doppelte Kernmembran. Dies kann einerseits liber die Zellkernporen
von ca. 10 nm Durchmesser durch aktiven, von zytoplasmatischen Transportproteinen
gesteuerten (groBere Molekiile) (235) oder passiven (162) Transport geschehen, wobei die
Mechanismen noch nicht vollstindig verstanden sind. Andererseits besteht die Moglichkeit
des Einschleusens von exogener DNA in den Zellkern wihrend der Zellteilung und der damit
verbundenen Auflosung der Zellkernmembran. Im Zellkern selbst kann die transferierte DNA
als Episom extrachromosomal vorliegen, wodurch die Expression des Transgens nur temporar

(transient) mit einem Expressionspeak zwischen 12 und 72 Stunden anhélt, da bei der



SCHRIFTTUM 9

nichsten Zellteilung die Plasmid-DNA weiter verdiinnt wird (27, 45). Fiir eine stabile
Langzeitexpression ist es erforderlich, das therapeutische Gen in das Wirtszellgenom zu

integrieren oder eine episomale Replikation sicherzustellen (10).

Wenn man abschlieBend die zahlreichen Barrieren extrazelluldrer und intrazelluldrer Natur
betrachtet, so ist es nicht verwunderlich, dass eine zu niedrige Konzentration von
Genvektoren im Zielgewebe fiir fehlenden Gentherapieerfolg verantwortlich ist. Es war und
bleibt deshalb eine groe Herausforderung, diese Hiirden bei der Entwicklung von neuen,

effizienten Genvektorsystemen zu iiberwinden bzw. zu umgehen.

2.4 Gentransfer

Seit den Anfingen der Forschung auf dem Gebiet der Gentherapie sind ca. 40 Jahre
vergangen (216), in denen eine Vielzahl an Methoden und Techniken entwickelt wurde, den
Gentransfer effektiv und medizinisch anwendbar zu realisieren. Wie bereits erwihnt, bedient
man sich so genannter Genvektoren oder Genfdhren, um Nukleinsduren gezielt in Zielzellen
einzuschleusen. Diese miissen tiiber alle zuvor aufgefiihrten Barrieren hinweg in der Lage
sein, das therapeutische Agens (DNA oder RNA) sicher und unveridndert in den Zellkern bzw.
in das Zytoplasma zu befordern. Dabei haben sich zwei verschiedene Ansdtze entwickelt, die
bis heute noch bestehen (55): Einerseits dienen modifizierte Viren als Genvektoren (viraler
Gentransfer), auf der anderen Seite versucht man mit verschiedenen chemischen und
biochemischen Formulierungen das einzubringende Gen zu verpacken und / oder unter
Nutzung von physikalischen (178) Verfahren den Transfer zu optimieren (nichtviraler

Gentransfer).

2.4.1 Vektoren des viralen Gentransfers

Bei viralen Vektoren handelt es sich meist um replikationsunféhige Viren, deren natiirlicher
Infektionsmechanismus noch funktioniert und fiir den Transfer eines therapeutischen Gens
ausgenutzt wird. Die ungehinderte Vermehrung (Replikation) von Wildtypviren innerhalb der
Wirtszelle wird durch den Austausch von den fiir die Replikation notwendigen Wildtyp-
Genen durch das zu transportierende therapeutische Gen verhindert. Im optimalen Fall wird
das gentechnologisch veridnderte Virus das infizierte Gewebe auch nicht nachhaltig schadigen

(8). Hauptsidchlich kommen Retroviren, Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren und
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Herpesviren zum Einsatz. Von den Genannten soll im Folgenden nur ein kurzer Einblick in
Retroviren gegeben werden, da sie in Vorarbeiten eigener Untersuchungen dieser Arbeit

eingesetzt wurden.

Retroviren

Zu der Familie der Retroviren gehoren nach neuer Systematik 7 Genera, unter anderem das
Genus Lentivirus beispielsweise mit seinem Vertreter des humanen Immunschwéchevirus
HIV (Erreger von AIDS), und verschiedene weitere Genera wie die Erreger von Leukidmie
oder Sarkomen der Katzen und Miuse. Der Familienname besagt, dass alle Vertreter dieser
Gruppe das Gen fiir das virusspezifische Enzym Reverse Transkriptase (RT) besitzen und
teilweise onkogene Wirkung (Induktion einer Tumorgenese) haben. Membranumhiillte,
einzelstringige RNA-Viren benutzen die RT, um ihre genomische RNA in eine
doppelstringige DNA umzuschreiben, die mithilfe eines zweiten Enzyms (Integrase)
kovalent in das Genom der Wirtszelle eingebaut wird. Das bedeutet, dass nach einem
einmaligen Infektionsereignis eine lebenslange Viruslatenz besteht (174).

Hier wird ein groBer Vorteil der Virusfamilie ersichtlich, der andererseits auch ein
biologisches Risiko beinhaltet: Ersetzt man die fiir die Replikation notwendigen genetischen
Elemente durch Einfligen eines therapeutischen Gens, so kommt es zu einer stabilen
Wirtszellintegration und zu einer Langzeitexpression (8). Die Limitationen flir die
praktische Anwendung der Retroviren sind deren Stabilitét, der niedrig anziichtbare Titer und
das genannte biologische Risiko. Auflerdem verursacht die Einhaltung der damit verbundenen
Sicherheitsvorschriften hohe Kosten. Ein weiterer Nachteil dieser Virusfamilie ist —
ausgenommen bei den Lentiviren — die Fahigkeit, nur Zellen, die sich im Stadium der Teilung
befinden, zu transduzieren (virales Einschleusen von Fremdgenen). Eine therapeutische
Transduktion von nicht oder kaum prolieferierenden Zellen wie Neuronen oder Hepatozyten
ist dagegen beinahe aussichtslos (3). Lentivirale Vektoren sind sehr wohl in der Lage, nicht
teilende Zellen zu transduzieren (33). Das Risiko der Entstehung von replikationskompetenten
Retroviren, die die Zielzelle negativ transformieren und damit zu einer Tumorinduktion im

Patienten fiihren kdnnen, muss fiir klinische Anwendungen noch minimiert werden.

Insgesamt diirfen bei den leistungsfahigen viralen Genvektoren Nachteile wie Zytotoxizitit,
Immunstimulation, mdgliche Erlangung der Replikationsfdhigkeit und weitere vektor-
abhingige Probleme (beschriankte Verpackungskapazitit, aufwendige Herstellung) nicht aus

den Augen verloren werden.
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2.4.2 Vektoren des nichtviralen Gentransfers

Die Suche nach sicheren und kostengiinstigeren Alternativen zu viralen Genvektoren fiihrte
zur Entwicklung einer Vielzahl an Methoden chemischer und physikalischer Natur. Man
versucht virale Funktionen, die die natiirlichen Transportmechanismen der Zelle nutzen,
durch Kombination von verschiedenen Polymer- oder Lipidkomponenten mit Plasmid-DNA
nachzuahmen. Diese Wege werden als nichtvirale Gentransfermethoden bezeichnet (178).
Folgende Einteilung soll einen Uberblick iiber die wichtigsten der zahlreichen Methoden
verschaffen:
1. Chemische Methoden
- Calcium-Phosphat-Prézipitation
- DEAE-Dextran-Prézipitation
- Chloroquin
- Glycerin (membranpermeabilisierend)
- Dimethylsulfoxid (DMSO)
2. Physikalische Methoden
- Mikroinjektion
- Elektroporation
- Sonoporation
- Partikelbombardierung (,,Gene Gun*)
- Magnetofektion
3. Polyfektion
- Poly-L-Lysin und Polylysinderivate
- Polyethylenimin (PEI)
- Polyamidoamin-Dendrimere
- Polykationische Peptide
4. Lipofektion
- Kationische Lipide

- Liposomen

Im Folgenden soll vor allem ausfiihrlicher auf die (neuesten) Entwicklungen von kationischen
Polymeren (Polyplexe), Liposomen wund kationischen Lipiden (Lipoplexe) und
Trégermaterialien wie Microbubbles (und Sonoporation) und Nanopartikel (Magnetofektion)

eingegangen werden.
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2.4.2.1 Kationische Polymere

Polykationen kondensieren aufgrund der -elektrostatischen Interaktion ihrer positiven
Ladungen mit den negativ geladenen Phosphatgruppen von Nukleinsduremolekiilen zu

kleinen, vektorgeeigneten Partikeln im Nanometerbereich (50 — 100 nm; siche Abb. 1)
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Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von DNA und Polylysin-DNA-
Komplexen vor (links) und nach (rechts) der Kondensation (aus BRACHA (16))

Um eine vollstindige Kompaktierung zu erreichen, wird meist ein Uberschuss an Polykation
in Bezug auf das Ladungsverhéltnis, oft auch N : P-Verhéltnis genannt (Verhéltnis des positiv
geladenen Stickstoffs im Polymer zu der negativ geladenen Phosphatgruppe im Nukleotid),
eingesetzt. Die entstechenden positiv geladenen Nanopartikel konnen alleine durch
elektrostatische Interaktionen an Zelloberflichen binden und dann endozytotisch
aufgenommen werden (96, 114). Die Freisetzung aus dem Endosom geschieht in der Regel
durch verschiedene pH-abhédngige Mechanismen, wie die Beispiele von PEI und INF7 unter
2.3.3 zeigen. Die genauen Vorginge, die zu einer Uberwindung der Kernmembran fiihren,
werden noch erforscht, wobei z. B. die Koppelung von Genvektoren an
Kernlokalisationspeptide geeignet sein konnte (236). Der Transfektionserfolg, die Grofle und
die Loslichkeit von derartigen Genvektoren hédngen eng mit dem genannten N/P-Verhiltnis
zusammen (83, 24, 241). Einen kurzen Uberblick iiber gingige kationische Polymere gibt
Abb. 2.
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Abb. 2: Oft benutzte kationische Polymere fiir den Gentransfer (modifiziert nach

MERDAN (133))
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Zu den am meisten verbreiteten und untersuchten Polymeren gehort Polyethylenimin (PEI),
das in der Lage ist, auch groBe DNA-Molekiile effektiv zu komplexieren (< 100 nm) und vor
dem Abbau durch Endonukleasen zu schiitzen (133, 91). Es wird héufig als stark verzweigtes
Molekiil mit hohem Molekulargewicht eingesetzt, wie z. B. das 25-kDa-PEI der Firma
Aldrich oder das 800-kDa-PEI von der Firma Fluka, wobei neben sehr guten
Transfektionserfolgen die hohe Toxizitdt (bedingt durch die hohe Ladungsdichte und das hohe
Molekulargewicht) den limitierenden Faktor fiir eine Anwendung in vivo darstellt (51).
Leider zeigen PEI-Polymere mit niedrigem Molekulargewicht bei geringerer Toxizitdt auch
schlechtere Transfektionseffizienz. Eine weniger toxische Alternative steht unter dem
Handelsnamen ExGen™ 500 (Euromedex, Frankreich) in Form von linearem PEI zur
Verfligung. So konnten Ferrari et al. erfolgreich Lungenepithelzellen von neugeborenen und
adulten Kaninchen mit den Reportergenen fiir Luciferase und B-Galactosidase transfizieren,
ohne dass histopathologische Anzeichen einer Entziindung zu erkennen waren (47). Ein
weiterer Vorteil von unverzweigten PEI-Polymeren ist die Moglichkeit, Gentransfer

unabhéngig vom Zellstatus auch in langsam teilende Zellen zu erzielen (258).

Poly(L-Lysin), ein Polymer mit Peptidstruktur, war eines der erstverwendeten Polymere im
nichtviralen Gentransfer zusammen mit vielen seiner Derivate (251). Ideale Polylysin-DNA-

Komplexe sind ca. 100 nm grof3 (je nach N : P-Verhiltnis und Molekulargewicht) und werden
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dhnlich effektiv in Zellen internalisiert wie Komplexe aus PEI und DNA. Die Effektivitit des
erstgenannten Vektorsystems ist jedoch um ein Vielfaches geringer (134). Die Genexpression
konnte aber durch die zusdtzliche Verwendung von endosomolytischen Substanzen (z. B.
Chloroquin) (163) oder fusogenen und rezeptorgekoppelten Peptiden (z. B. Koppelung eines
Peptids, kodierend fiir eine membranzerstérende Untereinheit, das Haemagglutinin HA-2 des

Influenzavirus an Transferrin-Polylysin-DNA-Komplexe) (231) erhoht werden.

Weiter spielen Aminopolysaccharide wie Chitosan (Bestandteil des natiirlich in der Schale
von Krebstieren vorkommenden Biopolymers Chitin) eine interessante Rolle als Genvektoren.
Unter Chitosan werden alle Polymere zusammengefasst, deren Grundgeriist aus zwei
Untereinheiten (D-Glucosamin und N-Acetyl-D-Glucosamine) besteht, die durch eine B(1, 4)-
glycosidische Bindung miteinander verkniipft sind. Sie unterscheiden sich lediglich durch ihr
Molekulargewicht und ihren Deacetylierungsgrad (40 % — 98 %) (104). Maximale DNA-
Bindung erhélt man bei einem N : P-Verhiltnis von 3, wobei maximale Transfektionseffizienz
bei einem 5 : 1-Verhéltnis erreicht wird und pH-abhingig ist. Bei einem sauren pH-Wert
zwischen 6 und 7 sind die biokompatiblen Chitosan-DNA-Komplexe positiv geladen und
konnen durch elektrostatische Wechselwirkung an die negative Membran von Zellen binden.
Dies versucht man sich bei der Therapie von Tumoren zu Nutze zu machen, da der
extrazellulaire pH-Wert im Tumorgewebe oft niedriger ist als im gesunden Gewebe.
GroBtmogliche Stabilitdt im Serum bieten Chitosan-Polymere mit einem Molekulargewicht
zwischen 32 und 102 kDa (104). Erwéahnenswert ist noch die Kinetik der Genexpression, die
jeweils abhdngig von der Zelllinie ist und sich signifikant von der des Polyethylenimins
unterscheidet: Wird die maximale Genexpression bei PEI-DNA-Komplexen nach 24 bis 72
Stunden erreicht, so betrdgt sie nach Chitosan-DNA-Transfektion in HeLa-Zellen 72 bis 96
Stunden, in 293-Zellen (humane embryonale Nierenzelllinie) sogar 6 Tage. Verantwortlich
dafiir ist vermutlich die langsame Freisetzung des Plasmids vom physikalisch duf3erst stabilen
Chitosan-Komplex, was zu einem anndhernd guten Erfolg wie bei Transfektionen mit PEI

fiihren kann (104, 42).

SchlieBlich zdhlen zu der Gruppe der kationischen Polymere fiir den Gentransfer noch
Dendrimere, eine Gruppe von sphérischen, stark verzweigten Polymeren, deren Struktur
dhnlich der des PEI von einer Vielzahl von Aminogruppen gekennzeichnet ist. Wéhrend die
Aminogruppen, die sich an der AuBlenseite des Polymers befinden (terminale, primire

Aminogruppen), mit der Nukleinsdure kondensieren, puffern die Aminogruppen im Inneren
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des Molekiils den sauren pH-Wert im Endosom ab (gleiches Prinzip wie bei PEI-DNA-
Komplexen), was wiederum zu einer effektiven Freisetzung des Komplexes aus dem
Endosom fiihrt. Haufig benutzt werden Dendrimere, die divergent synthetisiert (Startpunkt ist
ein zentrales Kernmolekiil) werden und zur 6. Generation der so genannten Polyamidoamine-
Dendrimere (PAMAM) gehéren, wie z. B. Polyfect” oder Superfect” (Starburst™) (133).
Obwohl wenige vergleichbare Transfektionsversuche mit &hnlichen Voraussetzungen
existieren (gleiche Zelldichte, DNA-Dosis, Zellkulturmedium und Inkubationszeit,
optimiertes N/P-Verhiltnis), zeigte die Dendrimer-Formulierung Superfect® in einer Studie
von Gebhart und Kabanov im Vergleich zu verzweigtem PEI (25 kDa, Aldrich) eine 3,5-mal
hohere Gentransfereffizienz in Cos-7-Zellen (Nierenfibroblasten von Affen) bei relativ
geringer Toxizitit (ca. 16 %) (56). In dieser Studie belegte Superfect® in der Liste der
effektivsten Transfektionsreagenzien bei letztgenanntem Zelltyp Platz 1. Insgesamt nahm sie
bei 10 getesteten Zelllinien direkt nach linearem PEI (ExGen™ 500, 22 kDa) die zweitbeste

Stellung ein.

Die Zahl endozytotisch aufgenommener Polyplexe kann deutlich durch Einbau einer
rezeptorbindenden Einheit (Ligand) in den Genvektor verbessert werden, wie erstmals 1987
der erfolgreiche spezifische Gentransfer in Hepatozyten durch Bindung von
Asialoorosomukoid (Glykoprotein) an Poly-L-Lysin-DNA-Komplexe zeigte (244). Auch
Wagner et al. griffen das Thema rezeptorvermittelter Gentransfer auf, indem sie
Transferrin als Ligand fiir die Ansteuerung von Tumorzellen verwendeten, die Transferrin-
Rezeptoren tiberexprimieren (230). Inzwischen wurde fiir den spezifischen Gentransfer eine
Reihe weiterer vielversprechender Rezeptor-Liganden untersucht: Folsdure als Ligand fiir
unterschiedliche Tumorzellen (61, 110, 109), Zucker-Liganden (Galactose, Mannose,
Lactose) zur Ansteuerung von Hepatozyten (160, 120, 137) bzw. Lungenepithelzellen (102,
44), auBerdem verschiedene Wachstumsfaktoren (EGF, VEGF, FGF) (94, 176) und
synthetische Peptide (41, 210). Auf diese Weise gelingt mittlerweile in unterschiedliche

Zielzellpopulationen ein verbesserter Gentransfer in Bezug auf die Spezifitit.
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2.4.2.2 Lipide

Struktur und Vertreter

Seitdem Felgner et al. 1987 als Erste {iber die Verwendung des kationischen Lipids DOTMA
(N-[1-(2,3-Dioleyloxy)propyl]-N,N,N-Trimethylammoniumchlorid) als Genvektor
berichteten, sind viele verschiedene kationische Lipide fiir den Gentransfer synthetisiert
worden (46). Aufgrund der Ladungsinteraktion bilden Nukleinsduren mit kationischen
Lipiden Komplexe, wobei mehrere Nukleinsduren an den Partikel-dhnlichen Komplexen
beteiligt sein konnen und durch die Lipide effektiv vor mechanischen und enzymatischen
Schiden geschiitzt sind (233).

Das Grundgertist der kationischen Lipide besteht aus 3 Doménen, welche dem Molekiil einen
amphiphilen Charakter verleihen: aus einer positiv geladenen polaren Kopfgruppe, einer
hydrophoben (unpolaren) Kette und aus einem Linkermolekiil, welches die polare Region mit
der unpolaren verbindet.

Bei der hydrophoben Kette unterscheidet man zwischen zwei groBen Gruppen: aliphatische
Kohlenwasserstoftketten oder Ketten bestehend aus Cholesterol bzw. aus seinen Derivaten.
Bei den aliphatischen Kohlenwasserstoftketten haben sich die einfachen Ketten im Gegensatz
zu den zweifachen als weniger effektiv im Gentransfer und toxischer erwiesen (69).
Problematisch bei Cholesterolabkémmlingen (z. B. DC-Chol) ist deren inhibitorische
Wirkung auf das Enzym Protein Kinase C (PKC, regulatorische Funktion bei der zelluldren
Signaltransduktion), was wahrscheinlich mit ein Grund fiir deren toxische Wirkung ist.
Kawakami et al. konnten jedoch durch Synthese von 3 neuen Cholesterol-Derivaten mit
Galactosidrest (Gal-C4-Chol, Gal-C2-Chol, Gal-C6-Chol) humane Hepatoma-Zellen (Hep
G2) erfolgreich bei nur geringer Toxizitdt transfizieren (88).

Die hydrophilen Kopfgruppen bestehen meist aus primédren, sekunddren, tertidren
Aminogruppen oder quartiren Ammoniumsalzen. Guanidin- und Imidazol-Gruppen haben
sich ebenfalls bewidhrt. Da tertidre und quartdre Aminogruppen ebenfalls die PKC-Aktivitét
behindern, versucht man die positive Ladung dieser Gruppen innerhalb der Kopfgruppe zu
verteilen: Daraus resultierende kationische Lipide mit einem heterozyklischen Ring
(Imidazol-, Pyridin-Ring) zeigen im Vergleich zu klassischen Transfektionssystemen eine
hohere Effektivitdt bei gleichzeitig geringerer Toxizitdt (79). Ilies et al. konnten mit einem
Pyridin-Lipid (1-(2,3-Dioleoyloxypropyl)-2,4,6-Trimethylpyridin lipid, 20c) verschiedene
Krebszelllinien mit gleicher oder besserer Effektivitit transfizieren als mit DOTAP (1,2-

Dioleoyl-3-Trimethylammoniumpropanchlorid) (78).
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Oben genannte Linkermolekiile konnen Ether-, Ester- oder Amidgruppen sein. Wéhrend
Lipide mit Etherlinkern bessere Transfektionseffektivitit zeigen, wirken sie aufgrund ihrer
Stabilitdt und folglich schlechten biologischen Abbaubarkeit in der Zelle toxisch. Besser
abbaubar und weniger toxisch sind veresterte Lipide wie z. B. DOTAP (69). Berichtet wird
auch von Carbamat-verlinkten Lipiden, die nach systemischer Gabe im Blutstrom stabil sein
sollen und von denen erwartet wird, dass sie intrazellular im Endosom durch den erniedrigten
pH-Wert zerfallen und die DNA freigeben konnen (123).

Geometrie und Lipofektion

In einer wissrigen Phase konnen kationische Lipide verschiedene strukturelle Phasen
einnehmen, abhingig von dem Verhéltnis von der Ausdehnung der hydrophoben Gruppe im
Vergleich zu der der hydrophilen Kopfgruppe. Mit Hilfe des Verpackungsparameters (P)

P =v/al, (v= Volumen des Hydrocarbons, a = effektive Kopfgruppe, 1. = kritische Lange
des Lipidschwanzes) kann die Geometrie der Lipide vorausgesagt werden. Mdglich ist eine
Anordnung in Form von Micellen (bei P < (.5), eine lamellare Struktur (Bilayer, wenn 0,5 <
P< 1) oder eine invertierte hexagonale Phase (P > 1), welche die Zellmembran destabilisieren
kann und so zu einer Internalisierung des Lipoplexes fiihrt (233, 72). Von Liposomen spricht
man, wenn sich unter Ultraschalleinfluss aus einer oder mehreren Lipid-Doppelschichten
(hydrophile Kopfe zeigen jeweils zur Wasserseite, im Inneren stehen sich die hydrophoben
Ketten gegeniiber) aufgrund der Oberflichenspannung sphérische Vesikel bilden, die
zwischen 20 nm und 100 um groB sind und einen wéssrigen Innenraum besitzen. So genannte
Helfer- oder Co-Lipide sind neutrale Lipide wie DOPE (1,2-Dioleoylglycero-3-
Phosphoethanolamin), DOPC (1,2-Dioleoylphosphatidylcholine) und Cholesterin (69) oder
Oligopeptide (218), die hdufig in equimolaren Mengen bei der Transfektion mit Lipiden
(Lipofektion) verwendet werden. Sie stabilisieren den Komplex und erleichtern die Fusion
mit der Zellmembran bzw. destabilisieren die Endosomenmembran. DOPE scheint die
Umwandlung der kationischen Lipide von der Lamellenstruktur in eine hexagonale Geometrie
zu begiinstigen (14, 32) und gleichzeitig die Bindung zwischen dem kationischen Lipid und
der DNA zu lockern (unter anderem durch eigene Bindung an die DNA), was in einer
erhohten Transfektionseffektivitit resultiert (263).

Da die Nukleinsiure iiblicherweise mit einem Uberschuss an positiv geladenen Lipiden
komplexiert wird, kann der Komplex durch elektrostatische Wechselwirkung an die negativ
geladene Zelloberfldche binden. Die Internalisierung geschieht vermutlich iiber verschiedene
Formen der Endozytose (233): Beschrieben sind Clathrin-abhéngige Endozytose (97),
Endozytose liber Caveolae (147) und Macropinocytose (29), wobei die Grofle des Komplexes



18 SCHRIFTTUM

eine wichtige Rolle zu spielen scheint. So fanden Rejman et al. heraus, dass Partikel bis zu
einer Grofle von 250 nm beinahe ausschlieBlich {iber Clathrin-abhingige Endozytose in die
Zelle gelangen, wihrend grofere Partikel (500 nm) iiber Caveolae (sackformige
Einbuchtungen der Plasmamembran) aufgenommen werden (169, 170). Die Freisetzung der
DNA/RNA aus dem Endosom wird vermutlich durch zwei Mechanismen bewerkstelligt:
Einerseits diffundieren negativ geladene Lipide wie Phosphatidylserin (PS) von der Innenseite
der Endosomenmembran in den Lipoplex und konkurrieren mit der Nukleinsdure um die
Bindung an den kationischen Lipiden. Dadurch wird sowohl die Endosomenmembran, als
auch der Lipoplex destabilisiert. Andererseits fithrt auch der niedrige pH-Wert im Endosom
zu einer Destabilisierung des Komplexes (111, 261). Neuere Verfahren setzen zusitzlich pH-
sensitive Polymere oder Peptide ein, um eine verbesserte Freisetzung ins Zytoplasma zu
erzielen (158,116). Die Aufnahme von DNA in den Zellkern ist noch weitgehend ungeklért.
Hochst wahrscheinlich findet sie aber ohne Assoziation mit kationischen Lipiden statt (69).

Eine nicht zu unterschétzende Rolle bei Anwendung der Lipofektion in vivo spielt das Serum
mit seinen Bestandteilen. Es wurde gezeigt, dass Serum in der Lage ist, lipidgekoppelten
Gentransfer einzuschrinken bzw. génzlich zu verhindern, indem negativ geladene
Serumbestandteile an den positiven Lipoplex binden und dessen Interaktion mit der
Zellmembran storen (9, 262). Die Bindung an Albumin beispielsweise kann zu einer
kompletten Ladungsumkehr des Lipoplexes fiihren (31). Diskutiert wird auch iiber eine
mogliche Penetration des Serums in den Lipoplex und Interaktion mit der gebundenen
Nukleinsdure, was zu einer Entwindung der DNA und ihrem Erscheinen / Hervorragen an der
Oberfliache des Komplexes fiihren soll, was wiederum den Lipoplex-Zellkontakt stort (262).
Lipoproteine wie LDL oder HDL interagieren ebenfalls mit Lipoplexen (aus DOTAP oder
Vectamidin) und deren Lipide vermischen sich mit denen des kationischen Komplexes (214).
Hiillpolymere bestehend aus Peptiden (z. B. YE5C) und Polyethylenglycol (PEG), wie sie in
der Arbeitsgruppe Plank synthetisiert werden, konnen vor Angriffen von Serumproteinen auf
Polyplexe (PEG-PEI-DNA) und Aktivierung des Komplementsystems schiitzen. Ahnlich
verhélt es sich mit PEG-Lipid-Analoga, die, in Lipoplexe eingebaut, ein frithes Erkennen und
den Verdau durch Makrophagen verhindern koénnen (201, 171). Mit PEG modifizierte
Liposomen, so genannte ,,lang zirkulierende Liposomen®, zeigen eine verldangerte Zirkulation
im Blut (t , > 48 Stunden) und sind in dieser Formulierung bereits unter der
Handelsbezeichnung Doxil® (Fa. Alza, Medikament zur Behandlung von Ovarialtumoren)
oder Visudyne® (Fa. Novartis, zur Behandlung der altersbezogenen Makuladegeneration

AMD) fiir die klinische Anwendung zugelassen (149).
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Von einem erfolgreichen selektiven siRNA-Transfer in Leberparenchymzellen von Mausen
mit galaktosylierten Liposomen berichten Sato et al. : Nach intravendser Injektion von 0,18 -
0,36 nmol / g Ubcl3-siRNA (Ubc ist ein endogenes Gen der Leberparenchymzellen)
gebunden an Gal-C4-Chol / DOPE Liposomen (N : P-Verhiltnis = 2,3 : 1) konnte die Ubc-
Genexpression in der Leber bis zu 60 % reduziert werden (182). Dabei stiegen die
Leberenzymwerte ALT und AST (Alanin-Aminotransferase und Aspartat-Aminotransferase;
erh6hte Mengen im Blut deuten auf eine Leberschiddigung, beispielsweise eine Entziindung
hin) nicht signifikant gegeniiber der unbehandelten Gruppe an. Weiter existieren zahlreiche
andere Verdffentlichungen iiber erfolgreichen siRNA-Transfer (v. a. in die Leber) in vivo mit
PEG-modifizierten Liposomen (182). Auch konnten Kim et al. durch intranasale Instillation
einer stabilen kationischen DNA-Lipid-Emulsion (Olphase: 2 g Sojabohnendl, 0,16 g
DOTAP, 008 g DOPE, 0,08 g PEG 5000 PE; Wasserphase: 0,45 g Glycerol in 20 ml Wasser)
3- mal hohere Transfektionsergebnisse in murinen Epithelzellen der Nasenhohle nachweisen
als mit kommerziell erhiltlichen lipidhaltigen Transfektionsreagenzien (Lipofektin ® bzw.

Lipofectamine ™, Invitrogen GmbH, Karsruhe) (92).

2.4.2.3 Microbubbles und Ultraschall

Definition und Finteilung von Microbubbles

Unter Microbubbles versteht man mit Gas oder Luft gefiillte Mikrobldschen in einer
wissrigen Losung. Sie wurden urspriinglich fiir die Anwendung als Kontrastmittel bei der
Ultraschalldiagnostik hergestellt: In die Blutbahn injizierte Suspensionen von Microbubbles
im Mikrometerbereich (0,5 — 10 um) stellen ideale Ultraschallreflektoren dar, mit deren Hilfe
beispielsweise Erkrankungen des Blutgefa3systems in verschiedenen inneren Organen (z. B.
im Herzen) festgestellt werden konnen (124, 217, 118).

In den letzten Jahren wird der Einsatz von solchen Microbubbles in Kombination mit
Ultraschall als Moglichkeit einer kontrollierten Therapeutikafreisetzung intensiv diskutiert
(253, 196, 197). Den schematischen Aufbau am Beispiel eines Phospholipid-Microbubbles
zeigt Abb.3.

Fiir eine systemische Anwendung am Menschen oder am Tier sollten die Mikrobldschen eine
GroBle von 5 - 7 um nicht liberschreiten, um die Gefahr einer Verstopfung der Kapillaren zu
vermeiden. Die erste Generation von Microbubbles, die mit Luft gefiillt war, hatte einen
entscheidenden Nachteil: Die Mikrobldschen waren nicht stabil genug um in der Blutbahn

langere Zeit zu zirkulieren. Die Luft diffundierte ins Blut, was einen Kontrastverlust des
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Ultraschalls bzw. Verlust des Medikamenten- / Gentragers bedeutete (124). Man begann eine
(Schutz-) Hiille zu entwickeln, bestehend aus (Phospho-)Lipiden, denaturierten Proteinen
(z. B. humanes Serumalbumin), Surfactant oder synthetischen Polymeren, welche die

Mikroblédschen fiir eine gewisse Zeit im Organismus stabilisieren (226, 124).

Phospholipid Layer—-

Fluorocarbon —

Lipid

Optional
Targeting :
Ligands —s ="\ %

Abb. 3: Aufbau eines Perfluorocarbon-Gencarriers (Microbubble) nach UNGER (224)

Die dufBlere Hiille wird durch ein amphiphatisches Lipid stabilisiert. Eine Bindung von spezifischen Liganden
(z. B. Transferrin) an die Kopfgruppen des Lipids ist moglich. Das genetische Material (hier die DNA) liegt
zentral im Microbubble in kondensierter Form vor und ist durch kationische Lipide stabilisiert. Das Gas befindet

sich innerhalb der dufleren Membran.

Da die Luft bzw. der Stickstoff dieser behiillten Microbubbles ebenfalls relativ rasch ins Blut
diffundiert, beinhaltet die zweite Generation von Microbubbles Perfluorocarbon (PFC) als
Gas, das durch seine geringe Wasserloslichkeit und ausreichende Fliichtigkeit den
Mikrobldschen mehr Stabilitdt verleiht: Sowohl Perfluoropropan (CsFg), als auch
Perfluorobutan (C4F;9) sind in Wasser nahezu unloslich und liegen unterhalb der
Raumtemperatur als Gas vor. Die kommerziell erhéltlichen Kontrastmittel Definity® und
Optison® sind mit Perfluoropentan (CsFi,) gefiillt, das bei Zimmertemperatur fliissig ist, ab
29,5 °C jedoch in den gasformigen Zustand wechselt (226). Eine Ubersicht iiber einige

kommerzielle Ultraschallkontrastmittel und ihre Zusammensetzung gibt Tab. 1.
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Tab. 1: Vergleich verschiedener Ultraschall-Kontrastmittel (modifiziert nach LIU (124))

Produktname Durchschnittliche | Gas Zusammensetzung | Zerstorung der
Bubble Grofle der Hiille Microbubbles
(Bereich)
Albunex 4,5 um (1-10 pm) | Luft Albumin moglich
Levovist 2-3 um (2-8 pm) Luft u. a. Galactose moglich
Echogen 2-5 um (1-30 um) | Perfluoropentan Stabilisiertes nicht moglich
Surfactant
Optison 4,7 um (1-10pm) | Perfluoropentan | Albumin moglich
Definity 1,5 um (1-10 um) | Perfluoropentan | Phospholipide moglich
Sonovue 2,5 um (1-10 um) | Sulfurhexafluorid | Phospholipide moglich
AI-700 2 um Perfluorocarbon | Synthetisches nicht moglich
Polymer

Neueste Kompositionen sind so genannte PFC Nanoemulsionen bestehend aus einer
Bubblehiille gefiillt mit einem fliissigen Perfluorocarbon, welches unter bestimmten
Temperaturbedingungen den Ubergang von der fliissigen in eine gasférmige Phase vollzieht.
Solche PFC-Nanoemulsionen erregen nicht nur wegen ihrer GroBe — im Vergleich zu
Microbubbles (im Durchschnitt 1 pm) kénnen PFC Nanoemulsionen durchschnittlich mit
einer Grofe von nur 200 nm hergestellt werden — grof3es Interesse als Gentransfersystem. So
konnten Unger et al. mit FluoroGene™ Partikeln (ca. 200 nm; bestehend aus Perfluorohexan,
verschiedenen Lipiden und DNA) in vitro zwei verschiedene Zelllinien (HeLa und NIH/3T3)
um ein Vielfaches effizienter transfizieren als mit kationischen DNA-Liposomen (226).

Der Transport kann von sowohl niedermolekularen Substanzen / Medikamenten als auch von
hochmolekularen Stoffen wie Nukleinsduren durch Bindung an Mikrobldschen erfolgen.
Dabei existieren verschiedene Mdglichkeiten: Das zu transportierende Medikament / Gen
befindet sich durch eine kovalente oder nichtkovalente Bindung an der Microbubble
AuBenseite (umgebende Membran / Hiille / ,,Shell), wird in die Microbubblehiille integriert
oder ist im Inneren des Bldschens, z. B. innerhalb einer lipidhaltigen Schicht zu finden, siche

auch Abb. 4 (223, 225, 226).
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Abb. 4: Verschiedene Moglichkeiten des Medikamententransports durch Microbubbles
aus UNGER (226)

Das Therapeutikum (blau) kann a) auen an die Microbubblemembran gebunden, b) in der Membran eingebettet,
¢) nicht kovalent an der Microbubble Oberfliche gebunden sein (z. B. DNA), d) innerhalb des Blédschens
(Gasschicht) transportiert werden oder e) sich innerhalb des Microbubbles in einer lipidhaltigen Schicht unter

der dulleren Membran befinden.

Hinsichtlich der niedrigen Dichte der Microbubbles sind neben einem Einsatz als
Ultraschallkontrastmittel und Transportvehikel eine Vielzahl medizinischer Anwendungen
denkbar: Sie reichen von ortsspezifischer Anreicherung im Organismus, {iber die Behandlung
von Thromben (Blutpfropf innerhalb eines Blutgefdf3systems) bis zur Ansteuerung der Lunge
als Zielorgan. Fiir einen gezielten Gen- / Medikamententransfer mit anschlieend
kontrollierter Freisetzung des Therapeutikums spielt die Anwendung von Ultraschallwellen
eine bedeutende Rolle (226, 124).

Zusammenspiel von Ultraschall und Microbubbles

Ultraschall (US) zdhlt zu den gebrduchlichsten Darstellungsverfahren in der Medizin und wird
auch therapeutisch angewandt (237). Vorteile von Ultraschall sind:
- kostengiinstig
leicht verfiigbar
portabel
gewebeschonend

die Eigenschaft die Permeabilitét von Zellmembranen zu beeinflussen.
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Unter Ultraschallwellen versteht man Schallwellen oberhalb der menschlichen Horgrenze mit
Frequenzen zwischen 20 kHz und 1 GHz. Fiir klinische Zwecke (diagnostischer US) werden
Frequenzen zwischen 1 MHz und 20 MHz verwendet. Wichtig fiir die Anwendung ist die
Tatsache, dass die Auflosung des Bildes (Fahigkeit zwei nahe beieinander liegende Objekte
unterscheiden zu konnen) mit der Frequenz der US-Wellen positiv korreliert, die
Eindringtiefe jedoch negativ. Das bedeutet, dass fiir die Darstellung bzw. das Erreichen von
oberflichlichen Gewebestrukturen hohe Frequenzen verwendet werden. Wihrend sich
Ultraschallwellen in Festkorpern und Fliissigkeiten mit geringerer Ddmpfung ausbreiten, fiihrt
Luft (wiederum stark abhidngig von der Frequenz) zu einer starken Dampfung der Wellen bis
hin zur Schallausléschung (117).

Die Schallwellen werden von unterschiedlich geformten (Linear-, Konvex-, Sektor-)
Schallsonden (Transducern) entsendet und nach Empfang des Echos in 2-dimensionale
Schnittbilder (B-mode, engl.: brightness modulated) mit unterschiedlichen Grautoénen (je nach
Intensitdt der Echos) umgewandelt. Mit der M-mode (engl.: motion) oder TM-mode (engl.:
time motion) Methode lassen sich Bewegungsabldufe (z. B. Bewegungen der Herzklappen)
eindimensional darstellen. Seit Anfang des 21. Jahrhunderts sind 3- und 4-dimensionale US-
Darstellungen mdglich, welche raumliche Standbilder (3D) in Echtzeit (4D) produzieren.
Letztendlich konnen durch Ausnutzung des Dopplereffekts (Verdnderung der gemessen
Frequenz, wenn Sender (z. B. Sonde) und Empfanger (z. B. Erythrozyt) einer Welle sich
relativ zueinander bewegen) die Flussgeschwindigkeit der Erythrozyten im Blutgefall
detektiert und gemessen werden (durch eindimensionale pulse-wave oder continous-wave

doppler / D-mode bzw. zweidimensionale Farb-Doppler / F-mode) (144).

Microbubbles als Ultraschallkontrastmittel verstdrken nicht nur das Dopplersignal wegen
ihrer stark reflektierenden Blut-Gas-Grenzfliche, sondern schwingen den US-Wellen nach,
indem sie sich im Wechsel schnell kontrahieren und wieder ausdehnen als Antwort auf die
Druckénderungen der Schallwellen. Dadurch reflektieren sie die Schallwellen um ein
Vielfaches mehr als Blutbestandteile und erzeugen verbesserte Signale im B-Mode oder
Doppler-US (117). AuBBerdem werden diese ,,push® und ,,pull* Effekte fiir eine verbesserte
intrazelluldre Aufnahme des einzuschleusenden Medikaments bzw. Gens verantwortlich
gemacht, da pulsierende Microbubbles in direktem Kontakt zu Zellen (bei in vitro Versuchen)
durch stindiges AnstoBen an die dullere Zellmembran deren Permeabilitit erhohen sollen

(208, 99).



24 SCHRIFTTUM

Die Tatsache, dass sich viele Microbubbles relativ einfach durch Ultraschallwellen mit
hoherer Schallleistung (aber noch im diagnostischen Bereich) zerstoren lassen, macht diese
Art von Trigersystem besonders interessant: Die Anwendung von Ultraschall entsprechender
Energie und Frequenz an einem gewiinschten Ort fiihrt zur lokalen Freisetzung des
gebundenen  Therapeutikums nach dessen intravasaler Verabreichung. Treffen
Ultraschallwellen auf Microbubbles so fiihrt dies zur Kavitation (in der Unterdruckphase
einer Schallwelle entstehen Hohlrdume bzw. Gasblédschen, die in der Druckphase kollabieren),
das Blédschen platzt und setzt folglich das Therapeutikum frei (siche Abb. 5) (135, 187, 226).
Je nach Microbubble-Zusammensetzung und Grofe variiert die entsprechende Frequenz und
Energie der Ultraschallwellen: Als optimal geeignet fiir diesen Effekt haben sich niedrige US

Frequenzen im Bereich um 1 MHz erwiesen (226, 23).

\ < Abb. 5: Schematische Darstellung der
: Gentherapie am Herzen mithilfe von

Ultraschall und Microbubbles:

; : Die US Sonde wird iiber dem Herz auf der Brust des
Mikrobubbles _
| Patienten platziert. Nach intravendser Injektion des

Kontrastmittels (ist zugleich Triger des genetischen

Mikrobubkles unter U= Materials) verteilen sich die Microbubbles innerhalb des

BlutgefaBsystems im Myokard (Herzmuskel), passieren

- die beschallte Region und setzen ihr genetisches Material
Transfizierter

' Bereich bedingt durch Kavitationskrifte innerhalb  der
myokardialen Kapillaren frei (modifiziert nach LIU
(124)).

Von Skyba et al. wurde bereits 1998 gezeigt, dass durch Kavitation kleinste Blutgefille
rupturieren, was eine Erhohung der Permeabilitit der endothelialen Barriere zur Folge hat
(194). Diesen Effekt konnten sich Price et al. in demselben Jahr zu Nutze machen, um
Nanopartikel und Erythrozyten in das interstitielle Skelettmuskelgewebe von Ratten
einzuschleusen (164). Ein weiterer wichtiger Erfolg gelang der Arbeitsgruppe um Hynynen
drei Jahre spéter: Durch transcraniellen US kombiniert mit i. v. Applikation von
Microbubbles  konnten  urspriinglich  nicht  Blut-Hirn-Schranken  (BHS)-gédngige
Makromolekiile (Gadolinium-DTPA, Fluorscein-Albumin) ins Gehirngewebe von Kaninchen
gelangen und durch MRT (Magnet-Resonanz-Tomographie) dargestellt werden (76). Es

konnte gezeigt werden, dass hierfiir wieder die Kavitation — nicht die durch US erzeugte
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Wirme — verantwortlich war, verursacht durch die Interaktion von Microbubbles und US.
Histologische Untersuchungen ergaben keine Schiden an den Neuronen, im Gegensatz zu den
Tieren, die mit US hoherer Leistung und ohne Microbubbles behandelt wurden. Bei
letztgenannter Gruppe gelang zwar die Uberwindung der BHS, aber nur mit gleichzeitiger
Schadigung von Gehirnzellen.

Die gewonnene Erkenntnis durch Einsatz von Microbubbles und US die BHS durchdringen
zu konnen, eroffnet weitere potentielle Anwendungen im Bereich der Krebsbehandlung: Bei
Patienten mit Gehirnmetastasen konnten zukiinftig durch zusétzlichen Einsatz von US und
Microbubbles bestrahlungssensitive Chemotherapeutika ins Gehirn gelangen und durch
anschlieBende Bestrahlungstherapie aktiviert werden. Denkbar wire auch die Anwendung im
Bereich von neurodegenerativen Erkrankungen wie z. B. bei Alzheimer. Mikrobldschen und
US konnten hier den Therapeutika Zugang ins Gehirngewebe verschaffen.

Den wissenschaftlichen Ergebnissen zufolge kann allein die zeitgleiche Anwendung des
Therapeutikums in Kombination mit US und Microbubbles ausreichend sein, um eine
gewiinschte lokale Anreicherung des Agens zu erreichen (226). Das wiirde eine Bindung des
Therapeutikums an den Carrier {iberfliissig machen und sowohl die Herstellung als auch die

medizinische Anwendung vereinfachen.

Microbubbles wurden auch erfolgreich im Gentransfer eingesetzt (226, 129, 52, 6, 220).
Kombiniert mit US konnten auf diese Art in vitro und in vivo Nukleinsduren in verschiedene
Zelllinien bzw. Gewebe eingeschleust werden (12, 223), unter anderem in Myokardzellen
(229, 192), Skelettmuskelzellen (30, 232), Nierenzellen (52, 100), Leberzellen (7) und
Korneaepithelzellen bzw. Keratozyten (202).

Interessanterweise zeigen viele in vitro (107, 146, 71) und auch in vivo (7, 71) Studien, dass
US alleine den Gentransfer steigert. Der genaue Mechanismus ist bis heute nicht geklért.
Tatsache jedoch ist, dass die Ultraschallenergie Nukleinsduren bzw. Medikamente in
verschiedene Gewebeformen (z. B. obere Hautschichten, Blutgerinnsel) ,,hineinzwingen*
kann (197), einen direkten Effekt auf die Zellmembranen (Permeabilititsdnderung) hat (187)
und letztlich chemische Eigenschaften eines Medikaments verdndern kann, beispielsweise
eine Aktivierung von lichtsensitiven, vorerst nicht toxischen Haematoporphyrinen, die
daraufhin Krebszellen abtoten konnen (222).

Die US-Einstellungen der verschiedenen Versuchsansétze sind sehr dhnlich und bewegen sich

in einem Bereich von 1 bis 3 MHz Frequenz, 0,5 bis 2,5 W / cm’ Schallintensitit, 20 % bis
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50 % Aussteuergrad (oder Tastgrad, engl. ,,duty cycle®: Verhiltnis des eingeschalteten
Zustands (Impulsdauer) zur Periodendauer) und einer Applikationssdauer von 5 bis 180
Sekunden (22, 35, 80, 180, 254). Einige Autoren geben zudem den mechanischen Index an:
Gebrduchliche Einstellungen bewegen sich zwischen 1,0 und 2,0.

Weiter kann die gezielte Ansteuerung und Visualisierung von spezifischen Organen oder
Gewebeformen (z. B. auch Tumorgewebe) durch Einsatz von ligandengekoppelten
Microbubbles erfolgen (226). Moglicherweise lieBen sich z. B. gefihrliche
Gefidlablagerungen durch Interaktion von — meist an der Bubbleoberfliche gebundenen —
Liganden (Phosphatidylserin) mit den entsprechenden Rezeptoren an der Oberfliche von
aktivierten Makrophagen und Mastzellen in einem thrombusgefdhrdeten Gebiet besser
darstellen und mit zusitzlicher Anwendung von US (durch Kavitationsenergie) behandeln, um
Erkrankungen wie dem Herzinfarkt vorzubeugen (20, 43). Lindner et al. stellten verschiedene
ligandengekoppelte Microbubbles her, deren Ziel Integrine wie p-Selectin und o3 waren
(122) und die sich moglicherweise fiir die Detektion von Tumoren eignen wiirden. Diese Art
der Tumorvisualisierung und -abgrenzung konnte fiir einen gezielteren Einsatz weiterer
therapeutischer Maflnahmen (wie z. B. den fokussierten Hochintensitatsultraschall, verwendet
in der Krebstherapie zur Koagulation mit anschliefender Nekrose des Tumors) von groflem
Vorteil sein (226).

Neuere Ansidtze versuchen die Vorteile von Liposomen mit denen der Microbubbles zu

vereinen, um die Transfektionseffektivitit weiter zu verbessern.

2.4.3 Magnetofektion™ - eine effiziente Methode des ,,Drug Targeting*

Eine vielversprechende physikalische Methode fiir einen zielgerichteten lokoregiondren Gen-
bzw. Medikamententransfer ist das magnetische ,,Drug Targeting*. Die in vitro durchgefiihrte
Magnetofektion™ basiert auf der Assoziation von Nukleinsduren mit beschichteten
Eisenoxidnanopartikeln mit einer Grofe von 10 bis 1000 nm. Bei Inkubation dieser Komplexe
mit den Zielzellen gelangen jene, forciert durch ein starkes Magnetfeld (in Form einer
Magnetplatte (z. B. Eisen-Bor-Neodym-Permanentmagnet) in unterschiedlichen Gréf3en und
Feldstirken kommerziell erhéltlich), schnell an die Zelloberfliche und kdnnen endozytotisch

aufgenommen werden (172, 148, 49).
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Vorteile dieser Methode sind (159, 172):

- einfach durchfiihrbar (Anmischen der Komplexe, Inkubation, Auswertung)

- zeitsparend (Sedimentation der Komplexe innerhalb von wenigen Minuten)

- effektiv (bis zu 90 % transfizierte Zellen)

- 6konomisch (geringe Mengen des Reagenzes ausreichend; kostengiinstige Ausriistung)

- schonend (gewebeschonendes Magnetfeld, physiologisch abbaubare Eisenpartikel)

- vielseitige Anwendungsmoglichkeiten (DNA, siRNA, mRNA, Oligonukleotide, Viren,
Zytostatika, usw.)

Die Bindung zwischen Eisenoxidpartikeln und nicht viralen Genvektoren geschieht im
einfachsten Fall durch elektrostatische Wechselwirkung: Eine polykationische Beschichtung
der Nanopartikel mit beispielsweise PEI ermdglicht die Bindung von negativ geladener DNA
oder RNA (159, 183). Im eigenen Labor gelang es Plank et al. auch positiv geladene
Genvektoren mit ebenfalls positiv geladenen Magnetpartikeln zu assoziieren. Die treibende
Kraft war hier die salzinduzierte Aggregation, wie unter 2.4.2.1 (PEI) beschrieben (159).
Andererseits kann die Bindung auch auf chemischem oder biologischem Weg erfolgen: So
wurden Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen (z. B. Biotin-Streptavidin) oder Antigen-
Antikorper-Briicken ausgenutzt, um virale Vektoren an Magnetpartikel zu binden (73, 155).
Bisher konnten durch Magnetofektion™ in vitro zahlreiche Primérzelllinien unter anderem

z. B. humane Endothelzellen der Nabelvene (HUVEC), porcine Aortaendothelzellen (106),
humane Keratinozyten (159) und porcine und humane Epithelzellen der Atemwege (57)
erfolgreich transfiziert werden.

Erste klinische Anwendungen mit Ferrofluiden (Dispersion von sedimentationsstabilen,
nanomagnetischen Eisenoxidpartikeln) existieren bereits: Nach intravasaler Verabreichung
dienen sie beispielsweise als Kontrastmittel bei der Kernspintomographie (145) oder
wurden mithilfe eines starken externen Magnetfeldes zur lokalen Tumortherapie mit
Zytostatika verwendet (128). Nach Erfiillung ihrer Transportfunktion und Beendigung der
Magnetfeldeinwirkung, sind intravasal verabreichte Ferrofluide v. a. in Leber und Milz zu
finden, wo sie wie physiologisch aufgenommenes Eisen verstoffwechselt werden (98). Im
Bereich der DNA-Vakzinierung lauft am eigenen Institut seit 2002 eine
veterindrmedizinische Studie zur Immunogentherapie beim Fibrosarkom der Katze, bei der
die Magnetofektion™ Technologie nach intratumoraler Injektion von Zytokingenen der

Zuriickhaltung letztgenannter im Tumorgebiet dient. Das Ziel der Behandlung ist es, durch
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die Expression der Zytokingene das Immunsystem gegen den Tumor soweit zu aktivieren,
dass die hohe Tumorrezidivrate (75 % sechs Monate nach der chirurgischen Entfernung
(Standardmethode)) reduziert werden kann. Erste Ergebnisse sind vielversprechend: So
konnte in einer Phase-I-Studie mit dem humanen GM-CSF-Gen die Rezidivrate auf unter

50 % gesenkt werden (74).

Allgemeines Ziel dieser neuen Technologie ist die spezifische Anreicherung der Ferrofluide
in einem bestimmten Korperkompartiment mit anschlieBender Freisetzung des transportierten
Wirkstoffes. Auf gentherapeutischer Ebene ergeben sich einige Herausforderungen, die es
zusitzlich zu tiberwinden gilt: So muss eine ausreichend stabile Bindung zwischen dem
Genvektor und den Magnetpartikeln einen sicheren Transport zum Zielgewebe gewihrleisten,
die nach Anreicherung dennoch so labil beschaffen sein muss, dass das genetische Material
intrazellular aufgenommen werden kann. Weiter ist eine ausreichend grole Menge und Grofle
der magnetischen Partikel notwendig, um diese durch ein externes Magnetfeld lenken zu
konnen, andererseits darf die Anwendung zu keinen schweren Nebenwirkungen wie z. B.
Gefaflablagerungen im Patienten fiithren. AuBlerdem muss die Zuginglichkeit der zu
therapierenden Region fiir Magnetfelder gewdhrleistet sein: Da die Stirke eines Magnetfeldes
mit zunehmenden Abstand zum Polschuh abnimmt, wire ein Einsatz des magnetischen ,,Drug
targeting* zur Therapie von oberflachlich gelegenen Organen bzw. Gewebestrukturen (Haut,
Gefalle, oberfldchliche, solide Tumore) denkbar. Gerade kardiovaskuldre und ischdmische
Erkrankungen liegen im Fokus des derzeitigen Interesses. Wiirde es gelingen, durch den
gezielten Transfer von Genen kodierend fiir angiogenetische Faktoren (z. B. VEGF, vascular-
endothelial growth factor) die Neubildung von BlutgefiBlen in ischdmischen Gebieten zu
initiieren, so ware das ein Durchbruch in der Therapie fiir eine Vielzahl von derartigen
Erkrankungen. Weiter konnte diese Methode von grolem Vorteil fiir die Ex-vivo-Gentherapie
sein (159), bei der die Zielzellen aus dem Organismus entnommen, mit dem therapeutischen
Gen transfiziert oder transduziert und anschlieBend reimplantiert werden (186).

Die einfache Durchfiihrbarkeit, Transfektionskinetik sowie die Gentransfereffizienz dieser
Methode sprechen in der Tat dafiir, diese Technologie weiter zu optimieren, insbesondere in
Bezug auf die Entwicklung von geeigneten Magneten und Erforschung des physikalischen
und biologischen Verhaltens der Ferrofluide. Hierbei ist, wie so oft, interdisziplinire

wissenschaftliche Zusammenarbeit gefragt.
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2.5 Bedeutung und Einsatz von siRNA in der Gentherapie

Wihrend in der ,,Klassischen Gentherapie* versucht wird, Nukleinsdure in Form von DNA in
Zellen einzuschleusen um therapeutischen Nutzen von dem daraufhin exprimierten Protein zu
erlangen, wird durch den Einsatz der siRNA eine andere, zur Zeit unter den Wissenschaftlern
sehr beliebte Strategie verfolgt: die gezielte Genabschaltung im Organismus (RNA
Interferenz, RNAi1) mit Hilfe von einer erst vor Kurzem entdeckten Klasse kleiner, nicht-
kodierender Ribonukleinsduren, so genannten small interfering RNAs (siRNAs) (165, 36).
Die Entdeckung bzw. Entschliisselung dieser Methode fand im Jahr 2006 weltweite
Beachtung durch die Verleihung des Nobelpreises fiir Physiologie und Medizin an die beiden

amerikanischen Genetiker A. Fire und C. Mello.

2.5.1 Schliisselexperimente und Funktion der RNA Interferenz

Die Anfinge der RNA Interferenz liegen im Jahr 1990, als Napoli et al. (142) und van der
Krol et al. (228) beschrieben, dass das Einschleusen eines pigmentproduzierenden Gens in
Petunien nicht zum erhofften Erfolg (verstirkte violette Farbung der Bliiten) fiihrte, sondern
zu einer blassen oder sogar weillen Bliitenfarbe. Eine genauere Analyse ergab, dass die
mRNA fiir das ,,Violettgen* extrem niedrige Werte aufwies: Es schien, dass das eingefiihrte
Gen das homologe endogene Gen abschaltete. Dieses Phidnomen, das die Wissenschaftler vor
20 Jahren noch nicht richtig deuten konnten, wird heute als post-transcriptional gene silencing
oder RNA silencing bezeichnet (165, 36).

Erst 1998 liifteten die beiden oben genannten Wissenschaftler Fire und Mello das Rétsel der
geheimnisvollen Genabschaltung, als sie dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans
einzelstringige RNA, die dazugehorige Antisense RNA und auch doppelstringige RNA
(dsRNA) eines Gens injizierten, welches Muskelkontraktionen verhindert. Dabei war die
Wirkung der dsRNA um ein Vielfaches potenter, als die der einzelstringigen RNA (Sense
bzw. Antisense). Aulerdem wurde die RNA Interferenz vererbt an die nichste Generation
(50). Erste Versuche die RNA Interferenz auch in Sdugetier- oder humanen Zellen
auszuldsen, scheiterten an der Lange der eingebrachten doppelstringigen RNA-Molekiile: So
weil man heute, dass dsRNA-Molekiile von mehr als 25-30 Basen Linge die
Interferonantwort in den Zellen aktivieren, eine unspezifische Immunreaktion gegen
Virusinfektionen, bei der die Sdugerzellen die Proteinbildung einstellen und die mRNA

unspezifisch abbauen (181). Erst 2001 gelang der Arbeitsgruppe um Tuschl die genaue
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Aufklarung der RNAi-Technik und deren Einsatz in menschlichen Zellen (38): Sie fanden
heraus, dass RNA-Doppelstringe mit einer Lédnge von 21 bis 23 Basenpaaren, die als small
interfering RNAs (siRNAs) bezeichnet werden, die eigentlichen Effektoren der RNA
Interferenz sind. Mithilfe synthetisch hergestellter siRNA-Molekiile gelang es Tuschl et al.
Gene in Sdugetierzellen spezifisch stillzulegen.

Seitdem wurde RNA silencing in einer grolen Anzahl von Spezies entdeckt: in Pflanzen,

Pilzen (21), Wiirmern (50, 84), Fruchtfliegen (37, 89), bis hin zum Menschen (38, 136).

Lange Zeit galten Ribonukleinséuren nur als mobile Datentriger der Zelle. Man dachte, dass
ihre einzige Aufgabe darin bestiinde, die in den Genen enthaltene Erbinformation in Proteine
und damit in zelltypische Strukturen und Funktionen zu iibersetzen (in Form der messenger
RNA). Doch spitestens seit dem Abschluss des Humangenom-Projekts ist klar, dass DNA nur
zu einem {Uberraschend kleinen Teil aus Genen und damit Bauanweisungen fiir Proteine
besteht. Rund 97 % der dazwischenliegenden Abschnitte sind nichtkodierende DNA-
Sequenzen, von denen einige in RNA iibersetzt werden und eine wichtige Rolle bei der
Genregulation spielen (2). Wann welches Gen abgelesen wird liegt u. a., aber nicht
ausschlieBlich, in der Hand von ca. 1850 Transkriptionsfaktoren (Proteine, die sich an
Startsequenzen von Genen binden und dadurch die Proteinbiosynthese in Gang setzen). So
schitzt man mittlerweile beim Menschen die Zahl interferierender RNA (microRNA,
miRNA), die ebenfalls die Transkription beeinflussen auf mehrere Hundert. Da die
regulierenden RNAs bei Sdugern, im Gegensatz zu denen in Pflanzen, in der Regel zu vielen
mRNAs komplementér sind, kann eine einzige miRNA die Expression mehrerer Gene
beeinflussen. Das bedeutet, dass Gruppen verschiedenster Gene gemeinsam reguliert werden
konnen bzw. ein bestimmtes Gen von unterschiedlichen miRNAs gestoppt werden kann. Dies
fiihrt zu einem komplexen Mechanismus der Genregulation, der hauptsidchlich der
Feinabstimmung dient (165, 2).

Die zweite Funktion der RNA Interferenz ist eine Art Verteidigungsmechanismus gegen
Viren oder Transposons: Letztere sind mobile, virusdhnliche Elemente im Genom, die die
Moglichkeit besitzen ihren Ort im Genom zu verdndern (Transposition) (209). Durch deren
Regulation wird verhindert, dass die Transposons, die jetzt schon ca. 10 % der humanen DNA
ausmachen, die Oberhand in unserem Genom gewinnen (36). In niederen Organismen,
beispielsweise in Pflanzen, verhindern endogen exprimierte, komplementire miRNA-
Molekiile die virale Ausbreitung, indem sie mit der fremden, viralen Nukleinsdure einen

Doppelstrang bilden, der erkannt und direkt abgebaut wird (1).
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2.5.2 Wirkmechanismus und Anwendungsmaoglichkeiten

Ausgehend von der wichtigen Erkenntnis, dass dsRNA der Ausloser fiir den spezifischen
Abbau von mRNA ist, bzw. 21 bis 23 Basenpaar lange siRNA-Molekiile die eigentlichen
Effektoren der RNA Interferenz sind, wurde nach und nach der biochemische
Funktionsmechanismus der Genabschaltung entdeckt (252, 75, 39). Heute steht fest, es gibt
drei verschiedene Signalwege in der Proteinbiosynthese, die alle durch dsSRNA deaktiviert
werden konnen: die spezifische Inaktivierung von mRNA auf transkriptionaler Ebene (RNA
Interferenz durch siRNA), die Hemmung der Transkription (post-transkriptional) und die
Hemmung der Translation (durch Komplexbildung von microRNA und mRNA direkt am
Ribosom) (165). Da die beiden letzteren noch nicht vollstindig verstanden sind und die RNA
Interferenz fiir den Laboreinsatz der interessanteste Weg zu sein scheint, wird im Folgenden
ausschlieBlich auf diesen eingegangen.

Bei der RNA Interferenz werden exogen zugefiihrte oder endogen produzierte (durch
Transkription von pre-miRNA Genen im Zellkern entstehen miRNA-Molekiile)
doppelstringige RNA-Molekiile im Zytoplasma der Zelle durch eine spezielle RNase namens
,Dicer (engl.: Zerwiirfler; die humane ist 220 kDa groB3) in kleine doppelstringige RNAs
von 21 bis 23 Nukleotidlinge zerschnitten. Die Besonderheit dieser siRNAs (bzw. miRNAs)
ist, dass sie an beiden 3'-Enden jeweils einen einzelstringigen Uberhang von 2 Nukleotiden
Lange besitzen (252, 75). Anschlieend werden die siRNA-Molekiile (bzw. miRNA) durch
eine weitere Doméne des ,,Dicer“-Enzyms, welche die Funktion einer Helicase besitzt, unter
Energieverbrauch entwunden. Die Finzelstringe werden dann in einen Riboprotein-
Komplex namens ,,RNA Induced Silencing Complex* (RISC) integriert, und einer der beiden
RNA-Stringe wird entfernt (das Entwinden der Stringe beginnt am thermodynamisch
instabileren Ende; somit ist festgelegt welcher der beiden Stringe entfernt wird) (188, 90).
Lagert sich in den aktivierten RISC-siRNA-Komplex die komplementire messenger RNA
ein, bildet sich ein Doppelstrang aus, der sofort zerschnitten wird. Das entsprechende Protein
wird folglich nicht hergestellt. Wenig aktivierte RISC-Komplexe reichen bereits aus, eine
groBBe Zahl an mRNA-Molekiilen zu inaktivieren (39).

Einige Organismen (z. B. Pflanzen) besitzen im Gegensatz zum Menschen das zusétzliche
Enzym RdRp (RNA-dependent RNA polymerase), das den Doppelstrang aus siRNA und
Ziel-mRNA als Vorlage fiir einen neuen Doppelstrang benutzt, der wiederum von ,,Dicer*
erkannt und gespalten wird, so dass sich der Zyklus selbst verstérkt. In Pflanzen trigt dies zu

einer weit verbreiteten Virusresistenz bei, indem die dsRNA innerhalb der somatischen Zellen
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von Zelle zu Zelle iibertragen wird. Fiir humane Zellen scheint der Mechanismus der RNA-
Amplifikation durch RdRp nicht essentiell zu sein (152).

Elbashir et al. konnten 2001 zeigen, dass chemisch synthetisierte, einzelstrangige siRNA-
Molekiile ebenso effektiv das Zerschneiden der Ziel-mRNA initiieren, wie doppelstringige
RNA (38). Heutzutage bieten etliche Hersteller wie z. B. Dharmacon oder Qiagen ganze
Produktpaletten synthetischer siRNAs an, wobei zusétzlich die Option besteht mit ,,Pools*
von beispielsweise drei verschiedenen siRNAs gegen die gleiche mRNA zu arbeiten, um die
Erfolgschancen zu erhdhen (246, 248).

Durch die Entdeckung der RNA Interferenz ist ein therapeutisch sehr interessantes Werkzeug
gefunden worden, das es dem Benutzer rein theoretisch ermdglicht, jedes krankmachende Gen
still zu legen. Im Fokus der Wissenschaftler stehen hier unter anderem Krebserkrankungen,
Virusinfektionen, dominante Erbkrankheiten und neurodegenerative Erkrankungen
(165, 36). AuBlerdem konnten mit Hilfe von synthetischen siRNA-Genbanken genetische
Screenings mit hohem Durchsatz durchgefiihrt werden, um Zielgene aufzufinden und durch
Stilllegung die Funktion des entsprechenden Proteins zu beurteilen. Im Gegensatz zu den
heute im Labor weit verbreiteten ,,knock-out-Miusen®, in denen mit hohen Aufwand gezielt
einzelne Gene ausgeschaltet wurden, konnte die RNA Interferenz eine einfachere, schnellere
und kostengiinstigere Alternative zumindest im Bereich transienter Genabschaltung
darstellen. Die grofite Barriere im therapeutischen Gebrauch ist auch bei der RNA
Interferenz ein effektives Vektorsystem, das die siRNA unbeschadet, gezielt und in
ausreichender Menge zu ihrem Wirkort bringt. Dabei spielen Grofle und Stabilitiit (z. B.
durch chemische Modifikationen) der transportierten siRNA, sowie Vermeidung
unerwiinschter Nebenwirkungen (z. B. nicht spezifische Abschaltung homologer Gene oder

Aktivierung des Interferonsystems) eine grof3e Rolle.
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2.5.3 Wirkdauer, Stabilitat und Experimente

Studien haben zwar gezeigt, dass siRNA-Molekiile in Sdugerzellen und physiologischen
Fliissigkeiten stabiler sind als Antisense Oligonukleotide (13), jedoch muss man sich bewusst
sein, dass die Genabschaltung durch RNA Interferenz ein transienter Vorgang ist (65). Die
Wirkung intrazelluldr eingebrachter siRNA ist in vitro im Durchschnitt 3 bis 7 Tage zu
beobachten, abhdngig von der Zellteilungsrate (25): So kehrten die Luciferasegehalte der mit
Reportergen stabil modifizierten Zellen in sich schnell teilenden Zellen innerhalb einer
Woche wieder auf ihr Ausgangsniveau zuriick, in sich nicht teilenden Fibroblasten hingegen
dauerte es iiber 3 Wochen, bis der urspriingliche Proteingehalt wieder erreicht wurde (34).
Ahnliche Ergebnisse erhielt man auch in vive: Ca. 10 Tage lang hielt die Proteinhemmung in
subkutanen Tumorzellen an, jedoch ca. 3 bis 4 Wochen in sich nicht teilenden Hepatozyten
von BALB/c Méusen. Dies deutet darauf hin, dass die Verdiinnung der siRNA aufgrund der
Zellteilung die Wirkdauer derselben begrenzt und weniger die intrazelluldre Halbwertszeit.
Freie siRNA-Molekiile werden durch Nukleasen sehr schnell auf natiirlichem Weg abgebaut
bzw. werden aufgrund ihrer kleinen Grdéfe in der Niere glomeruldr filtriert und
ausgeschieden. Ein weiterer Grund fiir das schnelle Nachlassen der Wirksamkeit im
Wirbeltier ist durch die fehlende Moglichkeit einer RNA-Amplifikation, wie sie in niederen
Organismen auftritt, zu erkliren (siche 2.5.2).

Verschiedene Studien brachten zutage, dass die Genabschaltung in der Regel 36 bis 48
Stunden nach siRNA-Anwendung ihren Hohepunkt erreicht, nach 96 Stunden jedoch wieder
abnimmt (165). Eine Aufrechterhaltung der Wirkung kann zum einen durch wiederholte
Verabreichung von siRNA erreicht werden. Eine andere Moglichkeit ist die chemische
Modifikation der siRNA-Molekiile, um deren Stabilitdt im Blutkreislauf zu erhéhen (15, 165,
36) wie z. B. die Einfilhrung von Fluor an das 2’-Ende der Pyrimidingruppen oder das
Ersetzen eines Sauerstoffatoms im Phosphordiester durch Schwefel (Phosphorthioate). Eine
Beeintrachtigung der Wirkung (Genabschaltung) darf daraus jedoch nicht resultieren.
Vielversprechende Resultate wurden durch die Kombination von mehreren Modifikationen
erbracht: So konnten Morrissey et al. durch einen mehrfach modifizierten siRNA-Strang die
Halbwertszeit der doppelstrangigen siRNA in 90 %igem Humanserum auf 3 Tage erhdhen;
im Vergleich dazu betrug die Halbwertszeit unmodifizierter siRNA nur 5 Minuten (139).
Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Layzer et al., nachdem sie in beiden siRNA-Striingen, die
gegen das Hepatitis B Virus (HBV) gerichtet waren, alle Pyrimidine modifizierten und damit

die Plasmahalbwertszeit von weniger als einer Minute (fiir unmodifizierte siRNA) auf einen
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Tag erhohen konnten (108). Trotz dieser starken Modifikation konnten die siRNA-Molekiile
sowohl in Zellkultur, als auch nach hydrodynamischer Injektion in HBV infizierte Méuse
die virale Replikation des Virus verhindern.

Andererseits fiihrt eine hydrodynamische Injektion (= schnelle intravendse Injektion von
grofen Volumina) zu einer Uberlast im rechten Herzen, verbunden mit einem Anstieg des
vendsen Drucks, was wiederum die Zellplasmamembran in stark durchbluteten Organen wie
Leber und Lunge voriibergehend zum Platzen bringt und deshalb eine transiente siRNA-
Aufnahme ermdglicht (36, 108). Abgesehen davon, dass diese Methode fiir einen
therapeutischen Einsatz im Menschen routinemifBig nicht angewandt wird, konnten nicht
modifizierte siRNA-Molekiile auf diese Art ebenso effektiv Reportergenexpression in der
Leber von Mausen reduzieren wie modifizierte siRNA (108). Dies deutet darauf hin, dass
sobald die siRNA einmal intrazelluldr aufgenommen ist, sie unabhingig von einer
Modifikation vor dem Abbau durch Nukleasen geschiitzt ist. Eine mogliche Ursache dafiir
konnte der RISC-Komplex sein, der den aufgenommenen siRNA-Einzelstrang vor
zelluldren Nukleasen schiitzt. Unterstiitzt wird diese Theorie durch weitere in vitro und in
vivo Experimente, in denen nicht modifizierte siRNAs in sich nicht teilenden Zellen 10 Tage

und lénger die Genexpression reduzieren konnten (198, 199).

Insgesamt scheint bei einer topischen Anwendung der siRNA an verschiedensten Organen
wie beispielsweise an der Lunge (256, 112), Vagina (154) und am Auge (28) die zellulédre
Aufnahme der siRNA-Molekiile schnell genug zu erfolgen bzw. der Gehalt an Nukleasen
niedrig genug zu sein, um eine erfolgreiche Transfektion zu gewihrleisten, sodass der
erwartete Nutzen von einer Modifikation bei lokaler Anwendung nicht allzu grof3 sein diirfte
(203, 36). Erfolgreicher siRNA-Transfer in die Lunge gelang z. B. der Arbeitsgruppe um
Zhang, die mit intranasaler Verabreichung nackter siRNA gegen das Enzym Hamoxygenase-1
(generiert aus Him Kohlenmonoxid und Bilirubin und wirkt immunsuppressiv und schiitzend
auf kleine Blutgefifle) eine reperfusionsbedingte Ischdmie in der Lunge fordern konnten
(256). Klinische Studien mit lokal anzuwendender siRNA existieren bereits z. B. bei
altersbedingter Makuladegeneration am Auge AMD (engl.: ,age-related macular
degeneration), die durch ein abnormal hohes BlutgefiBwachstum hinter der Retina
gekennzeichnet ist (168): Ziel der Therapie ist hier die Hemmung des GefdaBwachstums durch
Inhibition der Gene kodierend fiir Angiogenesefaktoren (VEGF) oder ihre Rezeptoren
(VEGFR-1, VEGFR-2) mittels spezifischer siRNAs.
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Eine weiterer Ansatzpunkt, die Halbwertszeit von siRNA-Molekiilen im Blutkreislauf nach
systemischer Gabe zu erhohen, ist die Inkorporation in Vehikelsysteme (z. B. in Liposomen)
(138) oder Modifizierungen, die zu einer Bindung an Serumproteine fiihren (z. B. durch
Cholesterol- oder Antikorper-Konjugate) (203, 200), um den Faktor der renalen
Ausscheidung zu umgehen. Niedermolekulares PEI konnte die siRNA ebenfalls vor dem
Abbau schiitzen und diese nach intravendser Injektion effektiv in subkutane Tumorzellen
einschleusen (227). Weniger toxische Copolymere kdnnten daher fiir klinische Anwendungen

auch gut geeignet sein.

2.5.4 Ausblick und Potential der RNA-Interferenz

Krebs entsteht hdufig durch nicht angemessen exprimierte Gene, die zu einem ungehemmten
Zellwachstum flihren (165). Es existieren zahlreiche, darunter sehr vielversprechende Studien
iiber das Potential der RNA-Interferenz-Technologie zur Behandlung von Krebs, in denen
siRNAs eine Hemmung der Zellproliferation in tumortragenden Versuchstieren bewirken
(213, 165). Angesteuerte Gene sind beispielsweise mutierte Schliisselonkogene (K-Ras (19),
p53 (131), ber-abl (184)), antiapoptotische Gene oder Gene, die Tumore begiinstigen wie z.
B. Wachstums- oder Angiogenese-Faktoren bzw. ihre Rezeptoren (EGF, EGFR (257), VEGF
(64, 200), VEGFR-1 und -2 (168, 185)).

Eine antivirale Anwendung von siRNA scheint seit den Experimenten von McCaffrey et al.
prinzipiell mdglich, in denen sie das Hepatitis C Virusprotein mit dem Reportergen Luciferase
koppelten und mithilfe von siRNA die Genexpression dieses Fusionsproteins unterdriickten
(25). Weiter konnten in vitro die Infektion mit dem humanen Immundefizienz Virus (HIV),
das fiir die AIDS-Erkrankung verantwortlich ist, sowie die Replikation von Polioviren durch
spezifische siRNAs inhibiert werden (81, 151). Endogene Gene, die fiir den fas cell death
Rezeptor und Caspase kodieren und in die Apoptose-Signalkette in der Leber nach viraler
Infektion involviert sind, konnten ebenfalls angesteuert werden (86, 189). Zahlreiche andere
antivirale Ansatzpunkte fiir siRNAs wurden identifiziert und stehen fiir weitere
Silencingversuche zur Verfiigung (165).

Die Fille von neurodegenerativen Erkrankungen, wie Alzheimer oder Huntington steigen
in unserer immer &lter werdenden Bevolkerung an. Auch hier ist eine therapeutische
Intervention mithilfe von siRNA denkbar: Erste Ergebnisse zeigen, dass die
Herunterregulierung von B-Sekretase die Sekretion von B-Amyloid-Peptiden in murinen

Neuronen erniedrigt und den neuronalen Zelltod reduzieren kann (85). Da das Gen kodierend
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fiir das Enzym B-Sekretase im Gehirn von Patienten mit Alzheimer hochreguliert ist und in
Maiusen nach dessen Abschaltung keine Entwicklungsabnormalititen beobachtet wurden,
konnte dieses ein potentielles Zielgen fiir die zukiinftige Therapie von Alzheimer-
Erkrankungen sein.

SchlieBlich sei ein sehr hoher therapeutischer Effekt von siRNA in einem amyotrophen
Lateralsklerose-Mausmodell erwéhnt: Amyotrophe Lateralsklerose zéhlt zu den dominanten
Erbkrankheiten und ist charakterisiert durch eine Degeneration von Motoneuronen im
Riickenmark und daraus resultierender Muskelldhmung bis hin zum Tod. Mutationen der
Cu/Zn-Superoxid-Dismutase scheinen das Absterben der Motoneuronen zu begiinstigen. Die
Hemmung des entsprechenden Gens (SODI1) dieses Enzyms durch verabreichte siRNA
konnte sowohl den Beginn der Erkrankung verzdgern, als auch die Uberlebenschance der
behandelten Méuse bis zu 77 % erhéhen (166, 167). Die grofite Herausforderung ist in diesem
Fall zwischen mutierten mRNAs und dem Wildtyp-Transkript zu unterscheiden und nur die
mutierte Variante durch siRNAs abzubauen.

Als mogliche unerwiinschte Nebenwirkungen eciner siRNA-Therapie ist Folgendes zu
bedenken: SiRNA kann eine nicht spezifische Stilllegung von teilweise homologen Genen
sowohl durch mRNA-Abbau, als auch durch Unterdriickung der Translation bewirken oder im
Fall von ldngeren doppelstrangigen siRNA-Molekiilen eine Interferon-Immunantwort
provozieren. Diese filhrt zum einen zum schnelleren Abbau der siRNAs durch nicht
spezifische Rnase-L, anderseits kann sie den zelluldren Metabolismus soweit beeintrichtigen,
dass daraus Apoptose resultiert (58, 205). Die Induktion der Interferonantwort scheint
allerdings sequenzspezifisch und dosisabhingig zu sein (156). Weiter konkurrieren von auflen
zugefiihrte, synthetische siRNAs mit endogenen miRNAs um die RNA-Interferenz-
Maschinerie. Mdgliche Folgen einer solchen Inhibierung von miRNAs sind bis jetzt noch
nicht voraussehbar. Durch den Einsatz von kleineren dsRNAs (unter 30 Basenpaaren),
chemische Modifikationen (s. 2.5.3) oder an Vektoren gebundenen groferen dsRNA-

Molekiilen konnen solche unerwiinschten Wirkungen umgangen werden (119).
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2.6 Evaluierung der Transfektionseffizienz durch Reportergene

Durch so genannte Reportergensysteme kann relativ einfach nachgewiesen werden, ob und in
welchem Ausmall eine Transfektion der behandelten Zellen stattgefunden hat. Unter
Reportergenen oder Markergenen versteht man bestimmte Gene, deren Expression in einer
Zielzelle oder in einem Zielorganismus durch biochemische oder histochemische Methoden
nachweisbar ist. Dadurch kann, vor einem Einsatz der eigentlichen therapeutischen Gene, die
Effektivitit von beispielsweise verschiedenen Transfektionsreagenzien oder Vektorsystemen
iiberpriift werden (63, 175). In in vitro Untersuchungen wird oft die Reportergenaktivitit in
Zellhomogenisaten quantifiziert, wéahrend bei der Charakterisierung in vivo auflerdem
histologische Verfahren (93, 126) oder nicht invasive Imaging-Methoden (206, 132) die
quantitativen Methoden ergénzen. Letztere erlauben es, die Reportergenexpression ein- und
desselben Versuchstieres iiber einen lingeren Zeitraum zu verfolgen und eine Kinetik zu
erstellen.  Die  Beurteilung  von  Zwischenergebnissen  nach  beispielsweise
Mehrfachbehandlungen ist ebenfalls moglich.

Seit der Etablierung des ersten Reportergensystems vor 25 Jahren (Chloramphenicol-
Acetyltransferase-Assay) (60), wurden =zahlreiche weitere Assays, wie z. B. Green
Fluorescent Protein (GFP), 3-Galactosidase und Luciferase entwickelt. Auf letzteres System
soll aufgrund der Anwendung in den eigenen Versuchen im Folgenden kurz ndher

eingegangen werden.

2.6.1 Luciferase

Das Enzym Luciferase, aus dem Nordamerikanischen Leuchtkifer ,,Photinus pyralis® isoliert,
ist seit seiner Entdeckung 1950 sowohl in der biologischen, als auch in der klinischen
Forschung weit verbreitet (207, 242). Chemisch gesehen handelt es sich um eine
Monooxygenase, die bei Anwesenheit von Adenosintriphosphat (ATP), Magnesium und dem

Substrat Luciferin fogende Reaktion katalysiert (207):
ATP + D-Luciferin + O, ----""Me2*____> Oxyluciferin + AMP + PPi + CO, + Licht

ATP/AMP: Adenosintriphosphat/ Adenosinmonophosphat
O,: Sauerstoff

CO, Kohlendioxid

PPi: Diphosphat
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Das Substrat Luciferin wird unter ATP-Verbrauch umgesetzt, wobei Energie in Form von
Photonen freigesetzt wird. Diese konnen in einem Luminometer bei einer Wellenldnge von
562 nm erfasst werden.

Fiir quantitative Messungen in vitro bedeutet dies, dass das Luciferase Enzym aus den Zellen
vollstédndig extrahiert und gleichzeitig in seiner Funktion stabilisiert werden muss. Das wird
durch verschiedene Reagenzien im Lysepuffer, wie z. B. Tris-Phosphat und Triton X-100
gewdhrleistet. Fiir die quantitative Bestimmung der Luciferase Aktivitit in verschiedenen

Organen muss das Gewebe zuvor homogenisiert werden (17, 186).

2.6.2 Nicht invasive Imaging Methoden

Die Kombination von modernen Bildgebungsverfahren mit der Reportergentechnologie
brachte fiir die experimentelle biomedizinische Forschung in den letzten 10 Jahren
entscheidende Vorteile: So ist es heutzutage moglich, biologische Prozesse auf molekularer
Ebene in komplex aufgebauten Organismen zu verfolgen, ohne das Versuchstier téten zu
miissen. AuB3er der Einsparung von Versuchstieren erlauben diese modernen Technologien die
wiederholte Messung und Beurteilung des Tumorwachstums, die Lokalisation von Mikro-
und Makrometastasen im zeitlichen Verlauf, sowie Langzeitstudien am einzelnen Tier zur
Beurteilung von therapeutischen Effekten durch eine entsprechende Behandlung (179). Zu
den hiufig eingesetzten Reportern gehdren neben lumineszenten (z. B. Luciferase) und
fluoreszenten (z. B. GFP) Proteinen auch radioaktive Tracer und Proteine (z. B. Ferritin
Ketten), die paramagnetische Verbindungen akkumulieren (z. B. Eisen). Die Bildgebung kann
beispielsweise durch optisches Imaging, Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und
Magnetresonanztomographie (MRT) erfolgen (179).

Das in den eigenen Untersuchungen verwendete Imaging-Gerét (Ivis™ 100 Imaging System,
Xenogen) zdhlt zu den optischen Imagingverfahren und bietet den Benutzern die Moglichkeit
sowohl fluoreszente als auch biolumineszente Reporter in vitro und in vivo zu erfassen. Es
zeichnet sich durch hohe Sensitivitit der Kamera und einen justierbaren, groBlen
Aufnahmebereich aus. Eine beheizbare Ablageplatte sowie Anschliisse fiir ein Inhalationsgas
erleichtern das Versuchstier-Handling. Neben einer Anwendung in der gentherapeutischen
Forschung, kann dieses Gerdt fiir toxologische Versuche, Medikamenten-Metabolismus-
Studien, in der Krebsforschung oder zur Erforschung von Infektionen oder Entziindungs-

geschehen eingesetzt werden (245).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Ziel und Vorgehensweise

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Etablierung und Nutzung eines murinen
Lungentumormodells zur Untersuchung von ortsspezifischer magnetischer Deposition und
ultraschallinduzierter Freisetzung von siRNA in der Lunge. Als Genvektoren dienen
magnetische Microbubbles  (,,Magnetobubbles®), die im Gegensatz zu kommerziellen
Microbubbles in ihrer dufleren Hiille superparamagnetische Eisenpartikel enthalten.

B16F10-Mausmelanomzellen werden fiir diesen Zweck stabil mit dem Reportergen
Luciferase transduziert und iiber die Schwanzvene in Méuse des Inzuchtstammes C57BL/6
injiziert. In den sich entwickelnden Lungentumoren wird nach Gabe von, gegen Luciferase
gerichteten, siRNA beladenen Microbubbles die Luciferase-Aktivitdt durch zwei verschiedene
Methoden gemessen: Einerseits erfasst ein hoch empfindliches optisches Imaging-System das
Lichtsignal am lebendem Tier, andererseits kann die Enzymaktivitdt in der homogenisierten
Lunge nach dessen Entnahme durch ein Luminometer quantifiziert werden. Eine Reduktion
der Enzymaktivitét, gemessen in Form des Lichtsignals, dient als MaB fiir die (therapeutische)
Wirksamkeit der so verbrachten Anti-Luciferase-siRNA. Auf diese Weise soll die Frage
geklart werden, ob Magnetobubbletechnologie grundsétzlich in der Lage ist, siRNA

funktionell in Lungentumoren nach systemischer Anwendung zu deponieren.

Der erste Schritt hierzu ist die virale Transduktion der B16F10-Tumorzellen. Da spitere in
vivo Versuche Melanomzellen mit moglichst hoher Luciferaseexpression erfordern, werden
der ,klassische® Retrovirus, sowie ein lentiviraler Virustyp getestet. Das zweite wichtige
Kriterium ist die Persistenz der Enzymexpression. Diese wird iiber mehrere
Zellkulturpassagen beobachtet und hinsichtlich der Konfluenz der transduzierten
Melanomzellen beurteilt. Kulturen, welche die gewlinschten Eigenschaften zeigen, werden
anschlielend in ausreichender Menge flir Magnetobubble Experimente in vitro und in vivo
expandiert und kryokonserviert.

Fiir die eigentliche Etablierung des murinen Lungentumormodells muss zunéchst ein
geeignetes Ablosemedium und Transportmedium fiir die Zellen gefunden werden. Dies

geschieht durch Toxizititstests in Zellkultur. Nach erfolgversprechenden siRNA-
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Magnetobubble-Transfektionen von transduzierten B16F10-Zellen in vitro, wird zunéchst das
Tumorwachstum in zwei Mausgruppen, denen verschiedene Zelldosen intravends appliziert
werden, evaluiert. Dies soll insbesondere Auskunft dariiber geben, zu welchem Zeitpunkt
nach Injektion der Tumorzellen eine Intervention mit siRNA-Magnetobubbles sinnvoll ist. In
diesem Zeitfenster darf einerseits die Tumorlast noch nicht zu hoch sein, dass eine
»therapeutische® Wirksamkeit von vornherein unwahrscheinlich erscheint, andererseits sollte
im Imagingsystem ein deutliches, reproduzierbares Signal festzustellen sein.

Die anschliefende Biodistributionsstudie mit radioaktiv markierten siRNA-Magnetobubbles
in C57/BL6 Mausen soll kliren, ob die anzuwendende Bubblepréaparation grundsétzlich in der
Lage ist, siRNA in der Lunge zu deponieren bzw. wie sich das Verteilungsmuster der
Nukleinsdure durch den neuartigen Genvektor im Organismus darstellt. Durch Einteilung in
vier verschiedene Behandlungsgruppen kann zusétzlich evaluiert werden, ob durch
Magnetfeld und Ultraschall eine erhdhte Disposition in der Lunge stattfindet. Fiir diese
Untersuchungen sind gesunde, nicht tumortragende Méuse ausreichend.

Histologische Schnitte und elektronenmikroskopische Aufnahmen von sowohl Tumorlungen,
als auch gesunden Lungen nach i.v. Applikation von siRNA-Magnetobubbles, geben
zusitzlich Einblick wo im Lungengewebe selbst (intrazelluldr, extrazellulér, intravasal, usw.)
und in welcher Form (intakte Bubbles, Bubblekomponenten, usw.) siRNA-Magnetobubbles
nach Anwendung von Magnetfeld und Ultraschall vorzufinden sind.

Schlieflich gilt es zu zeigen, ob nach systemischer Verabreichung ein derartiges
Genvektorsystem wie die Magnetobubbles (kombiniert mit physikalischen Kréften), in der
Lage ist, das aktive Agens siRNA wirksam in Lungenmetastasen einzuschleusen. Aus diesem
Grund werden, wie bereits oben erwihnt, Anti-Luciferase-siRNA-Magnetobubbles zu einem
bestimmten Zeitpunkt des Tumorwachstums in melanomtragende Tiere (in vivo Versuch V)
und transgene (Luciferase exprimierende) Méuse (in vivo Versuch VI) intravends appliziert.
Nach 48 Stunden erfolgt die Auswertung durch Imaging (in vivo Versuch V), bzw. nach

Totung und Organentnahme im Luminometer (beide Versuche).
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Allgemeine Methoden der Zellkultur
3.2.1.1 Kultivierung der B16F10-Melanomzellen des Mausinzuchtstammes C57BL/6

Basis fiir alle Experimente dieser Arbeit bilden vitale Tumorzellen der murinen
Melanomzelllinie BI6F10 (Fa. ATCC-LGC Promochem, Wesel, Katalog-Nr. CRL-6475) des
Mausinzuchtstammes C57BL/6. Als Medium dient gepuffertes DMEM (Dulbecco's
Modified Eagles Medium, Fa. Biochrom, Berlin, s. Anhang) mit Zusatz von 10%igem fotalen
Kailberserum (Fetal Bovine Serum, Fa. Biochrom AG, Berlin, s. Anhang). Die Kultivierung

erfolgt in 75 cm? Zellkulturflaschen (Fa. TPP, Trasadingen, Schweiz) in einem mit CO9
(pCO7: 5,3 %) begasten Brutschrank (COp Water Jacketed Incubator, Fa. Life Sciences

International GmbH) bei 37 °C und einer relativen Luftfeuchte von 99 %. Alle zwei bis drei
Tage erfolgt die Kontrolle der Besiedelungsdichte und bei einer Konfluenz von ca. 70 %
Abldsen mit Trypsin (Fa. Biochrom AG, Berlin, s. Anhang) und Splitten der Zellen eins zu

zehn.

3.2.1.2 Stabile Integration des Reportergens Luciferase in B16F10-Melanomzellen

durch retrovirale bzw. lentivirale Transduktion

Die retrovirale bzw. lentivirale Transduktion von B16F10-Zellen mit dem Reportergen fiir
Luciferase (firefly Luciferase: Plasmid pSSpCMV-IVS-luc’, Fa. Plasmid Factory, Bielefeld,
unter der Kontrolle vom Cytomegalievirus (CMV) Promotor) erfolgt freundlicherweise durch
die AG M. Anton am Institut fiir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung, Klinikum
rechts der Isar, Miinchen nach bereits publiziertem Standardprotokoll (5). Diese Zellen
werden in folgenden Versuchen mit 2 Passagezahlen bezeichnet: beispielsweise (B16F10 RV
Luc) P 3+6. Die erste Ziffer gibt die Passage der Melanomzellen zum Zeitpunkt der
Transduktion an (hier 3), die Zahl nach dem Plus steht fiir die Zellpassage nach der

Transduktion.
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3.2.1.3 Kryokonservierung

Die so erhaltenen transduzierten B16F10-Melanomzellen werden fiir spitere Verwendungs-
zwecke zu je 1 Million Zellen aliquotiert und in einem 90 % FCS- und 10 % DMSO-haltigen
(Dimethylsulphoxide Hybri-Max®, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) Einfrier-
medium kryokonserviert (bei -190 °C im fliissigen Stickstof¥).

3.2.14 Luciferase-Test

Zur Uberpriifung der Expressionsstabilitit der transduzierten Melanomzellen sowie zur
Evaluation des FEinflusses der Besiedelungsdichte, wird bei jedem Splittvorgang ein
Luciferasetest durchgefiihrt.

Triplikate von je 5x10* transduzierten B16F10-Zellen werden in Eppendorfgefilen mit 150
ul PBS (Fa. Biochrom AG, Berlin) gewaschen, bei 1100 Umdrehungen fiir drei Minuten bei
21°C zentrifugiert (Kiihlzentrifuge EBA 12R, Fa. Hettich, Tuttlingen) und 100 pl Lysepuffer
(s. Anhang) zugegeben. Nach zehn Minuten werden je 50 pl des Zelllysates entnommen und
in die Vertiefung einer Costar ® 96-Loch-Platte (opaque plate-solid black 96 well, Fa.
Corning Costar Corporation, Cambridge, USA) pipettiert. Nach Zugabe von 100 pl
Luciferase-Substrat-Puffer (s. Anhang) erfolgt unverziiglich die Messung der Lichtemission
mit dem Microplate Scintillation & Luminescence Counter ,,Top Count“ (Fa. Canberra
Packard, Groningen, Niederlande). Die Messzeit betrigt 20 Sekunden, es gibt keine
Messverzogerung und Hintergrundwerte werden automatisch abgezogen.

Als Referenz zur Quantifizierung der Lichtintensitdt (RLU = Relative Light Units) dient ein
Kontrollstandard aus reiner Luciferase (Fa. Roche, Mannheim) in Nano- bis
Picogrammmengen und dem dazugehdrigen Rekonstitutionspuffer. Je 200, 100, 50, 25, 12.6,
6.25, 3.13, 1.57, 0.78, 0.39, 0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0.013 und 0 ng Luciferase in je 50 pl
Lysepuffer werden unter gleichen Bedingungen wie die Proben gemessen. Durch die erstellte
Eichkurve kann jeder gemessene Probenwert in ng Luciferase bestimmt werden, unabhéngig

von variierenden systemischen Faktoren.
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3.2.1.5 Proteintest

Bei der Uberpriifung der Expressionsstabilitit dient die Zellzahl als Bezug zu den ermittelten
RLU-Werten. In den in vitro Transfektionsversuchen wird der Proteingehalt der Zellen
bestimmt und in Beziehung zu den ermittelten Nanogrammmengen Luciferase gesetzt.

Dafiir werden je 5 ul des verbleibenden Zelllysates in die Vertiefungen einer TPP® 96-Loch-
Testplatte (Zellkultur Testplatte 96F, Nr. 92096, Fa. TPP, Trasadingen, Schweiz) pipettiert, je
155 ul steriles Wasser und 40 pl BioRad-Reagenz (Bio Rad-Protein-Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen) zugegeben und im IKA®-Schiittler (MTS 2, Fa. IKA
Labortechnik, Staufen) vorsichtig gemischt. Der Standard besteht aus 1,45 mg/ml BSA
(Albumin from bovine serum, Fa. Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und dient,
dhnlich wie der Standard im Luciferase-Test, zur Quantifizierung der Lichtabsorption der
Proben. Nach Erstellung einer Eichkurve mit Konzentrationen von 50, 33.3, 22.3, 15, 9.9, 6.6,
44,209,2.0,1.3,09 und 0 ng BSA /ul kann der Proteingehalt der Proben in mg angegeben
werden. Die Absorptionsmessung der Standardkurve und der Proben erfolgt mit dem
Photometer (Wallac Victor 2 1420 Multilabel Counter, Fa. Wallac, Turku, Finnland) bei 590

nm und 0,1 Sekunden.

3.2.1.6 MTT-Test

Zur Uberpriifung der Zellvitalitit (mitochondriale Aktivitit) nach siRNA Transfektion in vitro
kommt ein MTT-Test (Methylthiazolyldiphenyl-Tetrazoliumbromide, Fa. Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim) zum Einsatz. Prinzip des Tests ist eine Formazankristallbildung
von lebenden Zellen mit dem MTT-Reagenz ca. zwei bis vier Stunden nach Inkubation. Nach
Auflosung der Kristalle durch MTT Solubilization Solution, wird die Lichtabsorption der
gelosten Formazankristalle bei einer Wellenldnge von 590 nm (0,1 sec) am Photometer
bestimmt. Geschadigte Zellen mit niedriger metabolischer Aktivitit bilden weniger Kristalle,
sodass die gemessene Absorption niedriger ist als bei gesunden Zellen.

Zur Herstellung des MTT-Reagenz werden 1 mg MTT und 5 mg Glucose pro ml PBS geldst.
Nach Absaugen des Mediums, werden die transfizierten Zellen mit PBS gewaschen und mit je
100 pl des MTT-Reagenz bis zur Kristallbildung (ca. zwei bis vier Stunden) inkubiert und
100 ul MTT Solubilization Solution pro well pipettiert. Die Zellkulturplatte wird iiber Nacht
auf einem Certomat® U Shaker (Fa. Braun Biotech International) bei 37 °C geschiittelt und

nach vollstdndiger Auflosung der Kristalle am Photometer wie oben beschrieben gemessen.
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Als Kontrolle dienen lebende, nicht transfizierte Zellen mit Medium. Aulerdem werden wells
nur mit 100 pl MTT-Reagenz und 100 ul MTT- Solubilization Solution als Hintergrund

vermessen. Die Zellatmungsaktivitét berechnet sich wie folgt:

Absorption der Proben - Absorption des Hintergrundes x 100 %

Absorption der unbehandelten Kontrollen - Absorption des Hintergrundes

3.2.2 Invitro Versuche mit transduzierten B16F10-Melanomzellen

3.2.2.1 Abhéangigkeit der Genexpression von der Konfluenz - in vitro Versuch I

Um einen Einfluss der Zelldichte auf die Genexpression zu evaluieren, werden retroviral
transduzierte B16F10 P 6 + 5 Zellen in 75 cm? Flaschen in Kultur genommen (s. 3.2.1.1) und
zu bestimmten Zeitpunkten beim Splitten ein Luciferase-Test (Triplikate) und der
entsprechende Proteintest wie in 3.2.1.4 und 3.2.1.5 beschrieben, durchgefiihrt. Als
Zeitintervall werden 2 bzw. 5 Tage gewdhlt, nach denen die Zellen immer 1:10 gesplittet
werden. Die ermittelten Luciferasewerte (in ng pro mg Protein) werden miteinander

verglichen.

3.2.2.2 Uberpriifung der Expressionsstabilitit von retroviral und lentiviral

transduzierten Melanomzellen - in vitro Versuch 11

Sowohl fiir spdtere in vitro, als auch in vivo Versuche ist die Stabilitit der
Luciferaseexpression der viral transduzierten Melanomzellen Voraussetzung fiir die
Einschétzung eines funktionellen siRNA-Vektorsystems.

Aus diesem Grund wird von den kultivierten Zellen bei jedem Splittvorgang ein
Luciferasetest wie in 3.2.1.4 beschrieben angefertigt. Da nur eine groBe Abnahme der
Expression oder erhebliche Schwankungen von Interesse sind, kann in diesem Fall auf eine
Quantifizierung mittels Standard verzichtet werden. Um pufferbedingte Differenzen der RLU-
Werte auszuschlieBen, findet ein vorportionierter, bei -20°C aufbewahrter Luciferase-
Substratpuffer Verwendung, der zu Beginn auf seine volle Funktionsfihigkeit tiberpriift
wurde. Fiir jede Messung wird aussschlieBlich ein solcher frisch aufgetauter, lichtgeschiitzter

Puffer eingesetzt.
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3.2.2.3 Bestimmung der Zellmortalitit in PBS nach Ablosung durch Trypsin bzw. Citric

Saline - in vitro Versuch II1

Zur Ermittelung eines schonenden Ablosemediums fiir die Zellen werden folgende Versuche
durchgefiihrt:

Zwei gleichwertige 75 cm? Zellkulturflaschen mit ca. 70 % konfluent gewachsenen retroviral
transduzierten B16F10-Melanomzellen werden nach Entfernen des Kulturmediums mit 5 ml
PBS gewaschen. In eine Flasche werden anschlieBend 3 ml Trypsin (s. Anhang) zugegeben
und nach gleichméaBliger Verteilung (vorsichtiges Schwenken) dieses wieder abgesaugt. Es
verbleibt ein diinner Trypsinfilm auf den Zellen. Nach drei Minuten werden durch sachtes
Klopfen am Flaschenrand noch festhaftende Zellen vom Boden geldst und durch mehrmaliges
Spiilen in 10 ml Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wird anschlieBend in einem 15
ml Polypropylenréhrchen (Fa. TPP, Trasadingen, Schweiz) bei 1100 Umdrehungen
zentrifugiert und das Pellet mit 10 ml frischem PBS resuspendiert.

In die zweite Flasche wird nach Absaugen des Mediums 5 ml einer 1%igen Citric Saline-
Losung (s. Anhang) zugegeben und bei 37 °C fiir 5 Minuten inkubiert. Nach vorsichtigem
Klopfen und Zugabe von 5 ml PBS werden die gelosten Zellen in ein 15 ml
Polypropylenréhrchen iibergefiihrt, bei 1100 Umdrehungen zentrifugiert und das Pellet mit 10
ml frischem PBS resuspendiert.

Die Zellsuspensionen beider Flaschen werden in je zwei 15 ml Réhrchen aufgeteilt, wobei
eine Probe der jeweiligen Zellen auf Eis gelagert wird. Die beiden anderen verbleiben bei
Raumtemperatur. Direkt anschlieBend wird von den trypsinisierten bzw. mit Citric Saline
behandelten Zellen je 10 pl Zellsuspension entnommen (in Triplikaten), mit einem
dquivalenten Volumen Trypanblau (Trypan blue Solution 0,4%, Fa. Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) in einem Eppendorfgefil vermischt und 10ul des Gemisches auf eine
vorbereitete (Deckglas) Neubauer-Zahlkammer verbracht. Unter einem Lichtmikroskop wird
bei 10-fachem Objektiv sowohl die Zahl von lebenden (ungeférbten), als auch blau gefarbten
toten Zellen bestimmt. Bei Auszdhlung von 2x16 Quadraten und unter Einbeziehung der eins
zu zwei Verdlinnung (Trypanblau) entspricht der Mittelwert der Quadrate einer Zellzahl von

10*x 2 pro Milliliter.
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Die Zellmortalitdt berechnet sich wie folgt:

Anzahl der toten Zellen
Anzahl der toten + Anzahl der lebenden Zellen

x 100 %

Nach 30 und 60 Minuten werden aus den Tubes, die auf Eis standen Triplikate entnommen
und wie oben beschrieben ausgezihlt. Ebenso wird mit den Proben nach 60 Minuten bei

Raumtemperatur verfahren.

3.2.2.4 Vergleich von Isotonischer Kochsalz-, 5%iger Glucose-Losung und PBS als

geeignete Suspensionslosungen - in vitro Versuch IV

Da die Melanomzellen nach ihrer Ablosung nicht direkt in Méuse injiziert werden, sondern
einen Transport mit anschlieBender Verweildauer von ca. zwei Stunden mdglichst ohne
Zellverluste iberstehen sollen, wird die Zellmortalitit in drei verschiedenen
Suspensionslosungen nach 60, 120 bzw. 180 Minuten bestimmt.
Nach Trypsinisierung von (ca. 70% konfluent gewachsenen) B16F10 RV Luc (P6+3) aus
einer 75 cm? Zellkulturflasche, werden die Zellen in 10 ml PBS aufgenommen, in
dquivalenten Mengen auf 3 Eppendorfgefifle verteilt und diese zentrifugiert (1100 U, 3 min).
Die Zellpellets werden mit 1 ml eines moglichen Transportmediums resuspendiert. Diese
sind:

- 5% Glucose Losung (Fa. Delta Select GmbH, Pfullingen)
Isotonische NaCl-Infusionslosung (Fa. Delta Select GmbH, Pfullingen)
PBS (Phosphate buffered saline, Fa. Biochrom KG, Berlin)

Die Proben werden auf Eis gestellt, nach 60, 120 und 180 Minuten aus den jeweiligen
Zellsuspensionen 10 ul entnommen und die Zellmortalitdt nach der in 3.2.2.3 beschriebenen

Methode mittels Trypanblau-Farbung bestimmt.
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3.2.3 Regulierung der Genexpression mittels sSiRNA in vitro

Nachdem in vorangegangen Versuchen einige charakteristische Eigenschaften der Luciferase
exprimierenden Melanomzellen untersucht wurden, soll mit den folgenden Experimenten
versucht werden, eine Regulierung der Genexpression dieser Zellen mittels spezifischer
siRNA in vitro zu erreichen.

In einem ersten Versuchsansatz werden 24, 48 und 72 Stunden nach Magnetofektion die
Luciferaseexpression der Zellen ermittelt. Das Verfahren besteht aus Inkubation der Zellen
mit einem Gemisch aus, an superparamagnetische Eisenpartikel gebundene siRNA,
Metafektene™ Pro und DMEM-Medium und anschlieendem Verweilen der Zellkulturplatte
auf einer 96-Loch-Magnetplatte.

Der darauf folgende Versuch soll Aufschluss geben iiber die Funktionalitit und Eignung der
magnetischen Microbubbles als neuartiges Transportvehikel fiir die einzuschleuBende siRNA.
Zur Uberpriifung der Stabilitit der in magnetische Microbubbles eingebauten siRNA nach
deren Herstellung (Schiittelvorgang) bzw. nach Ultraschallanwendung wird eine

Gelelektrophorese mit radioaktiv markierter siRNA durchgefiihrt.

3.2.3.1 Magnetofektion von B16F10 RV Luc - in vitro Versuch V

Zur Evaluierung der Transfizierbarkeit der retroviral transduzierten Zellen soll mithilfe der
Magnetofektion eine gegen Luciferase kodierende siRNA in die Zellen gebracht werden.
Hierzu werden Komplexe bestehend aus 3 verschiedenen superparamagnetischen
Eisenpartikeln und 8 verschiedenen siRNA-Konzentrationen getestet. Als Kontrolle dienen
zum einen unbehandelte Zellen sowie Zellen einer zweiten Platte, die anstatt mit einer Anti-
Luciferase-siRNA mit einer Kontroll-siRNA mit den entsprechenden Magnetpartikeln
inkubiert werden.

Es werden zunichst 2 schwarzwandige, am Boden durchsichtige 96-Loch-Zellkulturplatten
(Lot. 655090, Greiner Bio-One GmbH, Solingen) mit einer 0,005 %igen Polyethylenimin
(PEI) Losung beschichtet, die fiir ein besseres Anwachsen der Zellen sorgt. Unter der
Sterilbank werden 125 pl einer 0,5 %igen PEI-Losung (Molekulargewicht 600 000 - 1 Mio
Da, Lot. 03880, Fluka / Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) zu 12,5 ml sterilem
Wasser gegeben und davon 50 pl in jedes well der 2 Platten pipettiert. Nach 40 miniitiger
Inkubation werden die wells 3-mal mit je 200 pl sterilem Wasser gewaschen und

anschlieBend 30 Minuten im Lyophylisator getrocknet. Dann werden pro well der zwei
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beschichteten Platten 7000 B16F10 RV Luc-Zellen der Passage 22+5 in je 150 pl DMEM
ausgelegt.

Da die Transfektion in Triplikaten (mit je 3 verschiedenen Magnetpartikeln) stattfindet und
die hochste siRNA Konzentration pro well 200 nmol in 200 pl Endvolumen betragen soll
(150 pl DMEM Medium + 50 pl fertige Transfektionslosung), wird am folgenden Tag

zunéchst 1,1 ml einer siRNA-LOsung fiir eine Verdiinnungsreihe hergestellt:

1.) siRNA-Losung: 48 pl einer 20 puM anti-luc siRNA (siRNA luc GL3 dupl, Zielsequenz
AAC TTA CGC TGA GTA CTT CGA, 20 uM, Qiagen GmbH, Hilden) wird zu 1052 pl
DMEM Medium ohne Zusitze gegeben. Auf die gleiche Weise werden 1,1 ml einer Kontroll-
siRNA-Losung (control-siRNA, D-001210-01, 20 pM, Fa. Dharmacon Inc., Chicago, IL
60693, USA) hergestellt.

In je 330 pl dieser Losungen befinden sich 14,4 ul siRNA, was bei einem durchschnittlichen
Molekulargewicht der siRNA von 14 000 g / mol, 4,032 ug entsprechen. Bei spéterer Zugabe
von 30 pl Magnetpartikellosung erhilt man das Startvolumen von 360 pl in der ersten Reihe
einer 96-well-Platte. Nach Vorlage von 180 pl DMEM Medium in den anderen wells,
transferiert man jeweils 180 pl des Startvolumens weiter, verwirft jeweils die letzten 180 ul
und erhélt somit 3-mal 50 pl (30 pl Rest) Transfektionslosung mit absteigender siRNA
Konzentration und der gewiinschten Ausgangskonzentration von 200 nM pro well in der
ersten Reihe (2,016 pg siRNA in 180 pul => 7,2 ulin 180 pl => 2 pl in 50 pl => 2 pl in 200 pl
Gesamtvolumen im well = 1:100 Verdiinnung der 20 uM siRNA = 200 nM).

2.)Herstellung der Magnetpartikelsuspensionen

Zum Einsatz kommen 3 verschiedene Magnetpartikelsuspensionen (Synthese von S9 und S30
in unserem Labor durch Dr. O. Mykhaelik (141):

- S9 (2,5 mg Eisen / ml; Herstellung am 01.04.2005)

- S30 (0,9 mg Eisen /ml; 01.05.20006)

- CombiMAG (Fa. Chemicell GmbH, Berlin : 1 mg Eisen / ml; Lot. 061/01)

Das Verhiltnis Eisen zu siRNA wird mit 1:1 festgelegt (4,032 pg), das Verhiltnis des
,,Enhancers* Metafectene™ Pro (Biontex Laboratories, Martinsried, Lot. AD 1.13) zu Eisen
soll 4:1 betragen. Insgesamt werden pro Magnetpartikelsuspension 80 pul hergestellt (2 x 30 ul

fiir 2 Platten + 20 pl Rest), wobei nach Zugabe von MetafektinPro™ zu den einzelnen
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Magnetpartikeln mit DMEM Medium (ohne Zusétze) auf das Endvolumen von 80 pl
aufgefiillt wird. Folgende Losungen werden nach vorherigem Vortexen der Magnetpartikel in

je einem Eppendorfgefdl3 hergestellt:

1.) 4,3 ul S9 + 43 pl MfPro + 32,70 ul DMEM
2.) 11,94 ul S30 + 43 pl MfPro + 25,06 ul DMEM
3.) 10,75 pul CombiMAG + 43 pl MfPro + 26,25 ul DMEM

Zu je 30 pl dieser Magnetpartikelsuspensionen werden in einer TPP® 96-Loch
Zellkulturplatte 330 pl (A2-A4) der Anti-luc siRNA- (fiir die erste Platte) bzw. der Kontroll-
siRNA-Losung (A10-A12; fir die zweite Platte) gegeben und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. 2 wells (A1 + A9) erhalten nur 360 ul DMEM ohne Zusitze. In
B1 bis H4 bzw. B9 bis H12 werden jeweils 180 ul DMEM pipettiert und nach Ende der
Inkubationszeit jeweils 180 pl der Transfektionslosung aus der Reihe A in die
darunterfolgende Reihe (B) transferiert, durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt
und wiederum 180 pl in die Reihe C eingebracht (1:2-Verdiinnungsreihe). Dies geschieht bis
zur Reihe H, die letzten 180 pl werden verworfen. AnschlieBend werden von der erstellten
Verdiinnungsreihe (180 pl / well) jeweils 50 ul auf die 150 pl Zellsuspension der 2 schwarzen
Platten transferiert (in Triplikaten). Das Gesamtvolumen betrdgt jetzt 200 pl in jedem well
und die siRNA Konzentration 200 nmol (in Reihe A), 100 nmol (in B), 50 nmol (in C), 25
nmol (in D), 12,5 nmol (in E), 6,25 nmol (in F), 3,1 nmol (in G) und 1,5 nmol (in H). Beide
Zellkulturplatten werden im Brutschrank fiir 15 Minuten auf eine 96-Loch-Magnetplatte
(Chemicell GmbH, Berlin) gestellt, was einer Remanenz von 130 - 240 mT entspricht. Nach
Entfernen der Magnetplatten verbleiben die Zellen ohne Medienwechsel fiir 24 Stunden im
Inkubator.

Dann erfolgt zunéchst eine rein subjektive Beurteilung der Zellen unter dem Mikroskop
anhand ihrer Morphologie. Das Medium wird schlieBlich entfernt und pro well 150 pl einer
30 wmolaren Luciferinlosung [17,94 ul Luciferin-Stoke (15 mg / ml) + 982,06 ul PBS + 31
ml PBS = 32 ml] einpipettiert. Nach 15 Minuten Inkubationszeit werden die Platten wie unter
3.2.1.4 beschrieben am Luminometer vermessen, die Zellen mit PBS gewaschen und mit

200 pl frisches DMEM pro well aufgefiillt. Nach 48 und 72 Stunden erfolgen ebenfalls eine

Morphologiebeurteilung sowie die Messung der Luciferaseaktivitit.
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3.2.3.2 Transfektion von transduzierten B16F10 durch magnetische siRNA-

Microbubbles - in vitro Versuche VI

Um die Eignung des neuartigen Transportvehikels fiir die einzuschleusende siRNA zu
evaluieren, werden Luciferase exprimierende Melanomzellen in vitro mit magnetischen
Microbubbles, die gegen Luciferase codierende siRNA enthalten (in fiinf verschiedenen
Konzentrationen) inkubiert, 30 Minuten auf einem Magnetfeld belassen und die Hilfte der
Zellen (in Triplikaten) zusétzlich mit Ultraschall definierter Frequenz (s. u.) behandelt. Als
Kontrolle werden unbehandelte Zellen vermessen, sowie Melanomzellen, die mit Kontroll-
siRNA-Microbubbles  (gleiche Verdiinnungsreihe der siRNA) inkubiert wurden. Nach

Mediumwechsel und einer Inkubationszeit von 48 Stunden erfolgt die Auswertung.

Herstellung der verwendeten Microbubbles

Da fiir die Transfektion in Zellkultur nur eine geringe Menge benétigt wird, werden zundchst
jeweils 250 pl Microbubbles hergestellt. Die jeweilige siRNA (custom siRNA luc GL3 dupl,
20 puM, Zielsequenz AAC TTA CGC TGA GTA CTT CGA, Qiagen GmbH, Hilden bzw.
control-siRNA, D-001210-01, 20 uM, Fa. Dharmacon Inc., Chicago, IL 60693, USA) wird
auf Eis gestellt. Nach Entnahme einer kleineren Menge (ca. 1 ml) der Magnetpartikel (fluid
MAG-Tween 60, 90 mg / ml, Lot: 0531/04, Chemicell GmbH) in ein Eppendorfgefall wird
dieses fiir 5 Minuten in ein Ultraschallbad bei 35 kHz, 1,2 A und 480 W (Sonorex Digitec
DT/102 H, Fa. Bandelin Electronic, Berlin) gestellt, anschlieBend gut gevortext und 2,8 pul der
homogenen Losung in ein neues Eppendorfgefall pipettiert. Nach Zugabe von 22,6 ul des
Lipid-Stocks (Metafectin / DOPE 1 : 2,03, Biontex Laboratories, Martinsried) wird die
Mischung erneut gevortext. In einem zweiten Eppendorfgefill werden 33,75 ul (entspricht 10
ug) der Anti-Luciferase-siRNA (bzw. 35,7 ul (10 pg) der Kontroll-siRNA in einem zweiten
Ansatz) mit 178,4 pl Microbubblepuffer (bzw. 176,4 ul im zweiten Ansatz) vorsichtig mit
einer Pipette gemischt und unter Auf- und Abpipettieren zu dem vorbereiteten
Magnetpartikel-Lipidgemisch gegeben. 12,5 pl eines in der Mikrowelle erwédrmten
Sojabohnendls (leichter zu pipettieren) wird in einem sialinisierten Glasflischchen (Supelco,
2 ml Clear Vial, Srew top, Polypropylene Hide Cap with PTFE/Red Rubber Septa, Sigma-
Aldrich GmbH, Taufkirchen) mit der soeben hergestellten Magnetpartikel-Lipid-siRNA-
Suspension vermischt und das Fldschchen verschlossen. AnschlieBend wird ca. 5 ml eines

Octafluorpropan-Gases (Chargennr. 1882, Linde Gas AG, Unterschleiheim) mittels einer
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Spritze mit aufgesetzter Kaniile durch den Gummistopfen im Deckel in das Flaschchen
eingebracht, wobei die Luft durch eine zweite Kaniile entweichen kann. Zum Schluss erfolgt
ein einminiitiger Schiittelvorgang bei 2500 RPM im Mini-beadbeater® (Fa. Biospec Products,
Inc., Bartlesville, USA).

Liasst man die derart hergestellte Suspension einige Minuten bei Raumtemperatur stehen, so
kann man eine braune Schichtbildung auf der Oberfliche einer fast farblosen Fliissigkeit
erkennen: Die magnetischen Microbubbles steigen aufgrund ihres Gasgehaltes auf.

Insgesamt enthalten diese Microbubbles 1 mg Magnetpartikel, 40 pg siRNA, 90,4 ul Lipid
und 50 pl Sojabohnendl pro 1 ml Magnetobubbleformulierung (s. Tab. 2 und 3).

Tab. 2: Zusammensetzung der anti-luc-siRNA-Microbubbles

Komponenten ul

fluid Mag-Tween 60 (90 mg/ml) 2,8
Lipid stock Biontex 22,6
Microbubble-Puffer 178,35
siRNA luc GL3 dupl (20uM) 33,75
Sojabohnendl 12,5
gesamt 250

Tab. 3: Zusammensetzung der Kontroll-siRNA-Microbubbles

Komponenten ul

fluid Mag-Tween 60 (90 mg/ml) 2,8
Lipid stock Biontex 22,6
Microbubble-Puffer 176,4
Control-siRNA (20 uM) 35,7
Sojabohnendl 12,5
gesamt 250
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Allen weiteren Experimenten liegen folgende Berechnungen zugrunde:

Das gewiinschte Stickstoff : Phosphat-Verhéltnis (N : P-Verhéltnis) betrdgt 3 : 1. Es ist das
molare Verhiltnis von Stickstoffatomen (positiv geladen) im Lipid-Stock zu den negativen
Ladungen der Phosphate der Nukleotide der siRNA. Der Lipid-Stock besteht aus 2,64 mg
Metafektene™ und 5,36 mg DOPE in 2 ml, die Konzentration positiver Ladung ist 4,224

mmol / 1.

Die negative Ladung (in mol) der gewiinschten siRNA Menge berechnet sich wie folgt:
Negative Ladung (mol) = Menge siRNA im Endvolumen (g)
Molekulargewicht siRNA (g/mol) x 42

Die positive Ladung (in mol) fiir das gewiinschte N : P-Verhiltnis (3 : 1) betrdgt dann:
Positive Ladung (mol) = Negative Ladung (mol) x 3

Das Endvolumen (in pl) der einzusetzenden siRNA erhilt man folgendermal3en:
siRNA (ul) = Menge siRNA im Endvolumen (ug)
Molekulargewicht siRNA (g/mol) x Konzentration siRNA stock (mol/l)

Das Endvolumen (in pl) des Lipid-Stocks berechnet sich folgendermaf3en:
Lipid-Stock (ul) = Positive Ladung fiir gewiinschtes N/P (mol) x 10°

Konzentration positiver Ladung in Lipid-Stock (mol/l)

Das Volumen an einzusetzenden Magnetpartikeln betragt:
FluidMAG-Tween60 (ul) = [Endvolumen Microbubbles (ul) : 1000] x 1000
Konzentration fluidMAG-Tween60 (mg/ml)

Das Endvolumen an Sojabohnendl (in ul) berechnet sich wie folgt:
Sojabohnendl (ul) = Endvolumen Microbubbles (ul) x gewiinschte Menge an Sojadl / ml
1000

Durch Subtraktion der Summe aller Komponenten (siRNA, Lipid-Stock, Magnetpartikel und
Sojabohnendl) von dem gewiinschten Endvolumen der Microbubbles berechnet sich das

Volumen (in pl) des Microbubble-Puffers.
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Transfektion in Zellkultur

Am Vortag werden zwei 96-Loch-Platten mit je 7000 B16F10 RV Luc P6+5 in 150 pl
DMEM Medium pro well ausgelegt. Eine Platte dient der Toxizitdtsbestimmung mittels
MTT-Test (s. 3.2.1.6), an der zweiten werden ein Luciferase- und Proteintest (s. 3.2.1.4 und
3.2.1.5) durchgefiihrt. Das gleiche Experiment wird zu einem spiteren Zeitpunkt wiederholt
und mit den Ergebnissen des ersten verglichen.

Je 250 pl der magnetischen Microbubbles (mit custom siRNA luc GL3 dupl bzw. control-
siRNA) werden wie oben beschrieben hergestellt. Jede Priparation enthélt jeweils 10 ug
siRNA in 250 pl. Davon werden je 120 pul mit 1080 pl Bubble-Puffer verdiinnt (1:10; 2
Ansitze fiir 2 Platten) und pro Ansatz die verschiedenen Verdiinnungsreihen mit DMEM
Medium in einem Eppendorfgefill hergestellt (insgesamt 20 Eppendorfgefdle mit je 2 x 5
Verdiinnungen der anti-luc- bzw. der Kontroll-siRNA-Microbubbles fiir 2 Platten). Folgende
Konzentrationen an siRNA pro well werden getestet: 60 nM, 40 nM, 20 nM, 8 nM und 4 nM.
Dabei wird von einem Volumen von 100 pl Transfektionslosung ausgegangen, das auf 150 pl
schon vorhandenen Medium auf den Zellen pippetiert wird, d. h. von einem Endvolumen von
250 pl im well. Die Herstellung der Verdiinnungen erfolgt fiir je 8 wells (800 ul) und damit
jeweils fiir Triplikate von Zellen, die mit bzw. ohne Ultraschall behandelt werden (200 pl
Rest).

Nach langsamen Auftropfen von 100 pl der Microbubble-Verdiinnungen (anti-luc-siRNA
bzw. Kontroll-siRNA) auf die einzelnen wells in Triplikaten, werden die beiden
Zellkulturplatten fiir 15 Minuten auf eine 96-Loch- Magnetplatte (s. 3.2.3.1) gestellt.
AnschlieBend werden - ohne Entfernen der Magnetplatte - jeweils 3 wells pro
Verdiinnungsstufe fiir je 30 Sekunden beschallt (2 Watt / cm?, 1 MHz, 50 % duty cycle),
indem die grofle Sonde des Ultraschallgerites (Sonitron® 2000, Fa. Richmar, USA) in das
obere Drittel eines jeden wells eingetaucht wird. Die restlichen Triplikate bleiben unbeschallt.
Nach Entfernen der Magnetplatte nach weiteren 15 Minuten wird das Medium abgesaugt und
die Zellen mit 150 pl frischem DMEM versorgt.

Nach 48 Stunden wird an einer Platte ein Luciferase-Test mit anschlieBendem Proteintest
durchgefiihrt. Dafiir wird das Medium abgesaugt, die Zellen 2 Mal mit je 100 ul PBS pro well
gewaschen, 100 ul Lysepuffer pro well zugegeben und nach 10 Minuten jeweils 50 ul des
Lysats in die Vertiefung einer Costar ® 96-Loch-Platte pippetiert. Nach Zugabe von je 100 pl
Luciferase-Substrat-Puffer wird die Platte wie unter 3.2.1.4 beschrieben am Lumineszenz-

messgerdt gemessen. Der Proteingehalt wird mit jeweils 5 ul der verbleibenden Zelllysate
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mittels Proteintest (s. 3.2.1.5) ermittelt und in Bezug zu den gemessenen Lumineszenzwerten
gesetzt.

Zur Einschitzung der Toxizitdt hoher siRNA-Konzentrationen bzw. Ultraschall auf die Zellen
wird die mitochondriale Aktivitdt an den Zellen der zweiten transfizierten Platte mittels MTT-

Test (s.3.2.1.6) nach ebenfalls 48 Stunden bestimmt.

3.2.3.3 Gelelektrophorese zur Stabilititsiiberpriifung der siRNA - in vitro Versuch VII

Am Ende der Herstellung von Magnetobubbles wird die Suspension eine Minute lang
geschiittelt (sieche 3.2.3.2). Sowohl dieser Vorgang als auch die Anwendung von
Ultraschallwellen in folgenden Versuchen darf die Stabilitdt und Funktion der eingebauten
siRNA nicht beeinflussen. Aus diesem Grund wird durch Gelelektrophorese native siRNA
und siRNA enthaltende Microbubbles ohne bzw. mit Beschallung jeweils mit und ohne 1%
SDS (Natriumdodecylsulfat) aufgetrennt und miteinander verglichen.

Dazu werden zwei Magnetobubbleproben (Herstellung s. 3.2.3.2) mit je 250 pl
Gesamtvolumen und mit jeweils 3,75 npg control-siRNA (D-001210-01, 20 pM, Fa.
Dharmacon Inc., Chicago, IL 60693, USA) hergestellt (Zusammensetzung s. Tab. 4). Eine der
Proben wird anschlieend mit Ultraschall behandelt (2 Watt / cm?, 1 MHz, 50 % duty cycle,
30 Sekunden). Die eingestellten Parameter entsprechen denen, die fiir die Zellkulturversuche
benutzt wurden (s. 3.2.3.2).

Fiir die Herstellung eines 1%igen TBE-Agarose-Gels (Trisborat) werden 0,06 g Agarose-
Pulver mit 60 ml TBE-Puffer gemischt und in der Mikrowelle bis zum Sieden erhitzt. Das
fliissige Gel wird in eine vorbereitete, RNAse freie (mit 2% Absolv und destilliertem Wasser
gewaschene) Elektrophorese-Kammer gegossen und 2,5 pl Ethidiumbromid mit einer Pipette
gleichmidBig in dem Gel verteilt. Nach 30 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur ist das Gel fest
und nach Auffiillen der Kammer mit TBE-Puffer anwendungsbereit.

Um vergleichbare Banden zu erhalten, werden immer die gleichen Mengen (0,3 pg) an
siRNA verwendet (siche Tab. 5). In die erste Geltasche wird nach Verdiinnung und Zugabe
von Ladungspuffer eine native siRNA pipettiert, die zweite Tasche enthélt siRNA und SDS
(Kontrolle). Die Taschen 3 bis 6 enthalten jeweils siRNA-Magnetobubbles (20 pul,
entsprechend 0,3 pg siRNA), wobei 3 und 4 ohne Ultraschallanwendung und 5 und 6 nach
Beschallung (Parameter siche oben) aufgetragen wurden. In den Taschen 4 und 6 befinden
sich zusitzlich 1% SDS um die Magnetobubbles zu zerstéren und die enthaltene siRNA
freizusetzen. Etwa 15 Minuten nach Start der Elektrophorese (80 V, 500 mA, 250 W) wird
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diese gestoppt und die nach GroB3e aufgetrennten siRNA Banden fotografiert (positiv-negativ-

Kontrast) und analysiert.

Tab. 4: Zusammensetzung der Kontroll-siRNA-Magnetobubbles

Komponenten ul

fluid Mag-Tween 60 (90 mg/ml) 2,8
Lipid stock Biontex 7,5
Microbubble-Puffer 214.8
Control-siRNA (20 uM) 12,5
Sojabohnendl 12,5
Gesamt 250

Tab. 5: Zusammensetzung der Elektrophorese-Proben

Gesamt
contr- menge | Ladungs- SDS Gesamt
Gel- siRNA bzw. | siRNA |puffer Wasser | (1%) volumen
tasche Substanz  |US |mb (ul) (ng) (ul) (ub (ub (ul)
contr-
1 siRNA - 1,0 0,3 4 19 0 24
contr-
siRNA
2 + SDS - 1,0 0,3 4 16 3 24
3 siRNA-mb |- 20 0,3 4 0 24
siRNA-mb
4 + SDS - 20 0,3 4 0 3 27
5 siRNA-mb |+ 20 0,3 4 0 0 24
siRNA-mb
6 +SDS + 20 0,3 4 0 3 27
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3.2.4 Anwendung des siRNA-Microbubble-Systems in vivo

3.2.4.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

In allen in vivo Versuchen dienen 9 bis 10 Wochen alte, weibliche Maéuse des
Inzuchtstammes C57BL/6, J-nRj, mit einem durchschnittlichen Korpergewicht von 20 g als
Versuchstiere (Bezug von Janvier, le Genest-St.-Isle, Frankreich).

Die Méuse leben gruppenweise in IVC-Typ-II-long-Kéfigen (Individual Ventilated Cages, Fa.
Tecniplast, Hohenpeiflenberg) mit einer maximalen Belegungsdichte von 5 Tieren pro Kéfig.
Den Tieren stehen tédglich frisches, angesduertes Wasser (Phoshorsdure, pH 2,6-2,8) aus
Nippeltranken und Haltungsfutterpellets (Fa. Stniff, Soest) ad libitum zur Verfiigung. Die
Haltung erfolgt auf entkeimten Naturfaser-Compound (Lignocel, Fa. J. Rettenmaier & Sohne,
Wilburgstetten), das einmal wochentlich gewechselt wird. Daneben dienen den Tieren
Nestlets aus reiner, sterilisierter Baumwollfaser (Fa. Plexx-Emsicon Jung, Vaterstetten) als
wiarmeddmmendes, nicht verdaubares Nestbaumaterial, welche die Luftzirkulation im Kifig
nicht blockieren. Die Kifige sind gemdll den Vorgaben der Versuchstierhaltung in einem
speziellen Tierhaltungsraum in der ZVH (Zentrale Versuchstierhaltung) am Klinikum der
Universitdt Miinchen, Standort Innenstadt untergebracht. In diesem Optimierten Hygiene-
Bereich (OHB) gelangt man nur mit einer speziellen Zutrittskarte durch ein Schleusensystem
unter Verwendung von Kopf-, Mundschutz, Bereichsschutzkleidung, weilen Uberziehsocken,
griinen Bereichsschuhen und mit alkoholischer Desinfektionslosung (Aseptoman®, Desomed-
Dr. Trippen GmbH, Freiburg) desinfizierte Dermatril®-Schutzhandschuhen. Im Raum
herrscht Uberdruck, jeder einzelne Kifig verfiigt iiber eine separate Zu- und Ablufteinheit
(siehe IVC). Die Raumtemperatur betragt durchschnittlich 22°C, bei einer Luftfeuchte von 60
bis 70 %. Die Beleuchtung erfolgt im jeweils 12 Stunden dauernden Hell-Dunkel-Rhythmus
mit einer Lichtintensitdt von 100 Lux. Auf die Eingewohnungszeit von mindestens einer

Woche nach Anlieferung wird streng geachtet.

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemél § 8 des Deutschen Tierschutzgesetzes in der Fassung
vom 18.05.2006 durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

Insgesamt werden 80 Mause im Versuch eingesetzt.
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3.2.4.2 Analyse des Tumorwachstums - in vivo Versuch I

Zur Bestimmung des Tumorwachstums werden jeweils 9 Miuse mit 1x10° bzw. 2x10°
B16F10 RV Luc i.v. injiziert. Einer Maus wird die hohere Dosis zur Kontrolle der Vitalitét
der Zellen subcutan appliziert. Nach 6, 14 und 21 Tagen (nach 26 Tagen bei der niedrigeren
Dosisgruppe) wird von ausgewdihlten Tieren mit dem Ivis™ 100 Imaging System (Xenogen
Corporation, California 94501, USA) Bilder erstellt, um den Verlauf des Tumorwachstums
am lebenden Tier festzuhalten. Von je 3 Méusen wird an oben genannten Zeitpunkten nach
Totung und Organentnahme die Tumoranzahl und -gréBe in der Lunge bestimmt und nach
Probenaufbereitung und Messung am Luminometer die Luciferasegehalte pro Gramm

Lungengewebe berechnet. Dabei wird wie folgt vorgegangen:

Intravendse Injektion der transduzierten Tumorzellen

Die Miuse werden nach Verbringen in einen geeigneten OHB-Raum der ZVH 10 Minuten
mit einer Rotlichtlampe bestrahlt, um den vasodilatatorischen Effekt fiir die folgende
Injektion auszunutzen. Zur Fixation der Maus kommt eine fixierte 50 ml Spritze ohne Kolben
zum Einsatz, in dessen Hinterseite von oben ein ca. 5 mm breiter Spalt gesédgt wurde, durch
den der Schwanz herausgelagert werden kann. Nach der Hautdesinfektion mit Cutasept® F
(Fa. Bode Chemie, Hamburg) erfolgt der Einstich im mittleren Schwanzdrittel in kranialer
Richtung mit einer 500 pl fassenden Insulinspritze (Micro-Fine, Fa. Becton Dickinson,
Heidelberg). Ohne vorherige Stauung der Schwanzvene und ohne Aspiration werden die
retroviral transduzierten B16F10-Melanomzellen der Passage 6+5 (B16F10 RV Luc) in

5 %iger Glucoselosung (Gesamtvolumen 200 pl) intravends injiziert. Nach Injektion wird die
Kaniile herausgezogen und die Injektionsstelle mittels eines Gazetupfers komprimiert. Fiir die
objektive Auswertung der Ergebnisse ist die streng intravendse Applikation notwendig.
Anschlieflend werden die Tiere noch bis zu zwei Stunden beobachtet, um im Fall einer

Storung des Allgemeinbefindens gegebenenfalls einzugreifen.

Vorbereitung der Tiere fiir das Real-Time-Imaging

Am Tag des Imagings wird das Luciferase-Substrat jeweils frisch hergestellt. Zur Sicherheit
erfolgt die Herstellung fiir 3 bis 4 zusétzliche Méuse pro Versuchsansatz. Pro Maus werden

3mg Luciferin (D-Luciferin freeacid 99%, Fa. Synchem Laborgemeinschaft OHG, Felsberg)
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zu 100 pl Aqua ad injectabilia (Fa. Delta Select GmbH, Pfullingen) gegeben und durch
tropfenweise Zugabe einer 5 molaren Natronlauge gelost, bis eine klare, gelbe Losung
entsteht. Der pH-Wert wird mittels NaOH bzw. HCl auf 7,4 eingestellt.

Die Miuse werden mit einer Kombination aus 0,5 mg/kg Medetomidin (Domitor, Pfizer
GmbH, Karlsruhe), 5 mg/kg Midazolam (Dormicum, Ratiopharm GmbH, Ulm) und 0,05
mg/kg Fentanyl (Fentanyl 25, Delta Select GmbH, Pfullingen) i.p. anésthesiert (50 ul/ Maus).
Um eine Abschwichung der Lichtemission bei der spéteren Messung zu vermeiden, wird den
Tieren das schwarze Fell iiber dem gesamten Thoraxbereich mittels Enthaarungscreme (Pilca,
Fa. Glaxo Smith Kline Consumer Healthcare, Biihl) entfernt. AnschlieBend werden jeder
Maus 100 pl des Luciferin-Substrates i1.p. injiziert und in Dorsallage unter die Kamera des
IVIS-Systems verbracht. Nach 10 Minuten Wartezeit erfolgt die Messung: Die Maus befindet
sich auf Ebene A (11 cm Abstand zwischen Kamera und Objekt), die Expositionszeit betrigt
5 Minuten, ein festgelegter Standardhintergrund ist eingegeben und die Bildauflosung
entspricht dem im Manual angegebenem Vorschlag fiir in vivo Messungen (binning =
middle).

Sind die Tiere nicht fiir eine Messung am Luminometer bestimmt, werden sie mit einer
Kombination von Antidota s.c. antagonisiert: 2,5 mg/kg Atipamezol (Antisedan, Pfizer
GmbH, Karlsruhe), 0,5 mg/kg Flumazenil (Anexate, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg)
und 1,2 mg/kg Naloxon (Narcanti, Delta Select GmbH, Pfullingen).

Zur Messung der RLU-Werte am Luminometer und anschlieBender Berechnung der

Luciferasegehalte pro Gramm Lungengewebe wird folgendermaflen vorgegangen:

Organentnahme und Probenaufbereitung

Nach cervikaler Dislokation wird die Bauchhohle durch einen medianen, praumbilical
beginnenden und bis zum Manubrium sterni reichenden Scherenschlag er6ffnet. Entlang der
letzten Rippen werden seitlich zwei Entlastungsschnitte durchgefiihrt. Durch das
Durchtrennen der Knochen-Knorpel-Grenze der Rippen wird die Brusthdhle eréffnet und das
Sternum nach cranial und oben geklappt. Um ein moglichst blutarmes Lungengewebe zu
erhalten (Hidmoglobin stort die sich anschlieBende Luciferase-Messung), werden die Miuse
perfundiert: Die freigelegte V. cava caudalis wird durchtrennt und in die rechte Herzkammer
mittels einer Kaniile (BD Microlance™ 23 G) solange 5 bis 10 ml einer Perfusionslosung

verbracht (1000 ml isotonische NaCl-Infusionslosung, Fa. Delta-Select GmbH, Pfullingen
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versetzt mit 25000 LE. Heparin-Na, Fa. ratiopharm® GmbH, Ulm/Donautal) bis sich die
Lunge deutlich entfarbt. Diese wird anschlieBend entnommen, in PBS-Puffer gewaschen und
jeweils in vorbereitete, beschriftete Homogenisierrohrchen (disposable / conical 2,0 ml screw
cap tube with cap, VWR scientific products, West Chester, USA) gegeben. Die Rohrchen
wurden zuvor mit Homogenisierkugeln (Zirkonia Beads, 2,4 mm Dia, Biospec Products, Inc.,
Bartlesville, USA) bis zur 0,3 ml Markierung gefiillt und je 500 pl Lysepuffer fiir
Tierversuche [10 ml 5 x Reporter Lysis Buffer (Promega Corporation, Madison, USA) + 40
ml dd H,O + 1 Tablette Protease-Inhibitor (Complete™, Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim)] zugegeben. Die eisgekiihlten Organproben werden im Mini-beadbeater® 2 x 20
Sekunden homogenisiert und anschlieBend bei 14000 Umdrehungen und 4°C 10 Minuten
zentrifugiert (Kiihlzentrifuge).

Luciferase-Test

Pro Rohrchen werden 50 ul aus dem Uberstand enthommen, in verschiedene Vertiefungen
einer Costar® 96-Loch-Platte pipettiert und jeweils 100 pl Luciferin-Substrat-Puffer
(Promega Luciferase Assay System, Fa. Promega Corporation, Madison, USA) zugegeben.
Die Messung der Lichtemission erfolgt unverziiglich am Luminometer unter den gleichen
Bedingungen wie in 3.2.1.4 beschrieben, mit der Ausnahme, dass fiir die Erstellung einer
Standardkurve in diesem Fall der Luciferin-Substrat-Puffer der Fa. Promega als

Rekonstititionspuffer dient.

3.2.4.3 Biodistributionsstudie mit '** Iod-markierten siRNA-Microbubbles — in vivo

Versuch I1

Um eine Verteilung der magnetischen Microbubbles bzw. der gebundenen siRNA im
Organismus verfolgen zu konnen, werden 50 pg einer siRNA ohne Zielsequenz (control-
siRNA, D-001210-01, 20 uM, Fa. Dharmacon Inc., Chicago, IL 60693, USA) radioaktiv mit
12510d markiert (gelabelt).

Die Markierung erfolgt in unserem Labor gemif der in der Literatur publizierten Methode
(140). Fiir die Markierung von 50 pg siRNA wird Natriumiodid (Hartmann Analytik GmbH,
Braunschweig) mit einer Radioaktivitit von 250 uCi eingesetzt. Nach Zugabe von 108,1 ul
unmarkierter siRNA zu 228,4 ul markierter siRNA werden Microbubbles wie unter 3.2.3.2

beschrieben hergestellt (s. Tab. 7). Insgesamt werden 16 Tiere mit einem Microbubble-



60 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Injektionsvolumen von je 125 pl und 20 pg siRNA pro Maus i.v. injiziert, was einer Aktivitét
von 500 000 CPM (counts per minute) pro Tier entspricht.
Folgende Behandlungsgruppen werden gebildet (s. Tab. 6):

Tabelle 6: Behandlungsprotokoll der Biodistributionsstudie

Injektionsvolumen | Menge an injizierter | Zusitzliche
Mausnr. Gruppe | (ul) siRNA (ng) Anwendungen
1 bis 4 1 125 20 keine
Magnetfeld
5 bis 8 2 125 20 (rechte Lunge)
9 bis 12 3 125 20 Ultraschall (rechte Lunge)
13bisl6 |4 125 20 Magnetfeld + Ultraschall

Nach intraperitonealer Allgemeinanisthesie (s.0.) werden die Méuse der Gruppen 2, 3 und 4
in Dorsallage verbracht und das Fell iiber dem Brustkorb fiir einen besseren Kontakt mit der
Ultraschallsonde entfernt. Nach Auftragen eines Kontaktgels (Ultraschallgel, TMP Tiishaus
Medical Produkte GmbH, Velen-Ramsdorf) liber dem rechten Brustkorb und Vorbereitung
der Ultraschalleinstellungen (6 x 6 mm Sonde, 4 W/cm?, 1 MHz, 100% duty cycle, 5 min)
werden die radioaktiv markierten Microbubbles in die laterale Schwanzvene injiziert und
ohne zeitliche Verzogerung der Ultraschall gestartet. Fiir die Anwendung des Magnetfeldes
(Gruppe 2 und 4) werden die narkotisierten Tiere innerhalb der Spule eines Elektromagneten
(Nicole II Magnet, B max 0.9 T, T. Wey, B. Gleich, TU Miinchen) fixiert, der ab dem
Injektionszeitpunkt mit 7 Volt und 5 Ampere fiir 10 Minuten betrieben wird und dessen
Polschuh tiber der rechten Thoraxhélfte platziert wird. Mause der Gruppe 1 erhalten nach i.v.
Injektion keine weitere Behandlung.

Nach 15 Minuten post injectionem werden alle Tiere mit einer Uberdosis Pentobarbital-
Natrium (Narkoren®, Merial GmbH, Halbergmoos) euthanasiert, die folgenden Gewebe bzw.
Korperteile entnommen und in zuvor abgewogene Szinitillationsréhrchen (20 ml Plastic vials,
Fa. Zinsser Analytic GmbH, Frankfurt) verteilt: rechte Lungenhélfte, linke Lungenhilfte,
Herz, 0,5 ml Blut (cardial entnommen), Leber, Milz, Magen-Darm-Trakt, Nieren,
Injektionsstelle (gesamter Schwanz), C1 (Kopfbereich nach Dekapitation), C2 (Thorax mit
VordergliedmaBen), und C3 (kaudaler Koérperbereich mit BeckengliedmalBen). Fiir die spétere
Auswertung in CPM/g Gewebe erfolgt die Messung der riickgewogenen Proben im y-Counter
(1480 Wizard™3, Fa. Wallac, Turku, Finnland).

In einem zweiten Versuchsansatz werden siRNA-Magnetobubbles, die anstatt der

herkommlichen 5 % nur 1 % Sojabohnendl enthalten (10 pl Sojabohnenél in 1000 pl
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Gesamtvolumen Microbubbles) in die Schwanzvene von 16 Méusen injiziert. Die siRNA-
Menge, das Injektionsvolumen, das Behandlungsschema und die Probenaufbereitung sind die

gleichen.

Tab. 7: Zusammensetzung der 51od markierten siRNA Microbubbles

Komponenten pl
Fluid Mag-Tween 60 (90 mg/ml) 11,1
Lipid stock Biontex 90,5
Microbubble-Puffer 512
markierte sSiRNA 228.4
unmarkierte sSIRNA 108,1
Sojabohnendl 50
Gesamt 1000

3.2.4.4 Histologie nach fluoreszenzmarkierter siRNA-Microbubble-Injektion

— in vivo Versuch III

Um eine qualitative Aussage liber die Verteilung und den Verbleib der siRNA-Microbubbles
in der Lunge treffen zu kdnnen, wird fiir die histologische Beurteilung fluoreszenzmarkierte
siRNA (custom si-RNA 1027020, Luc-GL3-Cy3, Zielsequenz AAC TTA CGC TGA GTA
CTT CGA, 20 uM, Qiagen GmbH, Hilden) in Microbubbles inkorperiert (Tab. 8).

2 Miuse werden 14 Tage nach Inokulation von 2x10° B16F10 RV Luc-Melanomzellen
anésthesiert und unter Magnetfeldeinfluss sowie Ultraschallapplikation (siehe unter 3.2.4.3)
mit je 200 ul markierter Bubblesuspension (20 pg siRNA-Cy3) i.v. injiziert. Die Injektion
und Narkose erfolgt wie bereits unter 3.2.4.2 beschrieben. Eine weitere Maus dient als
Negativkontrolle bzw. zur Erkennung einer physiologischen Lungenstruktur und wird aus
diesem Grund ohne vorherige Tumorinokulation mit Kontroll-siRNA beladenen Standard-
Microbubbles (20 pg control-siRNA, D-001210-01, 20 uM, Fa. Dharmacon Inc., Chicago, IL
60693, USA, s. Tab. 3 unter 3.2.3.2) injiziert. Alle drei Tiere werden nach 60 Minuten
euthanasiert und jeweils eine Hélfte der Organe (Lunge, Leber, Milz, Nieren, Herz,
Injektionsstelle) in 2,5 ml fassende Probenbehélter (Dose 32 x 14 mm PE mit Deckel,
Schubert & Weiss Omnilab GmbH & Co. KG, Miinchen) gebettet , die bereits zu zwei Drittel

mit Einfriermedium (Tissue Freezing Medium™, Sakura Finetek Germany GmbH,
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Heppenheim) gefiillt sind. Nach vollstindiger Uberschichtung der Gewebe mit dem
Einbettmedium werden die Proben sofort auf Trockeneis gestellt und anschlieBend bei -20 °C
tiefgefroren. Nach vollendeter Konservierung werden ebenfalls bei -20 °C Kryoschnitte von
durchschnittlich 10 um angefertigt. Die Schnitte sind weiterhin bei -20 °C lichtgeschiitzt zu
lagern, um ein zu schnelles Ausbleichen der Fluoreszenz zu vermeiden.

Mit den anderen Organhilften wird nach Fixierung in 6 % Formalin und Einbettung der

Schnitte Farbungen nach Hamatoxylin-Eosin und Berliner Blau (Eisenfarbung) durchgefiihrt.

Tab. 8: Zusammensetzung der fluoreszenzmarkierten siRNA-Microbubbles

Komponenten pl

fluid Mag-Tween 60 (90 mg/ml) 11,1
Lipid stock Biontex 191,5
Microbubble-Puffer 426,4
siRNA luc GL3-Cy3 (20 uM) 321
Sojabohnendl 50
gesamt 1000

3.2.4.5 Transmissions-Elektronenmikroskopie der murinen Lunge behandelt mit

siRNA-Magnetobubbles — in vivo Versuch IV

Zum Zweck einer exakteren optischen Beurteilung, wo genau innerhalb des Lungengewebes
und in welchem Zustand der mit Nukleinsdure beladene Genvektor deponiert, wird zeitgleich
eine gesunde Maus anisthesiert und unter Magnetfeldeinfluss und Ultraschallapplikation
(sieche unter 3.2.4.3) 200 pul der gleichen fluoreszenzmarkierten siRNA-
Magnetobubblesuspension (entsprechend 20 pug siRNA-Cy3) wie im Histologieversuch
(Komposition siche Tab. 8 unter 3.2.4.4) i.v. injiziert. Narkose und Injektion erfolgen wie
unter 3.2.4.2 beschrieben. Nach 15 Minuten wird die Lunge durch tracheale Instillation von 3
%igem Glutaraldehyd in situ fixiert, anschlieBend entnommen und weiter iiber 48 h in 3
%igem Glutaraldehyd gelagert. Die weitere Verarbeitung, bestehend aus Nachfixierung,
Entwisserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe, Einbettung in Epon und Anfertigung der
Schnitte erfolgt freundlicherweise durch Fr. Jennen am Institut fiir Pathologie, Deutsches

Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt (GmbH), Miinchen, nach -etablierten
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Standardprotokoll. Aus den polymerisierten Eponproben werden zunéchst fiir eine bessere
Ubersicht mit dem Ultramikrotom Ultracut E (Fa. Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar) Semidiinnschnitte (ca. 1 pm dick) hergestellt und mit Toluidinblau gefarbt.
Mikroskopiert wird am Lichtmikroskop Gerdtetyp DM R (Fa. Leica, Wetzlar). Geeignete
Magnetobubbles enthaltende Lungenschnitte werden anschlieBend zur besseren
Charakterisierung mit Berliner Blau nachgefarbt (Eisenfarbung).

Fir elektronenmikroskopische ~Aufnahmen werden anhand der Semidiinnschnitte
charakteristische Eponblocke ausgewihlt und ca. 70 bis 80 nm dicke Ultradiinnschnitte
angefertigt. Diese werden auf Kupfer-Grids (Plano GmbH, Wetzlar) aufgezogen und mit
0,5% wiassrigem Uranylacetat und 0,3 % waéssrigem Bleicitrat kontrastiert. Die Auswertung

erfolgt am Transmissions-Elektronenmikroskop Modell EM 10 CR (Fa. Zeiss, Jena).

3.2.4.6 Intravenose Applikation von siRNA-Microbubbles am Tag 12 des

Tumorwachstums — in vivo Versuch V

Fiir die Beurteilung der Funktionalitit des siRNA-Microbubble-Systems werden 18 Mause
wie unter 3.2.4.2 beschrieben mit 2x10° BI6F10 RV Luc-Melanomzellen i.v. injiziert. Am
Tag 12 post injectionem werden von allen Tieren zundchst Lumineszenz-Aufnahmen der
Lungen im Imaging-System erstellt. Die Vorbereitung der Miuse entspricht der im bereits

beschriebenen in vivo Versuch 1. Die Einteilung erfolgt in 3 Gruppen (s. Tab. 9).

Tab. 9: Versuchsplan des in vivo Versuchs V

Anzahl der zusétzliche
Gruppe Tiere verwendete siRNA (20 pg/Maus) | Anwendungen
1 6 custom siRNA luc GL 3 duplex | Magnetfeld + Ultraschall
2 6 GFP-22 siRNA (Kontrolle) Magnetfeld + Ultraschall
3 6 keine keine

6 Mause (Gruppe 1) erhalten 200 pl Microbubbles der Standardpréparation (s. 3.2.3.2: Tab. 2)
mit je 20 pg gegen Luciferase kodierende siRNA i.v. (custom siRNA luc GL3 dupl,
Zielsequenz AAC TTA CGC TGA GTA CTT CGA, 20 uM, Qiagen GmbH, Hilden), 6 Tiere
werden mit Kontroll-siRNA-Microbubbles (GFP-22 siRNA, Zielsequenz CGG CAA GCT
GAC CCT GAA GTT CAT, 20uM, Qiagen GmbH, Hilden; 20ug/Maus) behandelt (Gruppe
2; zwei Méuse sterben nach der Injektion), wihrend 6 Tiere unbehandelt bleiben (Gruppe 3).

Bei den Tieren der ersten beiden Gruppen kommt direkt nach der Microbubbleinjektion
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Ultraschall iiber der rechten Lunge mit den gleichen Parametern wie in der
Biodistributionsstudie (s. 3.2.4.3) zur Anwendung. AuBlerdem wird bei letztgenannten
Gruppen wegen Transportschwierigkeiten und Hygienevorschriften der ZVH anstatt des
Elektromagneten folgende Permanentmagnet-Anordnung fiir 10 Minuten je Tier verwendet (s.
Abb. 6):

Am Ende eines stabformigen Aluminium-Nickel-Cobalt Magnetkernes (A2012, 20 x 120 mm,
Remanenz: 1120 mT) sind 2 Eisen-Bor-Neodym-Rundmagnete (Neo Delta Typ NE205, 20 x
5 mm, Remanenz: 1080 mT - 1120 mT) angebracht, an denen wiederum 2 weitere, ldngere
Eisen-Bor-Neodym-Rundmagnete (Typ NE105,10x 10 mm, Remanenz: 1080 mT - 1120 mT)
befestigt sind.

Abb. 6: Permanentmagnet-Anordnung fiir den in vivo Versuch V

| oo

Im Anschluss an die ,,Behandlung® erfolgt die Antidotgabe. Nach 2 Tagen werden nach

cervikaler Dislokation Lunge und Herz entnommen. Die Probenaufbereitung und

Lumineszenzmessung am Photometer erfolgt wie unter 3.2.4.2 beschrieben.

3.2.4.7 Intravenose Applikation von siRNA-Microbubbles in transgene, Luciferase

exprimierende Miuse - in vivo Versuch VI

Ein weiterer Versuch der kliren soll, ob Magnetobubbletechnologie grundsétzlich in der Lage
ist, siRNA funktionell in der Lunge oder in einem anderen Organ nach systemischer
Anwendung zu deponieren, findet an 8 Wochen alten, transgenen, stabil Luciferase
exprimierenden Maéusen statt (E14 NF-kB-Luciferase-Reporter Miuse, Bezug von AG
Culmsee, Departement Pharmazie, LMU, Miinchen). Diese Tiere weisen
Luciferaseexpression in allen Organen auf.

Zu diesem Zweck wird eine Gruppe von 4 Tieren nach Allgemeinanisthesie (s.0.) mit je

200 ul Microbubbles der Standardpréparation (s. 3.2.3.2: Tab. 2 und 3) und entsprechend
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20 ng gegen Luciferase kodierende siRNA (custom siRNA luc GL3 dupl, Zielsequenz AAC
TTA CGC TGA GTA CTT CGA, 20uM, Qiagen GmbH, Hilden) intravends injiziert. Die
Kontrollgruppe, bestehend aus ebenfalls 4 Méusen erhélt 200 pl Microbubbles mit je 20 pg
Kontroll-siRNA pro Tier (control-siRNA, D-001210-01, 20uM, Fa. Dharmacon Inc.,
Chicago, IL 60693, USA) i.v.. Beide Versuchstiergruppen (s. Tab. 10) werden wéhrend der
Injektion und anschlieBend fiir 10 Minuten einem Magnetfeld des unter 3.2.4.3 genannten
Elektromagneten (bei 7 Volt und 5 Ampere; Hauptausrichtung tliber rechter Thoraxhélfte)
ausgesetzt. Zusétzlich werden alle Méuse iiber dem enthaarten rechten Brustkorb 10 Minuten
beschallt (4 Watt / cm?, 1 MHz, 100% duty cycle). Nach Antagonisierung der Narkose
verbleiben die Tiere fiir 48 Stunden im Kaéfig. AnschlieBend werden nach cervikaler
Dislokation folgende Organe aller Tiere entnommen: Herz, rechter und linker Lungenfliigel,
Leber, Milz, rechte und linke Niere, Injektionsstelle (Schwanzteil, in den die Injektion
erfolgte). Die Probenaufbereitung, Messung der Lumineszenz und die Umrechnung der
Ergebnisse in ng Luciferase pro Gramm Gewebe erfolgt nach der unter 3.2.4.2 beschriebenen

Methode.

Tab. 10: Versuchsplan des in vivo Versuchs VI

Anzahl der | verwendete si-RNA zusitzliche
Gruppe Tiere (20 pg/Maus) Anwendungen
1 4 custom siRNA luc GL 3 duplex | Magnetfeld + Ultraschall
2 4 control-siRNA, D-001210-01 Magnetfeld + Ultraschall
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3.3 Datenauswertung und Dokumentation

Einzelwerte, Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) des Datenmaterials werden
je Versuch tabellarisch aufgefiihrt. Die Mittelwerte der in vitro und in vivo Versuche werden
graphisch in einem Séulendiagramm dargestellt, wobei bei den Ergebnissen des
Tumorwachstums (s. Abb. 23) die logarithmische Skalierung gewihlt wurde. Die
entsprechenden Standardabweichungen sind ebenfalls in den Diagrammen enthalten.

Das Allgemeinbefinden der Tiere in allen Versuchen ist ungestort, sofern nicht im Speziellen

darauf verwiesen wird.

3.3.1 Ergebnisse des in vitro Versuches I: Abhingigkeit der Genexpression von der

Konfluenz

Um evaluieren zu konnen, welchen Einfluss die Konfluenz der viral transduzierten Zellen auf
die Expression der Luciferase hat, werden retroviral transduzierte B16F10-Melanomzellen der
Passage 6+5 unter standardisierten Bedingungen kultiviert und zu verschiedenen Zeitpunkten
(nach der 5., 8., 10., 11., 13. und 14. Passage) der Luciferase- und Proteingehalt von
Zellproben in Triplikaten bestimmt. Das Zeitintervall betrdgt 2 bzw. 5 Tage, nach denen die
Zellen jeweils 1: 10 gesplittet werden.

Bei Splitten der Zellen alle 2 Tage im Verhéltnis 1:10 (entspricht einer Zellkonfluenz von ca.
70 %) sind die ermittelten Genexpressionswerte konstant hoch, bei gleichzeitig niedrigen
Standardabweichungen (siche Abb. 7 und Tab. 11). Werden hingegen die transduzierten
Zellen 5 Tage lang nicht gesplittet ist eine deutliche Abnahme der Genexpressionswerte zu
erkennen (ca. 24-fach von Passage 6+8 zu P 6+10 bzw. ca. 10-fach von P 6+11 zu 6+13). Zu
diesen Zeitpunkten sind die Zellen zu 100 % konfluent und es befinden sich viele abgeldste
Zellen im Medium. Werden die Zellen nach diesem groBen Zeitintervall (5 Tage) wieder
schon nach 2 Tagen, und damit zu ihrer optimalen Populationsdichte gesplittet, erholen sich
die Genexpressionswerte der folgenden Zellpassage, jedoch ohne ihren hohen Ausgangswert

zu erreichen. Dies betrifft besonders Zellen hoherer Passagezahl (sieche P6+14 in Abb. 7).
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Abb. 7: Darstellung der Genexpression des Reportergens Luciferase in retroviral

transduzierten Melanomzellen in Abhéngigkeit vom Splittingintervall

Uberprifung der Stabilitat der transduzierten Zellen
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Tab. 11: Quantitative Genexpression der retroviral transduzierten Zellen zu

unterschiedlichen Passagezeiten

Tage nach letztem
Zellpassage Split ng Luciferase / mg Protein MW SD
6+5 2 53,81 57,23 54,46| 55,17| 1,81
6+8 2 67,56 65,02 65,98| 66,18| 1,28
6+10 5 2,71 2,65 2,718 2,70 0,04
6+11 2 63,46 62,42 65,99 63,96 1,83
6+13 5 6,22 5,92 6,30 6,15 0,20
6+14 2 54,35 45,61 46,40 48,79 4,83

MW = Mittelwert
SD = Standardabweichung
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3.3.2 Ergebnisse des in vitro Versuches II: Uberpriifung der Expressionsstabilitit von

retroviral und lentiviral transduzierten Melanomzellen

Da fiir folgende Zellkultur- und in vivo Versuche stabil transduzierte B16F10-Melanomzellen
mit moglichst hoher Luciferaseexpression notwendig sind, werden von beiden viral
transduzierten (retroviral und lentiviral) Zellen bei jeder Passage Triplikate von 25 000 Zellen
entnommen (beginnend mit Passage 6+2 (retroviral) bzw. Passage 7+3 (lentiviral)) und im
Luminometer (Luciferasetest s. 3.2.1.4) die Lichtintensitdt (in RLU = relative light units) des,
durch das Enzym Luciferase umgesetzten Substrates, gemessen.

Die retroviral transduzierten Zellen weisen direkt nach der Transduktion ca. 3,5-fach hohere
Genexpressionswerte auf (ca. 7 Mio RLU / 25 000 Zellen), als die lentiviral transduzierten
Melanomzellen (ca. 2 Mio RLU / 25 000 Zellen) zu Beginn der Messungen (s. Abb. 8 und 9
bzw. Tab. 12 und 13). Die Luciferasewerte beider Zelllinien fallen innerhalb der ersten 3
Zellpassagen um ihr 4-faches (retroviral transduzierte Zellen) bzw. ca. 2-faches (lentiviral
transduzierte Zellen) ab. Trotz groBBerem Abfall der RLU-Werte der retroviral transduzierten
Melanomzellen innerhalb der ersten Woche, weisen diese 2 Wochen nach Beginn der
Untersuchungen und nach 6 Passagen, ca. 2-fach hohere Expressionswerte (ca. 2 Mio RLU)
auf, im Vergleich zu den lentiviral transduzierten Zellen (ca. 700 000 RLU). Ab der dritten
Zellpassage beider Zelllinien, und damit einem Zeitraum von ca. einer Woche, ist eine
Stabilisierung der im Luminometer gemessenen RLU-Werten zu erkennen. Diese bleiben bei

relativ geringen Standardabweichungen auf einem konstanten Niveau.

Abb. 8: Darstellung der Genexpression der retroviral transduzierten Melanomzellen im

zeitlichem Verlauf

Genexpression B16F10 RV Luc

RLU/ 25000 Zellen

RLU = relative light units
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Tab. 12: Genexpression der retroviral transduzierten Melanomzellen zu den

verschiedenen Passagezeiten

Zellpassage RLU /25 000 Zellen MW SD
P6+2 7112185 7505875 6866230 7161430 322653
P6+3 5283925 5797080 5557490 5546165 256765
P6+4 2837990 3231120 3286120 3118410 244403
P6+5 3434915 2945490 2979695 3120033 273231
P6+6 2027510 2448445 2301445 2259133 213634
P6+7 2418065 2183315 2097435 2232938 165975

MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung

Abb. 9: Darstellung der Genexpression der lentiviral transduzierten Melanomzellen im

zeitlichem Verlauf
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Tab. 13: Genexpression der lentiviral transduzierten Melanomzellen zu den
verschiedenen Passagezeiten
Zellpassage RLU /25 000 Zellen MW SD
P7+3 2051210 1370570 2190855 1710890 481285
P7+4 1089360 1003515 979445 1046438 60702
P7+5 1041760 764655 836325 903208 195943
P7+6 450025 460910 704705 455468 7697
P7+7 175415 707645 843335 441530 376343
P7+8 585600 524705 546880 555153 43059

MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung
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3.3.3 Ergebnisse des in vitro Versuches I1I: Bestimmung der Zellmortalitit in PBS nach

Ablosung durch Trypsin bzw. Citric Saline

Werden die abgelosten und in PBS resuspendierten Zellen sofort auf Eis verbracht, betrdgt die
Zellmortalitét fiir Zellen, die mit Trypsin abgelost wurden, zwischen 2, 27 % (nach 1 Stunde)
und 4,76 % (nach 3 Stunden) (s. Abb. 10 und Tab. 14) und damit deutlich weniger als bei den
trypsinisierten Zellen, die bei Raumtemperatur stehen gelassen wurden: 8,73 % Zellmortalitét
nach 1 Stunde bzw. 11,74 % nach 3 Stunden (s. Abb. 11 und Tab. 15). Betrachtet man die
Werte der mit 1 % Citric Saline abgelosten Zellen, so ist auch hier eine deutliche Zunahme
der Zellmortalitdt zu erkennen, wenn diese nach dem Ablosen bei Raumtemperatur, anstatt
auf Eis verbleiben.

Der absolute Hochstwert der Zellmortalitit kann nach Ablésen mit Citric Saline und
anschlieBendem Verbleiben der Zellen fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur festgestellt werden:

Uber 28 % der Zellen sind zu diesem Zeitpunkt nicht mehr vital (siche Abb. 11 und Tab. 15).

Abb. 10: Darstellung der Mortalitit von retroviral transduzierten Melanomzellen in
PBS nach Ablosung durch Trypsin bzw. 1% Citric Saline im zeitlichen Verlauf
(Zellen auf Eis)

Zellmortalitat in Abhangigkeit des Abléseagens (auf Eis)
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Tab. 14: Ergebnisse der Abloseversuche durch Trypsin bzw. Citric Saline mit

Bestimmung der Zellmortalitit in PBS; Zellen auf Eis

Zellzahl x10* / ml

Zeit Einzelwerte MW Einzelwerte |MW| %

(min) Abldsereagenz Lebende Lebende Tote Tote | Tote
1 Trypsin 44| 48| 46 46 1 1 1 12,12
1 1 %Citric Saline 40| 43| 41 41 5 6 5 5(10,77
60 Trypsin 41 48| 40 43 1 1 0 1(2,27
60 1 %Citric Saline 38 40| 42 40/ 9 5 8 7(11,89
120 Trypsin 60| 64| 57 60| 3 2 3 314,76
120 1 %Citric Saline 41 39 40 40/ 6] 5 7 6[13,74
180 Trypsin 60| 61 58 60| 2| 3 3 314,76
180 1 %Citric Saline 40| 42| 43 42| 5 5 7 612,50

MW = Mittelwert

Bei den auf Eis aufbewahrten Zellen unterscheiden sich die Mortalitdtsraten der durch die
beiden Reagenzien abgeldsten Zellen signifikant voneinander: Deutlich bessere Ergebnisse,
im Sinne einer groferen Menge an vitalen Zellen, befinden sich unter den mit Trypsin
abgeldsten Zellen. Des Weiteren steigt die Mortalitdtsrate von dem Zeitpunkt 120 Minuten
zum Zeitpunkt 180 Minuten nach dem Ablosen der Zellen, innerhalb der jeweiligen Gruppen

nicht weiter an. Dies gilt auch fiir die bei Raumtemperatur aufbewahrten Zellen.

Abb. 11: Darstellung der Mortalitit von retroviral transduzierten Melanomzellen in
PBS nach Ablosung durch Trypsin bzw. 1% Citric Saline im zeitlichen Verlauf

(Zellen bei Raumtemperatur)

Zellmortalitat in Abhangigkeit des Abloseagens (bei Raumtemperatur)
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Tab. 15: Ergebnisse der Abloseversuche durch Trypsin bzw. Citric Saline mit

Bestimmung der Zellmortalitit in PBS; Zellen bei Raumtemperatur

Zellzahl x10* / ml

Zeit Einzelwerte MW Einzelwerte | MW | %

(min) Ablosereagenz Lebende Lebende Tote Tote | Tote
1 Trypsin 44 48 46 46 1 1 1 1| 2,12
1 1 %Citric Saline 40 43 41 41 5 6 5 5] 10,76
60 Trypsin 63 55 47 55 6 5 4 5] 8,73
60 1 %Citric Saline 39 40 38 39| 10 9| 12 10| 20,11
120 Trypsin 45 46 49 46 5 5 7 6| 11,74
120 1 %Citric Saline 39 30 36 351 10] 19| 12 14| 28,77
180 Trypsin 46 48 45 46 6 5 7 6| 11,74
180 1 %Citric Saline 35 36 30 33] 12] 11] 13 12| 26,76

MW = Mittelwert

3.3.4 Ergebnisse des in vitro Versuches I'V: Vergleich von Isotonischer Kochsalz-,

5% Glucose-Losung und PBS als geeignete Suspensionslosungen

Ziel des letzten in vitro Vorversuches ist das Finden einer geeigneten Suspensionslosung fiir

retroviral transduzierte Melanomzellen, die es ermdglicht, zu injizierende Zellen moglichst

ohne groBe Verluste bis zu 2 Stunden zu transportieren bzw. aufzubewahren. Dazu werden

gewaschene transduzierte Melanomzellen (B16F10 RV Luc P 6+3) in drei verschiedenen

Suspensionslosungen resuspendiert, auf Eis gestellt und jeweils stiindlich nach Trypanblau-

Féarbung die Zellmortalitit berechnet (s. Tab.16).

Tab.16: Ergebnisse der Mortalititsstudien von retroviral transduzierten Melanomzellen

in verschiedenen Suspensionslosungen und im zeitlichen Verlauf

Zellzahl x10* / ml
Zeit Einzelwerte| MW | Einzelwerte | MW
(Stunden) | Suspensionslosung | Lebende |Lebende Tote Tote | % Tote
1 5 % Glucose 45| 38| 44 421 3] 1] 1 2 4,74
1 0,9 % NaCl 32| 33| 31 321 4] 3] 3 3 8,77
1 PBS 58| 37| 44 46| 71 7| 9 8| 14,71
2 5 % Glucose 54| 44| 44 4711 1| 3 2 4,78
2 0,9 % NaCl 40| 33| 31 351 4] 3] 3 3 7,79
2 PBS 35| 40| 36 37071 6| 7 71 15,71
3 5 % Glucose 55| 44| 47 491 2| 1| 3 2 3,72
3 0,9 % NaCl 29| 36| 27 311 4] 4] 3 4| 11,12
3 PBS 43| 37| 41 40| 6| 6] 10 7| 11,89

MW = Mittelwert
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Wie aus Abb. 12 ersichtlich, befinden sich unter den in 5 %iger Glucose resuspendierten
Melanomzellen die geringsten Zellverluste: Die Mortalitdt betrdgt hier nach 1 Stunde im
Mittel nur ca. 5 %. Ein dhnliches Ergebnis erhélt man nach 3 Stunden Verweildauer (ca. 4 %).
Doppelt bis 3-fach hohere Zellverluste dagegen zeigen sich unter den Zellen, die sich in
physiologischer Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) befinden. Auch hier sind die Schwankungen
der Mittelwerte innerhalb der 3 Stunden gering (s. Abb. 12 und Tab. 16). Die eindeutig
ungeeignetste Suspensionsldsung ist, mit bis zu 15,71 % Zellmortalitit, die PBS-Losung. Das
bedeutet mit anderen Worten, dass nach 2 Stunden nur ca. 84 % vitale Zellen {ibrig sind. Ein
weiteres Mal zeigt sich, dass bereits nach einer Stunde Zellverluste auftreten, deren Wert

innerhalb der néchsten 2 Stunden nur minimal ansteigt bzw. abfallt (15,71 % bzw. 11,89 %).

Abb. 12: Vergleich der Mortalitit von retroviral transduzierten Melanomzellen in

verschiedenen Suspensionslosungen und im zeitlichen Verlauf
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3.3.5 Ergebnisse der Regulierung der Genexpression mittels siRNA in vitro

3.3.5.1 Ergebnisse des in vitro Versuches V- Magnetofektion von B16F10 RV Luc

Ziel folgenden Versuches ist die Beantwortung der Frage, ob eine Herunterregulierung der
Expression des Gens kodierend fir das Enzym Luciferase in den transduzierten
Melanomzellen gelingt. Dies wird zundchst mittels spezifischer siRNA (Anti-Luciferase
siRNA, in 8 verschiedenen Konzentrationen) komplexiert jeweils mit einem von 3
verschiedenen superparamagnetischen Eisenpartikeln und der Magnetofektions-Methode

tiberpriift.
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Die visuelle Uberpriifung der Zellen unter dem Mikroskop ergibt eine deutliche
Morphologiednderung und Zunahme der Zellmortalitit bei ansteigender siRNA-
Konzentration: Bis zu einer siRNA-Konzentration von 25 nM pro well erscheinen die
behandelten Melanomzellen vital.
Wie aus den Abbildungen 13 bis 15 ersichtlich, ist die Expression des Reportergens nach
siRNA-Transfektion einerseits zeitabhingig, andererseits abhéngig von der Konzentration der
eingesetzten siRNA-Menge. Die grofitmogliche Herunterregulierung der Genexpression ldsst
sich 24 Stunden nach der siRNA-Transfektion feststellen (s. Tab. 17). Dabei zeigen Zellen,
die mit Transfektionskomplexen behandelt wurden, die S9-Magnetpartikel enthalten, die
grofite Abnahme der Luciferaseexpression: Die Enzymexpression betrdgt zwischen 62 % und
15 %, je nach eingesetzter siRNA-Menge (1,56 bzw. 25 nM). Wihrend Zellen, die mit
PolyMag-siRNA-Komplexen behandelt wurden, 24 Stunden nach Transfektion 27 %
Luciferase Expression zeigen (bei einer siRNA Konzentration von 25 nM), sind S30-
Komplexe bei gleicher siRNA Konzentration weniger wirksam: Hier betrdgt die
Genexpression 37 % (s. Tab. 17).
Auffillig ist, dass die mit S9-Partikeln komplexierte Kontroll-siRNA, besonders in hoheren
Konzentrationen, ebenfalls die Genexpression herabsetzt: Besonders deutlich ist die Abnahme
der Genexpression 48 und 72 Stunden nach Transfektion (s. Abb. 14 und 15 bzw. Tab. 18 und
19).
Abb. 13: Darstellung der Luciferaseexpression in BI6F10 RV Luc-Zellen (P22+5) 24 h
nach siRNA-Magnetofektion bezogen auf die Expression stabil Reportergen
exprimierender Zellen (,,unbehandelt*) und in Abhéingigkeit der siRNA-

Konzentration
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Tab. 17: Luciferaseexpression der B16F10 RV Luc-Zellen (P22+5) in % 24 h nach
siRNA-Magnetofektion

% Luciferase Expression

¢ siRNA PolyMag-anti
(nM) S9-anti LUC S30-anti LUC LUC S9-control
MW SD MW SD MW SD MW SD
200,00 0,69 0,45 1,09 0,47 1,83 0,09 23,28 3,34
100,00 1,80 0,98 0,70 0,63 5,05 0,59 39,61 2,91
50,00 4,77 1,14 9,09 1,18 10,17 1,80 70,54 24,89

25,00 15,07 4,69 37,13 5,26 27,54 4,67 85,39 23,48
12,50 18,09 6,28 56,43 2,87 38,97 0,27 66,62 35,48
6,25 33,17 7,81 72,57 6,02 38,77 5,02 93,26 8,62
3,13 48,95 3,42 75,37 8,59 55,67 3,59 100,02 3,82
1,56 62,29 8,93 79,26 4,11 64,60 475 101,99 3,54

¢ siRNA = Konzentration der siRNA

S9- bzw. S30- bzw. PolyMag-anti LUC = Komplexe aus Eisenoxidnanopartikeln (S9 / S30 /
PolyMag) und Anti-Luciferase siRNA

S9-control = Komplexe aus Eisenoxidnanopartikeln (S9) und Kontroll-siRNA
MW = Mittelwert
SD = Standardabweichung

Abb. 14: Darstellung der Luciferaseexpression in B16F10 RV Luc Zellen (P22+5) 48 h
nach siRNA-Magnetofektion bezogen auf die Expression unbehandelter Zellen

und in Abhiingigkeit der siRNA-Konzentration
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Tab. 18: Luciferaseexpression der B16F10 RV Luc-Zellen (P22+5) in % 48h nach
siRNA-Magnetofektion

% Luciferase Expression

c siRNA PolyMag-anti
(nM) S9-anti LUC S30-anti LUC LUC S9-control
MW SD MW SD MW SD MW SD

200,00 1,75 0,53 1,46 0,37 3,88 1,00 15,81 6,20
100,00 3,70 1,51 1,18 0,21 11,19 0,83 33,35 7,87
50,00 9,33 1,77 15,74 2,85 20,02 4,11 50,96 20,71
25,00 24,98 7,30 39,71 5,05 46,69 5,04 62,37 18,94
12,50 27,01 9,80 59,43 11,91 60,95 9,64 52,11 9,40
6,25 57,46 11,07 80,34 12,43 63,26 5,66 74,51 7,80

3,13 64,12 3,65 74,77 10,35 72,01 3,52 85,72 14,11

1,56 71,96 15,51 94,57 6,71 81,87 10,02 110,73 2,44

¢ siRNA = Konzentration der siRNA

S9- bzw. S30- bzw. PolyMag-anti LUC = Komplexe aus Eisenoxidnanopartikeln (S9 / S30 /
PolyMag) und Anti-Luciferase siRNA

S9-control = Komplexe aus Eisenoxidnanopartikeln (S9) und Kontroll-siRNA
MW = Mittelwert
SD = Standardabweichung

72 Stunden nach siRNA-Transfektion steigen die Genexpressionswerte von allen behandelten
Zellen wieder an. Die Herunterregulierung der Luciferaseexpression ist reversibel (s. Abb.
15).

Bei einer eingesetzten siRNA-Konzentration von 25 nM zeigen die Zellen, welche mit S9-
Komplexen inkubiert wurden, die geringste Genexpression bzw. die hochste
Herunterregulation. Ab einer Konzentration von 6,25 nM siRNA und weniger, sind keine
grolen Unterschiede in der Luciferaseexpression zwischen den verschieden behandelten
Zellen detektierbar (s. Tab. 19). Die Luciferaseexpression der Zellen, die mit den
verschiedenen Magnetpartikel-siRNA-Komplexen behandelt wurden, ist in dem genannten
siRNA-Konzentrationsbereich vergleichbar hoch mit der Luciferase Expression der mit S9-

Kontroll-siRNA behandelten Zellen (s. Tab. 19 und Abb. 15).
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Abb. 15: Darstellung der Luciferaseexpression in B16F10 RV Luc-Zellen (P22+5) 72 h
nach siRNA-Magnetofektion bezogen auf die Expression unbehandelter Zellen
und in Abhiingigkeit der siRNA-Konzentration
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Tab. 19: Luciferaseexpression der B16F10 RV Luc-Zellen (P22+5) in %, 72h nach
siRNA-Magnetofektion

% Luciferase Expression
¢ siRNA
(nM) S9-anti LUC S30-anti LUC | PolyMag-anti LUC S9-control
MW |SD MW |SD MW SD MW SD

200,00 1,74 0,30 1,41 0,33 3,94 1,11 10,59 4,45
100,00 528] 2,02 1,52 0,57 13,47 1,06 17,61 6,07
50,00 12,96| 3,30] 17,51 2,41 24,14 3,33 34,38 9,18
25,000 31,17| 6,43| 36,18 3,34 49,58 3,73 50,07 3,94
12,50 38,92| 12,35| 59,37 8,46 65,08 10,41 52,42 16,86
6,25| 70,63| 16,47| 74,61 8,96 67,38 4,70 75,08 9,14
3,13] 81,28| 8,35] 78,50 8,07 73,50 5,61 88,04 4,40
1,56| 85,09| 17,79 86,65 15,10 76,41 2,02 82,94 8,80

¢ siRNA = Konzentration der siRNA

S9- bzw. S30- bzw. PolyMag-anti LUC = Komplexe aus Eisenoxidnanopartikeln (S9 / S30 /
PolyMag) und Anti-Luciferase-siRNA

S9-control = Komplexe aus Eisenoxidnanopartikeln (S9) und Kontroll-siRNA
MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung
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Vergleicht man die Expressionswerte von Melanomzellen, die mit Kontroll-siRNA,
komplexiert mit verschiedenen Magnetpartikeln, behandelt wurden, mit denen von mit Anti-
Luciferase-siRNA-Komplexen behandelten Zellen, so zeigt sich insbesondere bei Einsatz von
hoheren siRNA-Konzentrationen ebenfalls eine Erniedrigung der Expressionswerte bei
Verwendung der verschiedenen Kontroll-siRNAs (s. Abb. 16 und Tab. 20). Am grofiten ist
dieser Effekt bei PolyMag-Kontroll-siRNA-Komplexen sichtbar, die die Luciferaseexpression
nach 24 Stunden bis auf die Halfte reduzieren (49,2 %, bei einer siRNA-Konzentration von 25
nM). In einem Konzentrationsbereich von 3 bis 10 nM Anti-Luciferase- bzw. Kontroll-siRNA
pro well ist eine Herunterregulation von Luciferase bis zu 80 % (s. in Tab. 20: S9-anti LUC
siRNA) bei gleichzeitig geringer bis keiner Auswirkung der Kontroll- siRNA auf die
Genexpression ersichtlich. Dabei zeigen Anti-Luciferase-siRNA-Komplexe mit S9-Partikeln

den groBten Einfluss auf eine Erniedrigung der Genexpressionswerte.

Abb. 16: Vergleichende Darstellung der Luciferaseexpression in B16F10 RV Luc-
Zellen (P22+5) 24 h nach Magnetofektion mit Anti-Luciferase- bzw. Kontroll-
siRNA und verschiedenen Eisenoxidnanopartikeln, bezogen auf die

Genexpression unbehandelter Zellen
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Tab. 20: Luciferaseexpression der B16F10 RV Luc-Zellen (P22+5) in % (bezogen auf
unbehandelte Zellen) 24 h nach Magnetofektion mit Anti-Luciferase-
bzw. Kontroll-siRNA

MW SD MW SD MW SD

25 3,67 1,64 12,99 2,63 8,01 2,06
12,5 8,35 4,57 24,22 5,01 18,89 2,69
6,25 17,68 5,23 43,37 5,15 24,37 6,96
3,13 34,98 9,23 61,77 7,02 49,56 11,15
25 72,28 24,38 75,08 9,13 49,20 4,20
12,5 97,61 3,98 91,80 2,07 84,35 6,42
6,25 108,62 10,33 115,25 17,06 109,04 1,64
3,13 91,34 15,43 89,49 22,90 105,18 20,24

3.3.5.2 Ergebnisse der in vitro Versuche VI - Transfektion von transduzierten B16F10-

Zellen durch magnetische siRNA Microbubbles

Ziel dieser Versuche ist es, zu kldren, ob magnetische Microbubbles ihre erwiinschte Funktion
als Transportvehikel fiir die einzuschleuBende siRNA erfiillen und die Ergebnisse mit denen
der Magnetofektion zu vergleichen. AuBerdem wird der Einfluss von Ultraschall auf die
Transfektionseffizienz evaluiert. Mittels paralleler Messung der mitochondrialen Aktivitéit der
transfizierten Zellen, kann zuséatzlich die Zellvitalitat bestimmt werden.

48 Stunden nach Transfektion von transduzierten B16F10-Melanomzellen der Passage P6+5
(Versuch 1) bzw. P6+7 (Versuch 2) gelingt eine Reduzierung der Luciferaseexpression in den
behandelten Zellen mit Anti-Luciferase-siRNA beladenen Magnetobubbles in Abhdngigkeit
von der eingesetzten siRNA Konzentration (s. Tab. 21 und 22 bzw. Abb. 17 und 18): Im
Vergleich zur Genexpression unbehandelter Zellen, zeigen B16F10 RV Luc-Melanomzellen
bei einer eingebrachten siRNA-Konzentration von 4 nM bzw. 8 nM nur noch 60 % bzw. 58%
Luciferaseexpression (Versuch 1) bzw. 81 % und 50 % (Versuch 2; Werte ohne
Ultraschallanwendung). Wihrend im ersten Versuchsansatz bei diesen siRNA-
Konzentrationen und gleichzeitiger Beschallung (30 sec, 2 Watt / cm? 1 MHz, 50 % duty
cycle) die Zellen nach 48 Stunden noch 72 % bzw. 69 % Expression des Reportergens zeigen
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und damit hohere Werte als ohne Ultraschallanwendung, exprimieren die beschallten Zellen
im zweiten Versuchsansatz noch 65 % bis 62 % (s. Tab. 22). Das bedeutet nur im
Konzentrationsbereich der siRNA von 4 nM und nur im zweiten Versuchsansatz sind die
Luciferaseexpressionswerte durch Ultraschall niedriger verglichen mit der Expression
unbeschallter Zellen mit gleicher siRNA-Konzentration. Mit ansteigender siRNA-
Konzentration zeigt sich eine Abnahme der Genexpression transfizierter Zellen, jedoch

bleiben die Werte nicht beschallter Zellen unter denen der beschallten Zellen.

Abb. 17: Luciferaseexpression in B16F10 RV Luc-Zellen (P6+5) 48 h nach Anti-
Luciferase-siRNA-Magnetobubble Anwendung (Versuch 1)

Luciferaseexpression 48 h nach siRNA-Mikrobubble Behandlung

140 +-----------
120 +
100 +----- ---- | —e—anti-LUC/- US
80 - —m—anti LUC/+ US
60 - Referenz
40
20

RLU/mg Protein (% der Referenz)

SiRNA (nM)

RLU = relative light units
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Referenz = unbehandelte Zellen



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Tab. 21: Luciferaseexpression der B16F10 RV Luc-Zellen (P6+5) in % (bezogen auf
unbehandelte Zellen) 48 h nach Behandlung mit Anti-Luciferase-siRNA-
Magnetobubbles mit und ohne Ultraschall (Versuch 1)

% Luciferase Expression
c siRNA
(nM) ohne US mit US
MW SD MW SD
4 59,51 25,97 72,25 24,58
8 58,04 18,88 68,63 4,18
20 28,89 13,76 26,35 7,44
40 10,37 2,74 13,45 3,43
80 11,57 8,08 9,82 0,62

¢ siRNA = Konzentration der siRNA
MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung

US = Ultraschall Anwendung

Abb. 18: Luciferaseexpression in B16F10 RV Luc-Zellen (P6+7) 48 h nach Anti-
Luciferase-siRNA-Magnetobubble Anwendung (Versuch 2)
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Tab. 22: Luciferaseexpression der B16F10 RV Luc-Zellen (P6+7) in % (bezogen auf
unbehandelte Zellen) 48 h nach Behandlung mit Anti-Luciferase-siRNA-
Magnetobubbles mit und ohne Ultraschall (Versuch 2)

% Luciferase Expression
c siRNA | ohne US mit US
MW SD MW SD
4 81,06 43,47 64,97 25,95
8 50,13 14,52 62,16 26,67
20 32,97 16,1 39,12 11,68
40 20 8,51 24,56 12,04
60 16,16 3,52 21,77 11,57

¢ siRNA = Konzentration der siRNA
MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung

US = Ultraschallanwendung

Unter dem Mikroskop betrachtet, erscheinen die Zellreihen, welche mit einer siRNA-
Konzentration bis zu 20 nM behandelt wurden, im Vergleich zu der Kontrolle (unbehandelte
Zellen) hinsichtlich ihrer Morphologie unverdndert und vital. Die Zellvitalitit, gemessen an
der mitochondrioalen Aktivitdt mittels MTT-Test (s. Abb. 19 und 20 bzw. Tab. 23 und 24), ist
hingegen bereits bei niedriger siRNA-Konzentration (ab 4 nM) eingeschrénkt. Je hoher die
siRNA-Konzentration in den verwendeten Magnetobubbles ist, desto toxischer ist die
Wirkung auf die Zellen. Wihrend sich die Toxizitdit im zweiten Versuch durch
Ultraschallanwendung auf die Zellen nur in geringem Mal verstirkt (s. Abb. 20), sind die
Vitalititswerte derjenigen Zellen, die im ersten Versuch mit Ultraschall behandelt wurden,
sogar hoher, als die der nicht beschallten Zellen (s. Abb. 19). Ab einer siRNA-Konzentration
von 20 nM sind laut MTT-Test nur 69 % (ohne Ultraschall) und 57 % (mit Ultraschall) in
Versuch 1, bzw. 44 % (ohne Ultraschall) und 37 % (mit Ultraschall) der transfizierten Zellen

vital.
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Abb. 19: Zellvitalitit der transfizierten B16F10 RV Luc-Zellen (P 6+5) gemessen mittels

MTT-Test 48 h nach Transfektion (Versuch 1) (Angaben in % der Referenz)

—— LUCI/- US
—m— LUCI + US

Referenz

[}
el
g
e e
g
R
0
4 8 20 40 60
sSiRNA (nM)

LUCI = Anti-Luciferase-siRNA

- US = ohne Ultraschallanwendung

+ US = mit Ultraschallanwendung

Referenz = unbehandelte Zellen

Tab. 23: Zellvitalitit in % (bezogen auf unbehandelte Zellen) der transfizierten B16F10
RV Luc Zellen (P 6+5) 48 h nach Transfektion (Versuch 1)

MW SD MW SD
4 66,98 19,86 98,02 12,66
8 78,51 14,33 104,22 17,61
20 56,92 13,4 69,34 10,94
40 53,96 25,02 58,23 12,7
60 43,22 3,95 46,56 3,95

¢ siRNA = Konzentration der siRNA
US = Ultraschall
MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung



84 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Abb. 20: Zellvitalitit der transfizierten B16F10 RV Luc-Zellen (P 6+7) gemessen mittels
MTT-Test 48 h nach Transfektion (Versuch 2) (Angaben in % der Referenz)

Zellvitalitat (% de

—e— LUCI/-US
—m— LUCI/+US

Referenz

20

SiRNA (nM)

40

60

LUCI = Anti-Luciferase-siRNA

- US = ohne Ultraschallanwendung

+ US = mit Ultraschallanwendung

Referenz = unbehandelte Zellen

Tab. 24: Zellvitalitit in % (bezogen auf unbehandelte Zellen) der transfizierten B16F10

RV Luc-Zellen (P 6+7) 48 h nach Transfektion (Versuch 2)

MW SD MW SD
4 66,4 11,7 61,58 12,13
8 49,27 12,55 47,32 1,91
20 44,08 14,69 37,42 4,47
40 20,33 3,75 21,65 0,98
60 27,57 11,93 20,18 2
¢ siRNA = Konzentration der siRNA
US = Ultraschall

MW = Mittelwert
SD = Standardabweichung
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3.3.5.3 Ergebnisse des in vitro Versuches VII: Gelelektrophorese zur

Stabilititsiiberpriifung der siRNA

Die Fragestellung des folgenden Versuches zielte darauf ab, die Stabilitit der siRNA nach
dem  Schiittelvorgang bei der Herstellung der Magnetobubbles bzw. nach
Ultraschallanwendung zu {iiberpriifen. Eine intakte siRNA ist eine wichtige Vorraussetzung

fiir ein funktionelles siRNA-Vektorsystem.

Abb. 21: Gelelektrophorese nativer siRNA im Vergleich zu siRNA aus Magnetobubbles

mit und ohne Ultraschall

Standardkontrast: Banden hell bis weif3

1 = Spur von nativer siRNA

2 = Spur von nativer siRNA mit 1 % SDS

3 = Spur von siRNA-Magnetobubbles ohne vorausgehende Ultraschallanwendung und ohne
SDS

4 = Spur von siRNA-Magnetobubbles ohne vorausgehende Ultraschallanwendung und mit
1 % SDS

5 = Spur von siRNA-Magnetobubbles mit vorausgehender Ultraschallanwendung und ohne
SDS

6 = Spur von siRNA-Magnetobubbles mit vorausgehender Ultraschallanwendung und mit

1 % SDS
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Abbildung 21 zeigt, dass die Bande von nativer siRNA (1) auch bei Zugabe von 1 % SDS (2)
vergleichbar ist und es zu keinen Verdnderungen im Bandenmuster kommt. Die Banden der
siRNA- Magnetobubble-Proben, bei welchen kein Ultraschall zur Anwendung kam (3 und 4),
zeigen schwichere untere Banden. Die siRNA-Magnetobubbles, welche vorher beschallt
wurden (5 und 6) zeigen hingegen deutlicher jene untere Bande auf Hohe der Banden von
nativer siRNA (1 und 2). Bei allen 6 aufgetragenen Proben zeigt sich eine unspezifische
Verschattung im Standardkontrast bzw. eine Aufhellung vor der unteren Bande. Insgesamt
sind die Banden der siRNA-Magnetobubble-Proben (3 bis 6) alle mit derjenigen der nativen
siRNA (1) vergleichbar. Der Schiittelvorgang bei der Microbubbleherstellung zeigt bei
diesem Versuchsansatz keinen negativen Einfluss auf die Stabilitidt der siRNA. Ultraschall
scheint die Auftrennung und Darstellung der siRNA mittels Gelelektrophorese positiv zu
beeinflussen, moglicherweise durch vermehrte Freisetzung der siRNA aus den

Magnetobubbles.

3.3.6 Ergebnisse der Anwendung des siRNA-microbubble-Systems in vivo

3.3.6.1 Ergebnisse des in vivo Versuches I: Analyse des Tumorwachstums

Folgende in vivo Versuche, einschlieBlich der Biodistribution, Histologie und
Elektronenmikroskopie, dienen der eigentlichen Etablierung eines B16F10-Lungenmelanom-
Tiermodells, an dem anschlieBend ortsspezifische = magnetische  Deposition,
ultraschallinduzierte Freisetzung von siRNA und schlie8lich therapeutische Wirksamkeit von
Anti-Luciferase-Magnetobubbles untersucht werden konnen. Dazu wird zundchst das
Tumorwachstum in der Lunge von C57BL/6 Méusen nach intravendser Injektion von mit
Luciferase transduzierten B16F10-Melanomzellen in zwei verschiedenen Dosisgruppen
bestimmt.

Die Messung des Signals mit Hilfe des Imaging-Systems gelingt erst ab Tag 14. Das Signal
ist zu diesem Zeitpunkt schwach und sehr diffus. Erst als am Tag 21 vor der Messung die
Tiere rasiert werden, wird das Signal deutlicher.

Nach Opferung der ersten 6 Tiere (jeweils 3 pro Dosisgruppe) am Tag 6 des
Tumorwachstums, konnen makroskopisch keine sichtbaren Lungenmetastasen in beiden
Dosisgruppen festgestellt werden (s. Tab. 25). Die Messung der Luciferaseexpression am
Luminometer der homogensierten Lunge zeigt jedoch bereits eine geringe Genexpression im
Bereich zwischen 0 und 31 pg Luciferase pro Gramm Gewebe. 14 Tage nach

Tumorinokulation unterscheiden sich die Lungen der beiden Dosisgruppen auch
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makroskopisch deutlich voneinander (s. Tab. 25 und Abb. 22, Bild a und ¢): Wihrend in der
Lunge derjenigen Tiere, welchen 100 000 transduzierte Melanomzellen injiziiert worden war,
nur 1 bis maximal 4 Tumore festzustellen sind, entwickelten die Tiere der hoheren

Dosisgruppe (200 000 Zellen) bis zu diesem Zeitpunkt 12 bis 23 einzelne Tumore.

Tab. 25: Vergleichende Darstellung von Anzahl und Grof3e der Lungenmetastasen zu

verschiedenen Zeitpunkten (2 Dosisgruppen) und Luciferaseexpression in der

Lunge
1 | keine 12
2 | keine 3
3 1 keine 0
4 11 keine 31
5 11 keine 11
6 11 keine 7
[ Tagu4 [ ]
1 I 1m 23
2 I 4k 2
3 I Im 0
4 II 23 (3g 7Tm13k) 1408
5 11 21 (5g 5mll1k) 2240
6 II 12 (1g 6m 5k) 33
1 I 13 (5g 3m 5k) 8089
2 | 4 (1g 3m) 14827
3 I 9 (4g 4ml1k) 4542
4 II 24 (5g 2m17k) 18222
5 11 27 (4g 6m17k) 14925
6 II 33 (14g 7m 12k) 17310

Mausnr. = Mausnummer

Dosisgruppe I = 100 000 applizierte BI6F10 RV Luc Zellen
Dosisgruppe II =200 000 applizierte BI6F10 RV Luc Zellen
g = grof} ; m = mittelgroB; k = klein
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Abb. 22: Beispiele von entnommenen Lungen mit makroskopisch sichtbaren

Melanomen zu verschiedenen Zeitpunkten des Tumorwachstums

c d

a=Tag 14, 100 000 B16F10 RV Luc Zellen i.v.
b=Tag 21, 100 000 B16F10 RV Luc Zellen i.v.
c = Tag 14, 200 000 B16F10 RV Luc Zellen i.v.
d=Tag 21,200 000 B16F10 RV Luc Zellen i.v.

Auch die umgerechneten Luciferasewerte (in pg) bewegen sich bei letztgenannter Gruppe im
4-stelligen Bereich, die Genexpression der Niedrig-Dosisgruppe hingegen bleibt
vergleichsweise gering (s. Tab. 25). Am Tag 21 des Tumorwachstums zeigen die Tiere beider
Dosisgruppen grofle Varianz in der Anzahl der Lungenmetastasen. Im Durchschnitt sind in
den Lungen der Dosisgruppe II 28 einzelne Tumore detektierbar, bei der Dosisgruppe I nur 9.
Das bedeutet eine 3-fach hohere Tumoranzahl in der Gruppe II im Vergleich zur Gruppe 1, 21
Tage nach intravendser Injektion der transduzierten Melanomzellen. In allen Lungen kann
Luciferaseexpression im Luminometer gemessen werden. Wahrend die Luciferasemengen (in
pg) innerhalb der hoheren Dosisgruppe wenig Varianzen zeigen und sich im 5-stelligen
Bereich bewegen, ist die Luciferaseexpression der Niedrig-Dosisgruppe variabel und
insgesamt geringer. Bei einem Tier der Niedrig-Dosisgruppe kann bei nur 4 sichtbaren

Tumoren eine relativ hohe Genexpression (14827 pg/g) festgestellt werden.
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Vergleicht man die Genexpressionswerte wichtiger entnommener Organe (s. Tab. 26), so
konnen in beiden Dosisgruppen am Tag 6 keine bzw. sehr geringe Luciferasewerte in den
Organen Herz, Leber, Milz und Niere gemessen werden. Dieses Bild dndert sich auch nicht
am Tag 14 und 21 (Werte nicht dargestellt). Bei fast allen Méusen (5 von 6) kommt es zu
einer Expression des Reportergens an der Injektionsstelle. Die groften Luciferasewerte jedoch
sind in der Lunge zu finden. Diese Tatsache und die als unauffillig zu beurteilenden anderen
Organe, lassen den Schluss zu, dass sich die intravends injizierten Melanomzellen fast

ausnahmslos in der Lunge ansiedeln.

Tab. 26: Luciferaseexpression in verschiedenen Organen 6 Tage nach Tumorzell-

inokulation
pg Luciferase / g Gewebe
Mausnr. | Dosisgruppe | Herz Lunge Leber Milz Niere Injektionsst.
1 I 0,06 12,10 0,02 0,00 0,03 3,22
2 I 0,00 3,09 0,01 0,00 0,00 9,37
3 I 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
MW I 0,02 5,07 0,01 0,00 0,01 4,20
SD I 0,03 6,28 0,02 0,00 0,02 4,76
1 11 0,03 31,08 0,01 0,00 0,00 0,04
2 11 0,01 10,60 0,02 0,00 0,00 0,02
3 11 0,00 7,47 0,00 0,00 0,00 8,16
MW 11 0,01 16,38 0,01 0,00 0,00 2,74
SD 11 0,01 12,82 0,01 0,00 0,00 4,70

Mausnr. = Mausnummer
Injektionsst. = Injektionsstelle
MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung

Die Expression des Reportergens Luciferase in der Lunge entwickelt sich bei der hoheren
Dosisgruppe von Tag 6 an anndhernd exponentiell ansteigend mit geringer
Standardabweichung (s. Abb. 23 und Tab. 27). Die Tiere der Niedrig-Dosisgruppe dagegen
zeigen zu Beginn (bis Tag 14) eine relativ geringe Zunahme der Genexpression. Von Tag 14
bis zu Tag 21 kommt es anschlieBend in dieser Gruppe zu einer starken Zunahme der

Luciferasewerte.
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Abb. 23: Logarithmische Darstellung der Genexpression des Reportergens Luciferase in
der Lunge nach Applikation von 1 x 10e5 bzw. 2 x 10e5 B16F10 RV Luc-Zellen

im zeitlichen Verlauf

Tumorwachstum in der Lunge nach i.v. Injektion von B16F10 Melanomzellen
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Tab. 27: Tumorwachstum und Genexpression in der Lunge in Abhingigkeit von der

injizierten Menge an B16F10 RV Luc-Zellen

pg Luciferase / g Lungengewebe
Tag Dosisgruppe (n=3) MW SD
6 I 12 3 0 5 6
14 | 23 2 0 8 13
21 | 8089 14827 4542 9152 5224
6 11 5 31 11 16 13
14 11 1408 2240 33 1227 115
21 11 18222 14925 17310] 16819 1702

Dosisgruppe I = 100 000 applizierte BI6F10 RV Luc-Zellen
Dosisgruppe I = 200 000 applizierte BI6F10 RV Luc-Zellen
MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung

3.3.6.2 Ergebnisse des in vivo Versuches II: Biodistributionsstudie mit 135 Jod-

markierten siRNA-Microbubbles

Ziel dieser Untersuchung war, die Organverteilung der mit siRNA beladenen Magnetobubbles
zu verfolgen und zu evaluieren, ob die Anwendung von Magnetfeld und bzw. oder Ultraschall
die Deposition der aktiven Agenzien in der Lunge verbessert. Dazu wurden nicht
tumortragende Maiuse, wie unter 3.2.4.3 beschrieben, einer Kurzzeitbiodistribution

unterzogen.



EIGENE UNTERSUCHUNGEN 91

Unabhéngig von der Anwendung eines Magnetfeldes oder des Ultraschalls ist jeweils iiber
100 % der siRNA (Relativwerte, bezogen auf Gramm Gewebe ; s. Abb. 24 und Tab. 28) nach
15 Minuten in der Lunge zu finden. Ein grofer Anteil von 19 bis 27 % reichert sich in der
Milz an. Im Lebergewebe befinden sich zu diesem Zeitpunkt zwischen 13 und 15 %, wihrend
im Blut noch ca. 10 % bis 13 % der eingesetzten Dosis zirkuliert. Ahnliche Anteile finden
sich im Herzen wieder (10 % bis 12 %). Wiahrend in der Niere noch zwischen 7 % und 10 %
der Dosis zu detektieren ist, befindet sich nur ein geringer Prozentsatz der siRNA in den
tibrigen Korperkompartimenten (C1, C2 und C3 jeweils ca. 3 %, s. Abb. 24).
Abb. 24: Relative Verteilung der radioaktiv (***J) markierten siRNA in vivo 15 Minuten
nach Injektion (i.v.) der siRNA-Microbubbles mit 5 % Sojabohnenol
(Angaben der Mittelwerte in % CPM ohne Injektionsstelle / g¢ Gewebe); n = 4;
Magnetfeld bzw. Ultraschall Anwendung iiber der rechten Lunge
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MF = Magnetfeld; US = Ultraschall

CPM = Counts per minute

Inj.st. = Injektionsstelle, hier gesamter Schwanz
Lu re /i = rechte / linke Lunge

MDT = Magen-Darm-Trakt

C1 = Koptbereich

C2 = Thorax mit Vordergliedmal3en

C3 = kaudaler Korperbereich mit Beckengliedmallen, Gastrointestinaltrakt und Harnblase
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Diejenige Mausgruppe, bei welcher iiber der rechten Thoraxhilfte das Magnetfeld zum
Einsatz kam, zeigt eine geringgradig hohere Anreicherung der markierten siRNA in der
behandelten rechten Lungenhilfte (s. Tab. 28), die aber wegen der groflen Varianz zwischen
den einzelnen Tieren nicht signifikant ist. Ultraschall alleine bzw. der Einsatz von Ultraschall
kombiniert mit Magnetfeld zeigt in diesen beiden Gruppen keine Wirkung: Auf der
behandelten rechten Lungenhélfte deponiert relativ gesehen weniger als in der unbehandelten
linken Lungenhélfte. Betrachtet man aber die siRNA-Deposition in der gesamten Lunge, so
findet sich der groBte siRNA-Anteil in den Lungen derjenigen Gruppe, welche die
Vollbehandlung (MF + US) erhielt, gefolgt von der mit Magnetfeld behandelten Mausgruppe.

Tab. 28: Relative Verteilung der radioaktiv (*** J) markierten siRNA in vivo 15 Minuten
post injectionem (5 % Sojabohnenol; Angaben der Mittelwerte in % CPM / g

Gewebe und ohne Injektionsstelle); n = 4

% CPM (ohne Inj.st.) / g Gewebe

Organ ohne MF/US |mit MF (re Lu) |mit US (re Lu) |mit MF/US (re Lu)
Rechte Lunge 108,21 122,77 105,02 122,91
Linke Lunge 113,33 119,66 122,94 126,80
Herz 10,73 11,79 9,95 10,22
Blut 9,53 12,33 9,70 10,99
Leber 12,97 15,86 15,49 13,63
Milz 25,89 27,56 25,73 19,01
Magen-Darm-

Trakt 4,30 4,18 3,74 3,99
Niere 6,95 9,83 7,34 7,31
Cl 3,89 3,32 3,49 3,37
C2 3,19 3,12 3,07 3,22
C3 2,71 2,92 2,47 2,62

MF = Magnetfeld
US = Ultraschall

Die Ergebnisse des zweiten Versuchsansatzes mit siRNA-Magnetobubbles, die nur 1 %
Sojabohnendl enthielten und deshalb bedeutend kleiner (ca. 1 bis 5 um) sind, sind Folgende
(s. Abb. 25 und Tab. 29):

Der groflite Anteil der eingesetzten siRNA-Microbubbledosis deponiert wieder in der Lunge
(26 % bis 38 %), dieses Mal aber mit geringem Unterschied zu dem in der Milz (20 % bis

44 % ohne Magnetfeld und Ultraschall Anwendung) und Leber (16 % bis 25 %) verbliebenen,
ebenfalls groen Anteil. Im Vergleich zu der Organverteilung der siRNA-Microbubbles mit
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5 % Sojabohnendl zirkuliert jetzt eine etwas geringere Menge im Blut (9 % bis 10 %). Die
Werte detektierbarer siRNA in Herz (7 % bis 9 %), Niere (6 % bis 9 %) und C1, C2 und C3

(3 % bis 4 %) sind dhnlich gering wie bei der Bubblekomposition mit hdherem
Sojabohnenanteil.

Wieder zeigt sich, dhnlich wie im ersten Versuchsansatz, bei Vergleich der mit Magnetfeld
behandelten rechten Lungenseite gegeniiber der linken unbehandelten Lungenhélfte innerhalb
dieser Gruppe eine groBere Deposition rechts. Aufgrund grofler Varianzen resultiert auch hier
eine hohe Standardabweichung. Diejenige Gruppe, die mit Magnetfeld und Ultraschall
behandelt wurde, zeigt wieder im Vergleich zu den iibrigen Behandlungsgruppen die grofite

Deposition der Dosis bezogen auf die gesamte Lunge, ebenfalls ohne Signifikanz.

Abb. 25.: Relative Verteilung der radioaktiv (‘*° J) markierten siRNA in vivo 15
Minuten nach Injektion (i.v.) der siRNA-Microbubbles mit 1 % Sojabohnendl
(Angaben der Mittelwerte in % CPM ohne Injektionsstelle / g Gewebe); n = 4;
Magnetfeld bzw. Ultraschall Anwendung iiber der rechten Lunge
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MF = Magnetfeld; US = Ultraschall

CPM = Counts per minute

Inj.st. = Injektionsstelle, hier gesamter Schwanz

Lu re /i = rechte / linke Lunge

MDT = Magen-Darm-Trakt

CI1 bzw. C2 = Kopfbereich bzw. Thorax mit Vordergliedmalen

C3 = kaudaler Korperbereich mit Beckengliedmafen, Gastrointestinaltrakt und Harnblase
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Tab. 29: Relative Verteilung der radioaktiv (125 J) markierten siRNA in vivo 15 Minuten

post injectionem (1 % Sojabohnenol; Angaben der Mittelwerte in % CPM / g

Gewebe und ohne Injektionsstelle); n = 4

% CPM (ohne Inj.st.) / g Gewebe

Organ ohne MF/US mit MF (re Lu) | mit US (re Lu) | mit MF/US (re Lu)
Linke Lunge 32,56 32,87 36,15 36,07
Rechte Lunge 26,28 38,54 31,85 35,37
Herz 7,14 9,48 8,15 8,79
Blut 9,05 8,96 8,80 9,81
Leber 16,09 19,34 20,90 25,17
Milz 44,28 27,59 25,70 20,05
Magen-Darm-

Trakt 4,67 4,45 4,69 5,76
Niere 6,73 6,73 6,08 9,10
Cl1 3,84 3,96 4,06 4,13
C2 3,43 3,64 3,82 4,48
C3 3,41 3,32 2,98 3,42

MF = Magnetfeld
US = Ultraschall

3.3.6.3 Ergebnisse des in vivo Versuches III: Histologie nach fluoreszenzmarkierter

siRNA-Magnetobubble Injektion

Bei der Entnahme der kollabierten Lungen, sind auf der Lungenoberfliche der beiden mit
Tumorzellen behandelten Méuse bereits makroskopisch schwarze Tumorknétchen bzw.
schwarz verfirbte Areale zu erkennen. Dies bestitigt sich in den lichtmikroskopischen
Aufnahmen, auf denen einerseits einzelne ,,Tumormetastasen” in Form von rundlichen
Knoten auf der Lungenoberfldche (s. Abb. 26¢) zu sehen sind, andererseits Lungengewebe,
das von dem Melanin produzierendem Tumor regelrecht durchzogen ist (Abb. 26d).

Auffillig ist die Verdichtung der Lungenstruktur, speziell in den tumortragenden Lungen
(Abb. 26¢ und 26d). Die Alveolarrdume sind verengt, in den Blutgefid8en befinden sich zum
Teil groBe Mengen an Magnetobubblematerial, das in einigen Arealen zu Embolie und
Arterienspasmus fiihrt. Erythrozyten sind sowohl in der nicht tumordsen Lunge, als auch in
den Melanomlungen frei auBlerhalb der Gefidlle im Alveolarraum sichtbar. Die teilweise
erheblich an GroBe zugenommenen, eisenhaltigen Strukturen (10 pm - 20 um) sind vermehrt
in den Blutgefdlen und im Bereich der Melanome detektierbar. Eine Aussage iiber einen
eventuellen Ubertritt der Magnetobubbles aus den BlutgefiBen und Aufnahme in andere

Zellen (z. B. Makrophagen oder Epithelzellen) kann im Rahmen dieser Untersuchung nicht
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getroffen werden (wegen der Dichte der Lungenstruktur und der zweidimensionalen
Aufnahmen).

Bei Betrachtung der Rotfluoreszenz (s. Abb. 26e), ausgehend von der Cy-3-markierter
siRNA, ldsst sich im Vergleich zu allen anderen entnommmenen Organen eine Haufung in
der Lunge beobachten. Diese ist jedoch aufgrund der Autofluoreszenz des Gewebes (v.a.

knorpelhaltige Bronchien) nicht einwandfrei von letztgenannter zu unterscheiden.

Abb. 26: Histologische Untersuchung der

Lungen 60 Minuten nach fluoreszenzmar-

kierter siRNA-Magnetobubble Injektion

a) Lunge (ohne Tumor) mit
Bubblestrukturen (MB), 200-fache
VergroBerung, Berliner Blau Farbung

b) Ausschnitt aus a, 1000-fache
VergroBerung, Berliner Blau Farbung

¢), d) B16F10-Melanom in der Lunge, 200-
fache Vergroferung, HE Féarbung

e) Fluoreszenz in der Lunge, 200-fache
Vergroflerung
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Auf Berliner Blau gefarbten Schnitten der Leber und der Milz (s. Abb. 27a und 27b) ist
zahlreiches, eisenhaltiges und deshalb blau gefarbtes Material zu erkennen. Dabei diirfte es
sich groftenteils um intakte, eisenhaltige Magnetobubbles (rundliche Struktur und Grofe
zwischen 5 um und 20 pum) bzw. deren Abbauprodukte handeln. Weiter bleibt die
anatomische Struktur dieser Organe ohne besonderen Befund.

In den Organen Herz und Niere befindet sich nur zu einem geringen Anteil eisenhaltiges
Microbubblematerial innerhalb der Blutgefde. An der Injektionsstelle selbst ist verbliebenes,

rot fluoreszierendes siRNA-Material sichtbar.

Abb. 27: Histologische Untersuchung der Leber und Milz 60 Minuten nach siRNA-
Magnetobubble Injektion

a) Lebergewebe mit Zentralvene (ZV) und Bubblestrukturen (blau), 200-fache VergroBerung,
Berliner Blau Féarbung
b) Milz mit Bubblestrukturen und Eisenabbauprodukten (blau), 400-fache Vergrof3erung,

Berliner Blau Féarbung

3.3.6.4 Ergebnisse des in vivo Versuches IV: Transmissions-Elektronenmikroskopie

einer murinen Lunge behandelt mit siRNA-Magnetobubbles

Bereits unter dem Lichtmikroskop zeigt sich an den Semidiinnschnitten (s. Abb. 28) die
Struktur der in situ fixierten Lunge gut beliiftet und weniger dicht, im Vergleich zu den
Lungen im letztem Versuch. In den Alveolarvolumina befinden sich vereinzelt freie

Erythrozyten. Innerhalb der Lungenkapillaren sind trotz angewandtem Ultraschall intakte




EIGENE UNTERSUCHUNGEN 97

Microbubbles zu erkennen (s. Abb. 28c). In Epithel- oder Blutzellen aufgenommenes

Microbubblematerial lasst sich nicht feststellen.
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U Abb. 28: Semidiinnschnitte der Lunge einer
@ mit siRNA-Magnetobubbles behandelten
“N J Maus (15 Minuten nach i.v. Injektion)
Pl S. Y ' a) Ubersichtsaufnahme, 100-fache
v %@ /< R 2 'S VergroBerung, Toluidinblau-Fiarbung
» F b) Ausschnitt aus a, 400-fache
b EZ o VergroBerung, Toluidinblau-Farbung
e c) Microbubbles (Pfeile) innerhalb eines
) &, R Blutgefidfles im Alveolarseptum,
T Y . Ausschnitt aus b, 630-fache
.- e v e VergroBerung, Toluidinblaufiarbung
c a ad AL = Alveolarlumen ; EZ = Erythrozyt

Nach der anschlieBenden elektronenmikroskopische Untersuchung dieser murinen,
tumorfreien Lungenschnitte ldsst sich 15 Minuten nach erfolgter siRNA-Microbubble
Injektion Folgendes feststellen (s. Abb. 29):

Vorhandene Magnetobubbles befinden sich ausschlieBlich im Kapillarsystem und besitzen
eine intakte, meist ovale Struktur. Sie sind durchschnittlich ca. 10 pm gro8 und mit
Magnetpartikeln voll beladen. Die Magnetpartikel (im elektronenmikroskopischen Bild
Kontrast gebend und deshalb schwarz sichtbar) liegen hauptsichlich als Aggregate von
einzelnen Partikeln vor und umgeben die Bubblestruktur meist als Saum oder Kranz (s. Abb.
29b und 29c). Das Innere der Magnetobubbles erscheint inhomogen mit vielen,
unterschiedlich groflen, nicht elektronendichten ,,Blasen* (es miisste sich um Gas oder Luft
handeln), die ihrerseits auch mit FEisenpartikeln beladen sind. AuBerhalb der

Magnetpartikelkonglomerate konnten einzelne Partikel vermessen werden: Thre Gréfe betrégt
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zwischen 8 nm und 12 nm, was sich mit der Angabe des Herstellers (Chemicell GmbH,

Berlin) deckt.

Abb. 29: Elektronenmikroskopische
Untersuchung der Lunge
a) Intakte Microbubbles innerhalb
eines Blutgefifies im
Alveolarseptum, 2000-fache
VergroBerung
b) Ausschnitt aus a, 5000-fache
VergroBBerung
¢) Magnetpartikelsaum (MP) um
intakte Microbubblestruktur,
50000-fache Vergroflerung
AL = Alveolarlumen; EZ = Erythrozyt

3.3.6.5 Ergebnisse des in vivo Versuches V: Intravenose Applikation von siRNA-

Microbubbles am Tag 12 des Tumorwachstums

Folgender Versuch dient der Evaluierung der Funktionalitit des siRNA-Microbubblesystems
in vivo.

Die Lumineszenzaufnahmen der meisten murinen Lungen im Imagingsystem zeigen vor
Beginn der Behandlung (12 Tage nach Tumorinokulation) ein gut detektierbares Signal im
Thoraxbereich. Bei 4 der 16 Tiere kann zu diesem Zeitpunkt kein Signal detektiert werden (s.
Tab. 30). Das quantifizierte Signal (in Photonen pro Sekunde pro Quadratzentimeter) ist, bis
auf zwei Ausnahmen, im 5-stelligen Bereich zu sehen, mit groBeren Abweichungen zwischen
den einzelnen Tieren. Zusétzlich kann bei einigen Tieren ein Signal im Bereich der

Injektionsstelle am Schwanz festgestellt werden.
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Kurz nach Injektion von 200 pl Kontroll-siRNA-Microbubbles zeigen zwei Maiuse

Schnappatmung und versterben innerhalb einiger Minuten trotz sofort einsetzender

WiederbelebungsmafBnahmen.

Abb. 30: Biolumineszenz in der Lunge (Luciferase exprimierendes Melanom) am

Beispiel zweier Miiuse vor (a) und 48 h nach (b) der Behandlung mit Anti-
Luciferase-siRNA-Magnetobubbles (i.v.); Aufnahme mit dem Ivis™ 100

Imagingsystem
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Expt Number: 4.Versuch si-RNA

Time Point: tag14
Animal Number: K1M4,5
Comment2:

ROI = region of interest = Erfassung der Lumineszenz innerhalb der eingezeichneten Fléche

BKG = background = Lumineszenz des Hintergrundes; wird automatisch von den ROIs

abgezogen

p/ sec/cm”= Photonen / Sekunde / cm? (Einheit)
a) ROI 1 (linke Maus): 53080; ROI 2 (rechte Maus): 35163
b) ROI 243 (linke Maus): 20444 + 41610; ROI 1 (rechte Maus): 72230

Zwei Tage nach intravenoser Injektion der siRNA-Magnetobubbles zeigen alle Tiere ein

Biolumineszenzsignal iiber dem Thoraxbereich. Dieses hat bei jedem Tier im Vergleich zu

der letzten Messung deutlich zugenommen (s. Tab. 30 und Abb. 30 und 31). Wihrend die

Tiere der unbehandelten Gruppe (Signal durch Luciferase produzierende transduzierte

B16F10-Tumorzellen) durchschnittlich eine 7,3-fache Signalzunahme zeigen, betrdgt die

Signalerhohung der mit Kontroll-siRNA-Microbubbles behandelten Versuchsgruppe ca. das

6,4-Fache. Die Tiergruppe, welche hingegen mit Anti-Luciferase-Magnetobubbles behandelt

wurde, zeigt die geringste Signalzunahme (durchschnittlich 3,5-fach) innerhalb von 48

Stunden. Die grofen Abweichungen innerhalb der drei Gruppen bedingen jedoch grofle

Standardabweichungen.
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In Abb. 31 sind die Lumineszenzzunahmen im Zeitverlauf dargestellt: Die mit Anti-

Luciferase-Magnetobubbles behandelte Tiergruppe zeigt, im Vergleich zu der unbehandelten

Gruppe, eine schwicher ansteigende Kurve, wihrend die Kurve der mit Kontroll-siRNA-

Microbubbles behandelten Tiere deutlich steiler ansteigt, als die der Unbehandelten.

Ingesamt weisen die Ergebnisse der in vivo Biolumineszenzmessungen (Signalzunahme) trotz

fehlender Signifikanz auf eine Funktionalitit der eingesetzten Anti-Luciferase-siRNA

Microbubbles im Sinne einer Herrunterregulierung der Genexpression hin. Andererseits

scheinen auch unspezifische siRNA-Sequenzen (Kontroll-siRNA) einen Einfluss auf die

Regulation der Luciferaseexpression zu haben.

Tab. 30: Biolumineszenz in der Lunge als MaB fiir die Luciferase Aktivitit vor und 48 h

nach siRNA-Microbubble Applikation; Messung mit dem Ivis Imagingsystem

(in vivo)
p/sec/cm2
Mausnr. Tag 12 |Tag 14 Signalzunahme (%)
unbehandelt
1| 37475 106910 285
2| 25995 135960 523
3 0 87043
41 60471 468820 775
5| 43293 312180 721
6 0 106080
n=>6
MW 27872 202832 728
SD 24290 154368 636
contr-siRNA
7| 24065 182990 760
8| 116306 196765 169
9| 48092 724520 1507
10 0 95188
n=4
MW 47116 299866 636
SD 50131 286655 572
luc-siRNA
11| 58073 173920 299
12| 58168 280000 481
13] 103910 241530 232
14| 53080 246054 464
15| 35163 72230 205
16 0 76240
n=>6
MW 51399 181662 353
SD 25426 82482 324

MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung

n = Anzahl der Versuchstiere
contr-siRNA = Kontroll-siRNA
luc-siRNA = Anti-Luciferase-siRNA
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Abb. 31: Biolumineszenzzunahme in der Lunge (in %) (linke Abb.) bzw. im Verlauf
(rechte Abb.) 48 h nach siRNA-Microbubble Applikation; Messung mit dem

Ivis Imagingsystem (in vivo)
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unbehandelt = nur Tumorwachstum; n=6
contr-siRNA = Behandlung mit Kontroll-siRNA; n=4
luc-siRNA = Behandlung mit Anti-Luciferase-siRNA; n= 6

p/ sec / cm® = Photonen / Sekunde / Quadratzentimeter

Die ex vivo Messung der Gewebehomogenisate am Luminometer 48 Stunden nach siRNA-
Microbubble Injektion fiihrt zu folgenden Ergebnissen:

Betrachtet man die quantitative Reportergenexpression in der gesamten Lunge (rechter, mit
Magnetfeld und Ultraschall behandelter und linker, unbehandelter Lungenfliigel), so ist sie in
der mit Anti-Luciferase-Magnetobubbles behandelten Mausgruppe (Mittelwert) am
niedrigsten (s. Abb. 33 und Tab. 31). Vergleichbar den Lumineszenzmessungen in vivo, sind
auch hier groBe Abweichungen zwischen den einzelnen Tieren festzustellen, so dass sich die
Standardabweichungen der verschiedenen Behandlungsgruppen iiberschneiden. In der mit
funktioneller Anti-Luciferase-siRNA behandelten Gruppe zeigen 3 von 6 Madusen
Luciferasewerte im nur 4-stelligem Bereich, wihrend in der unbehandelten Kontrollgruppe 5
von 6 Méusen hohere (5-stellige) Luciferasewerte aufweisen (s. Tab. 31). Insgesamt ist die
Luciferasemenge (Mittelwert) in den Lungen der mit Kontroll-siRNA-Microbubbles
behandelten Tiere am hochsten, wobei 2 Tiere von 4 (Maus 7 und 9) sehr hohe Mengen
aufweisen, die anderen zwei Mduse hingegen niedrige Werte, die unter den Luciferasewerten

der unbehandelten Tiere liegen.
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Abb. 32: Luciferase Aktivitit in den Lungenfliigeln und im Herzen (ex vivo) 48 h nach

siRNA-Microbubble Injektion (20 pg siRNA / Maus, i.v.)
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si-luc = Behandlung mit anti-Luciferase-siRNA; n=6

si-contr = Behandlung mit Kontroll-siRNA; n=4

unbehandelt = nur Tumorwachstum; n=6

Lunge re (MF+US) = rechter Lungenfliigel, Applikation von Magnetfeld und Ultraschall

Lunge li = linker (unbehandelter) Lungenfliigel

Abb. 33: Luciferase Aktivitiit in der gesamten Lunge 48 h nach siRNA-Microbubble

Injektion (20ug siRNA / Maus, i.v.); Messung des Gewebehomogenisates

am Luminometer (ex vivo): Mittelwerte
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unbehandelt = Tumorwachstum;

n=6
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Der Vergleich der quantitativen Luciferasewerte der mit Magnetfeld und Ultraschall
behandelten rechten Lungenhélfte der jeweiligen Behandlungsgruppen untereinander zeigt
Folgendes (s. Abb. 32):

Die mit funktionellen siRNA-Magnetobubbles (Anti-Luciferase-siRNA) behandelten Tiere
weisen im rechten Lungenfliigel ca. gleich grole Werte auf, wie diejenigen der unbehandelten
Kontrollgruppe (nur Tumorwachstum, rechte Lungenhilfte): 10028 pg Luciferase / g Gewebe
(Anti-Luc) gegeniiber 10311 pg Luciferase / g Gewebe (unbehandelt). Die mit Kontroll-
siRNA-Microbubbles injizierten Méuse zeigen innerhalb der rechten Lunge im Mittel nur ca.
die Hélfte der Luciferasemenge (5561 pg Luciferase / g Gewebe) im Vergleich zu der
unbehandelten Kontrollgruppe.

Wihrend die Luciferaseaktivitét in der nicht angesteuerten, linken Lungenhilfte sowohl in der
unbehandelten Kontrollgruppe, als auch in der mit Anti-Luciferase-siRNA behandelten
Tiergruppe im Gegensatz zu der jeweiligen rechten Lungenseite niedriger ist, weist die linke
Lungenseite der mit Kontroll-siRNA-Magnetobubbles behandelten Versuchsgruppe
durchschnittlich 3,4-fach hohere Luciferasewerte auf, im Vergleich zu der physikalisch
angesteuerten rechten Lungenhilfte.

Insgesamt ist durch die ex vivo Messmethode eine erwartete Herunterregulierung der
Luciferaseexpression in der rechten Lungenhilfte oder in der gesamten Lunge in der mit
spezifischer Anti-Luciferase-siRNA behandelten Tiergruppe nicht eingetreten. Andererseits
scheint sich hingegen die unspezifische Kontroll-siRNA auf die Genregulation des

Reportergens im Sinne einer Niederregulierung auszuwirken.

Bei Vergleich der Biolumineszenzdaten, gemessen 48 Stunden nach siRNA-Microbubble
Applikation am lebenden Tier (Tag 14 des Tumorwachstums) und der Luciferasemenge pro
Gramm Gesamtlungengewebe nach Homogenisierung (ex vivo) zu dem genanntem Zeitpunkt,
ist Folgendes festzustellen (s. Tab. 31 und Abb. 34):

Die Durchschnittswerte der Messungen beider Methoden korrelieren in allen drei
Behandlungsgruppen miteinander. Bei Betrachtung der Daten einzelner Tiere, fallen
insbesondere die Miuse aus der mit Kontroll-siRNA-Magnetobubble Behandlungsgruppe
negativ auf: Maus 7, 8 und 9 zeigen im Imaging ansteigende Signale (Maus 9 ca. das 4-fache
von Maus 7), wihrend der ex vivo gemessenen Luciferasewert bei Tier 7 ca. das 2-fache von
Tier 9 betrdgt (s. Tab. 31). In der Lunge von Maus 8, welche im Imagingsystem ein
vergleichbar hohes Biolumineszenzsignal wie Maus 7 zeigt, kann durch luminometrische

Messung nur ein 4,4-fach niedrigerer Wert als bei Tier 7 detektiert werden.
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Anders verhilt es sich mit der individuellen Ubereinstimmung beider Messmethoden in der
unbehandelten Kontrollgruppe und der mit spezifischer Anti-Luciferase-siRNA-Microbubbles

behandelten Tiergruppe: Hier zeigt sich bis auf eine Ausnahme (Maus 11) eine gute

Korrelation beider Messwerte innerhalb der einzelnen Individuen.

Tab. 31: Lumineszenz in der Lunge 48 Stunden nach siRNA-Microbubble Applikation

(Tag 14 des Tumorwachstums) gemessen mit dem Ivis Imagingsystem (in vivo)

bzw. im Luminometer (ex vivo)

Biolumineszenz | Lumineszenz
Mausnr. | Kéfig/Maus | (in vivo) (ex vivo)
p/sec/cm’ pg Luciferase / g Gewebe
unbehandelt |Maus 1 |K3M1 106910 15412
Maus 2 | K4M4 135960 17935
Maus 3 | K4M5 87043 2234
Maus 4 |K4M1 468820 46461
Maus 5 |K4M2 312180 20772
Maus 6 | K4M3 106080 12298
n=>6
MW 202832 19185
SD 154368 14813
contr-siRNA | Maus 7 |K3M2 182990 50809
Maus 8 | K2M4 196765 11529
Maus 9 | K2M5 724520 24648
Maus 10 | K2M2 95188 10863
n=4
MW 299866 24462
SD 286655 18676
luc-siRNA  |Maus 11 |K1M2 173920 7178
Maus 12 |K2M1 280000 21479
Maus 13 |K2M3 241530 30788
Maus 14 |K1M4 246054 22298
Maus 15 |K1M5 72230 8603
Maus 16 |KIMI1 76240 4298
n=>6
MW 181662 15774
SD 90056 10560

unbehandelt = nur Tumorwachstum
contr-siRNA = Behandlung mit Kontroll-siRNA
luc-siRNA = Behandlung mit Anti-Luciferase-siRNA

n = Anzahl der Versuchstiere

MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung

p/ sec / cm? = Photonen / Sekunde / Quadratzentimeter
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Abb. 34: Vergleichende Darstellung der gemessenen Lumineszenz in der gesamten
Lunge mit dem Ivis Imagingsystem (in vivo) und im Luminometer (ex vivo) am

Tag 14 des Tumorwachstums (48 h nach siRNA-Microbubble Applikation)
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unbehandelt = nur Tumorwachstum; n=6
contr-siRNA = Behandlung mit Kontroll-siRNA; n=4
luc-siRNA = Behandlung mit Anti-Luciferase-siRNA; n= 6

p/ sec / cm® = Photonen / Sekunde / Quadratzentimeter

3.3.6.6 Ergebnisse des in vivo Versuches VI: Intravenose Applikation von siRNA-

Microbubbles in transgene, Luciferase exprimierende Miuse

Nach wenig eindeutigen und nicht signifikanten vorherigen Versuchsergebnissen am murinen,
transduzierten Tumormodell in vivo, soll dieser letzte Ansatz kldren, ob
Magnetobubbletechnologie grundsitzlich in der Lage ist, siRNA funktionell in der Lunge
oder in einem anderen Organ nach systemischer Applikation zu deponieren. In diesem
Versuch werden gesunden, transgenen Maiusen (exprimieren in allen Organen stabil

Luciferase) unter Magnetfeld und Ultraschallanwendung siRNA-Magnetobubbles, beladen
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mit funktioneller Anti-Luciferase-siRNA oder mit unspezifischer Kontroll-siRNA, intravends

appliziert und nach 48 Stunden die Luciferaseaktivitit in den einzelnen Organen bestimmit.

Aufgrund von hygienerechtlichen Vorschriften der ZVH, Klinikum Innenstadt, muss auf

Biolumineszenzaufnahmen in vivo mittels Imagingsystem verzichtet werden.

Tab. 32: Luciferaseexpression in den Organen transgener Miuse 48 Stunden nach
systemischer Applikation von Anti-Luciferase-siRNA- (20 pg) bzw. Kontroll-
siRNA-Magnetobubbles (Messung ex vivo)

pg Luciferase / g Gewebe
Lunge re |Lunge |Lunge
Mausnr. | Herz | (MF+US) | i gesamt | Leber [Milz | Nieren | Injektionsst.
luc-
siRNA 1/138,61 152,38 | 134,91 | 287,29 | 31,55| 76,43 | 232,41 256,78
2/133,58| 300,31 279,75| 580,06 | 19,07 | 44,97 | 132,64 619,92
3] 51,85 250,28| 107,55| 357,84| 4,40|15,77| 63,72 349,76
41155,54| 226,21 225,15|451,37| 8,81|21,25| 48,78 387,56
n=4
MW 119,90 232,29| 186,84 | 419,14] 15,96 39,61 | 119,39 403,51
SD 46,33 61,57 79,76| 126,59 12,08 | 27,63 | 83,74 154,39
contr-
siRNA 5| 9435 273,41| 481,45| 754,86 5,25| 1,84| 10,69 559,53
6| 3,50 18,37] 137,84| 156,21 091| 1,65| 0,71 409,96
71 12,78 81,87| 114,28 ] 196,15| 0,54| 4,76| 3,14 347,61
81205,81 284,73 | 253,34 538,07 10,75]30,06| 9,05 84,49
n=
MW 79,11 164,59 | 246,73 | 411,32| 4,36| 9,58 5,90 350,40
SD 93,81 134,78 | 167,87 | 286,04| 4,76|13,73| 4,74 198,33

Luc-siRNA = Behandlung mit anti-Luciferase-siRNA

Contr-siRNA = Behandlung mit Kontroll-siRNA

MW = Mittelwert

SD = Standardabweichung

Lunge re (MF+US) = rechte Lunge, mit Magnetfeld und Ultraschall behandelt
Lunge li = linke Lunge

Lunge gesamt = rechter und linker Lungenfliigel

Injektionsst.= Injektionsstelle (am Schwanz)

Aus Tab. 32 und Abb. 35 ist ersichtlich, dass in den Organen Herz und Lunge, sowie an der
Injektionsstelle selbst, in beiden Behandlungsgruppen Reportergenexpression liber 100 pg
Luciferase pro Gramm Gewebe messbar ist. Im Gegensatz dazu sind in der Leber und Milz
beider Behandlungsgruppen deutlich geringere Mengen an Luciferase (zwischen 4 und 40 pg

/g) festzustellen. Letzteres trifft auch fiir die Nieren der mit Kontroll-siRNA-Magnetobubbles
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behandelten Tiere zu, wihrend in den Nieren der mit spezifischer Anti-Luciferase-
Microbubbles behandelten Miuse ein deutlich hoherer Luciferasegehalt detektiert werden
kann.

Die Genexpression in der gesamten Lunge der spezifisch behandelten Tiergruppe und der
Kontrollgruppe ist beinahe identisch (419 bzw. 411 pg Luciferase / g). In der mit Magnetfeld
und Ultraschall angesteuerten rechten Lungenhélfte ist in der Gruppe, welcher spezifische
siRNA appliziert wurde, der detektierte Luciferasegehalt im Durchschnitt und in den
einzelnen Tieren hoher, verglichen mit der linken, nicht angesteuerten Lungenseite (s. Tab.
32). Eine erwiinschte Herunterregulierung der Luciferaseexpression speziell im rechten
Lungenfliigel ist nicht erkennbar.

Das Gegenteil ist in der mit Kontroll-siRNA-Magnetobubbles behandelten Mausgruppe der
Fall: Hier zeigt sich eine durchschnittlich groBere Expression des Reportergens in dem
physikalisch nicht angesteuerten linken Lungenfliigel, im Vergleich zum rechtem. Bis auf
eine Ausnahme (Maus 8), bei dem der Unterschied zwischen beiden Lungenfliigeln minimal
ist, zeigen die restlichen 3 Mause eine bis zu 7,6-fach (Maus 6) hohere Luciferasemenge links
wie rechts. Grofle Standardabweichungen bedingen hier erneut keine Signifikanz der
Ergebnisse.

Abb. 35: Luciferaseexpression 48 Stunden nach i.v. Applikation von 20 pg siRNA-

Magnetobubbles in den verschiedenen Geweben
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Lu re (MF+US) = rechte Lunge, mit Magnetfeld und Ultraschall behandelt
Lu li = linke Lunge

Lunge gesamt = rechter und linker Lungenfliigel

Injektionsst.= Injektionsstelle (am Schwanz)

Contr-siRNA = Behandlung mit Kontroll-siRNA

Luc-siRNA = Behandlung mit Anti-Luciferase-siRNA
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4 DISKUSSION

Durch die rasche Entwicklung neuartiger Nanomaterialien sowie molekular- und
zellbiologischer Techniken, profitiert auch in zunehmenden Maf3 die therapeutisch ansetzende
Gentherapie. Die wichtigste Voraussetzung fiir einen Therapieerfolg besteht in einem
effektiven Einschleusen der Gene in die Zielzellen durch einen Vektor, der gleichzeitig
biokompatibel sein muss. Die Idee, durch optimale Konzentration des Wirkstoffes
(Nukleinsdure oder Arzneimittel) am Wirkort die Transfektionseffizienz zu steigern, ist ein
weiterer Ansatzpunkt der nichtviralen Gentherapie.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Kombination von Methoden zum magnetisch gesteuerten
Nukleinsduretransfer in Zellen (Magnetofection™) mit Methoden des Arzneimitteltransportes
(Drug targeting) durch gasgefiillte Blidschen (Microbubbles) und ortsspezifischer
Arzneimittelaktivierung durch eine zweite physikalische Kraft, dem Ultraschall. Der
Nachweis der Funktionalitit der magnetfeld- und ultraschallgesteuerten Applikation
magnetischer Microbubbles (Magnetobubbles) als Triger aktiver Agenzien sollte in einem
relevanten Maustumormodell erbracht werden. Die ausgewihlte murine BI16F10-
Lungenmelanomzelllinie musste zu diesem Zweck zundchst mit Viren aus der Familie der
Retroviridae infiziert werden, welche das Reportergen Luciferase stabil in das Genom der
Zelle einbauen. Es folgten Vorversuche an den transduzierten Lungenmelanomzellen in vitro,
beziiglich der Zellvitalitit bzw. der Expressionsstabilitit des Reportergens Luciferase.
Weitere Versuche in Zellkultur wurden durchgefiihrt, um die Gentransfereffizienz
vorhandener Magnetobubbleformulierungen mit derjenigen der etablierten
Magnetofektionsmethode zu vergleichen. Die magnetischen Microbubbles trugen als aktives
Agens ,,small interfering RNAs*“ (siRNAs), welche gegen das Reportergen gerichtet sind. Ein
Verlust an Reportergensignal wurde als MaB fiir die Qualitit der Transfektion bewertet.

An die in vitro Tests schloss sich die eigentliche Etablierung des murinen
Lungenmetastasenmodells in vivo an. Nach Verteilungsstudien der siRNA-Microbubbles,
wurde dieses Tiermodell genutzt, um ortsspezifische magnetische Deposition und
ultraschallinduzierte Freisetzung der siRNA speziell in der Lunge zu untersuchen. Fiir die
Auswertung der Reportergenexpression wurden zwei verschiedene Messmethoden (in vivo
und ex vivo) angewandt und anschlieBend miteinander verglichen. Lichtmikroskopische und
elektronenmikroskopische Untersuchungen der Lunge bzw. anderer relevanter Organe trugen

zu zusétzlichem Erkenntnisgewinn bei. Abschlieend sollte ein Versuch an transgenen, stabil
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Reportergen  exprimierenden Maiusen, Gewissheit {iber die Funktionalitit von

Magnetobubbletechnologie nach systemischer Gabe erbringen.

4.1 Diskussion der Nachweisverfahren

Um untersuchen zu konnen, ob eine Herunterregulierung der Genexpression mittels
spezifischer siRNA-tragender Magnetobubbles grundsitzlich gelingt, und wenn ja, in welcher
GroBenordnung, kam in der vorliegenden Arbeit das Reportergen Luciferase bzw. die
entsprechende (entgegengerichtete) Anti-Luciferase-siRNA zum Einsatz. Die Vorteile des
Luciferase-Assays liegen auf der Hand: Verglichen zu Reportergensystemen wie GFP oder B-
Galactosidase, ist zuvor genannter hoch sensitiv, gut standardisiert und erlaubt eine qualitative
und quantitative Beurteilung der Genexpression in kurzer Zeit (143). Der entscheidendste
Vorteil jedoch, der zur Verwendung dieses Reportergens in den vorliegenden Versuchen
fiihrte, ist die Moglichkeit die durch die Aktivitit des exprimierten Enzyms Luciferase
umgesetzte Menge an Photonen zusétzlich durch ein hoch sensibles optisches Ganzkorper-
Imagingsystem zu erfassen (179). Dessen Vorteil besteht vor allem darin, die Genexpression
bzw. mogliche Anderungen in der Genexpression nach regulatorischem Eingreifen auf
genetischer Ebene (z. B. siRNA) am lebenden Tier nicht invasiv und wiederholt evaluieren zu
konnen. Die Zahl der Tierversuche kann so deutlich reduziert werden, was aus ethischen
Gesichtspunkten sehr wiinschenswert ist. Zusammen mit der klassischen Nachweismethode
des Luciferasegehaltes durch die Lumineszenzmessung der homogenisierten Organproben am
Luminometer, erhilt man ein Gesamtbild, von dem aus die Einzelergebnisse interpretiert und
verglichen werden konnen (s. 4.5). Bei letztgenannter, klassischen Lumineszenzmessung der
Luciferase in Organproben (in vivo Versuche) ist zu beachten, dass die Méuse vor
Organentnahme griindlich perfundiert werden miissen, da Blut, bzw. v.a. Himoglobin und ein
zu triibes Analysat die Lumineszenzmessung erheblich storen kdnnen (186, 26). Dieser
Nachteil wurde durch entsprechendes Vorgehen bei der Durchfiihrung der in vivo Versuche

(s. 3.2.4.2) umgangen oder zumindest verringert.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse der in vitro Versuche I und II

Im in vitro Versuch I wurde der Einfluss der Zelldichte auf die Genexpression der stabil mit
Luciferase transduzierten B16F10-Melanomzellen evaluiert. Dabei konnte festgestellt werden,
dass die Zellen bei einer optischen Konfluenz von ca. 70 %, hohe und gleichzeitig maximale
Luciferaseexpression zeigen. Diese ist durch ein konstantes Splitten der Zellen alle zwei Tage
im Verhéltnis 1:10 gewéhrleistet. Lingere Splittingintervalle und damit héhere Konfluenz der
transduzierten Zellen, fithren zu einem signifikanten Abfall der Reportergenexpression.
Dieses Ergebnis ldsst sich wohl darauf zuziickfiihren, dass mit zunehmender Zelldichte viele
Zellen absterben (schwimmen frei im Medium) und nicht mehr das Reportergen exprimieren
und andererseits die verbliebenen Zellen zunehmend unter ,,Stress* stehen und nur noch
notwendige, iliberlebenswichtige Zellfunktionen aufrecht erhalten (die Expression eines
Enzyms, welches unter Energieverbrauch Lichtphotonen produziert ist dabei vielmehr
kontraproduktiv).

Eine wieder messbare Luciferaseexpression nach wiederhergestellter optimaler
Populationsdichte, spricht auch fiir die oben genannte Annahme, dass die Zellen jetzt, ohne
vorhandenen Selektionsdruck, nicht iiberlebensnotwendige Enzyme (wie die Luciferase)
wieder exprimieren konnen.

Die Expressionsstabilitdt war auch Gegenstand der Untersuchungen der in vitro Versuche II:
Hier lieB sich direkt nach der Transduktion eine 3,5-fach hohere Genexpression der retroviral
transduzierten Melanomzellen nachweisen, verglichen zu den lentiviral transduzierten Zellen.
Ein moglicher Grund hierfiir konnte die zellspezifische Reaktion auf die unterschiedlichen
Promotoren der verwendeten Viren sein: Wéhrend der Retrovirus seine starken
Promotorregionen in den LTR-Sequenzen (engl. ,,long terminal repeats®) schon mitbringt,
muss in den Lentivirus, der seinen Promotor bei Einbau seines Genoms selbst inaktiviert, ein
interner Promotor (in diesem Fall SF-Promtor) zusitzlich eingebaut werden. Die Expression
des folgenden Reportergens kann dadurch, je nach transduzierendem Zelltyp, unterschiedlich
stark ausfallen (4). Innerhalb der ersten Woche nach Transduktion kommt es zu einem
signifikantem Abfall der Reportergenexpression: 4-fach im Fall des Retrovirus bzw. 2-fach
bei der lentiviralen Transduktion. Da das Reportergen durch beide Virustypen stabil in das
Wirtszellgenom eingebaut wird und bei jeder Zellteilung theoretisch weitergegeben wird,
kann der Verlust der Luciferaseexpression evtl. durch die Vermehrung nicht transduzierter

B16F10-Zellen und den damit resultierenden Verdiinnungseffekt auf die Genexpression
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erklart werden. Eine Selektion der positiven transduzierten Melanomzellen (Klonpicken),
wurde anschlieend bei den retroviral transduzierten Zellen vorgenommen.

Nach einer Woche, bzw. drei Splittings, bleiben die Luciferasewerte in beiden Fillen fiir
mehrere Wochen auf ca. gleich hohem Niveau, mit geringen Standardabweichungen. Das
stabil eingebaute Reportergen scheint nun ohne Verlust exprimiert zu werden. Ahnliche
Beobachtungen der Expressionsstabilitit machten Shai und Mitarbeiter (191), die murine
Speicheldriisenzellen mithilfe von lentiviralen Vektoren stabil fiir mindestens 80 Tage mit
dem Luciferasegen transduzieren konnten. Allerdings erreichte die Luciferaseexpression
dieser Zellen erst 17 bis 21 Tage nach Transduktion ihr Maximum.

Aufgrund des hoheren Expressionslevels der retroviral transduzierten Melanomzellen wurde
diese Zellpopulation weiter expandiert, bei niedriger Passagezahl eingefroren und fiir siRNA-

Transfektions- bzw. in vivo Versuche verwendet.

4.3 Diskussion der Ergebnisse der in vitro Versuche III, IV und VII

Die in vitro Versuche III und IV sind, wie die vorher beschriebenen Zellkulturversuche,

Vorversuche fiir die folgenden Hauptversuche mit siRNA-Komplexen bzw. siRNA-
Microbubbles. Untersucht wurde in beiden Féllen die Zellmortalitit der retroviral
transduzierten B16F10-Zellen, einmal nach Ablosen der Zellen von der Zellkulturflasche mit
zwel verschiedenen Reagenzien (in vitro Versuch III) bzw. in verschiedenen Zellsuspensionen
(in vitro Versuch IV). Die gewonnene Kenntnis war wichtig, insbesondere fiir spétere
Versuche in Midusen, um eine optimale Zellvitalitit beim Transport in den Tierstall zu
gewihrleisten. Anlass zur Untersuchung der Zellvitalitdit war ein, in dieser Arbeit nicht
aufgefithrter in vivo Versuch, der daran scheitertete, dass den betroffenen Tieren nach
systemischer Tumorzellapplikation keine oder nur sehr kleine Tumore in der Lunge wuchsen.
Die Ergebnisse der in vitro Versuche III zeigen zum einen, dass die abgeldsten
Melanomzellen, wenn sie direkt auf Eis gekiihlt werden, deutlich ldnger (bis zu drei Stunden)
vital sind, als bei Raumtemperatur belassene Tumorzellen. Signifikant groBere Zellvitalitét ist
mit Trypsin als Ablosereagenz zu erzielen, verglichen mit Citric Saline. Die besten
Ergebnisse, im Sinne von niedriger Mortalititsrate, wurden mit trypsinisierten Zellen und
anschlieender sofortiger Kiihlung auf Eis erzielt. Der Zellverlust tritt insgesamt innerhalb der
ersten Stunde nach Ablosung der Zellen von der Zellkulturflasche auf und steigert sich nur

minimal in den darauffolgenden zwei Stunden.
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Trypsin, aus der Bauchspeicheldriise von Schweinen isoliert, ist im Laborbereich ein vielfach
benutztes Enzym, um Zellverbinde zu vereinzeln und von der Oberfliche von
Zellkulturschalen abzuldsen (247). Wie schnell dieser Vorgang stattfindet, ist abhdngig von
vielen Faktoren wie z. B. Zelltyp, Zelldichte, Splittingintervall und Temperatur. Aufgrund
von Beobachtungen, dass Trypsin nach lingerem Verbleiben auf bestimmten Zelllinien
Schaden anrichten kann, wird in der Literatur auf zellschonendere Alternativen wie Citric
Saline- oder EDTA-Puffer verwiesen (121). In vorliegendem Versuch mit retroviral
transduzierten murinen Melanomzellen konnte dies fiir Citric Saline jedoch nicht bestdtigt
werden. Trypsin scheint hier die schonendere Alternative zu sein.

Bei Durchfithrung des darauffolgenden in vitro Versuches IV wurden die Zellen, nach
Aufnahme in die verschiedenen Suspensionslosungen, aufgrund der zuletzt gewonnenen
Erkenntnis sofort auf Eis verbracht. Hier stellte sich heraus, dass 5 %-ige Glucoseldsung mit
nur 4 % Zellmortalitdt unter den resuspendierten transduzierten Melanomzellen (nach drei
Stunden Aufbewahrung auf Eis) die signifikant besten Ergebnisse brachte. Die Unterschiede
der Zellmortalitdt im zeitlichen Verlauf (eine, zwei bzw. drei Stunden Verweildauer der
Zellen in der Losung) sind duflerst gering. Dasselbe Bild zeigte sich auch im letzten Versuch
(III), was wohl darauf zuriickzufiihren ist, dass die Zellen vor allem durch die Zellablésung in
»tress® geraten (Vereinzelung, fehlende Bodenhaftung) und teilweise derart irreversibel
geschidigt werden, dass sie innerhalb der folgenden 60 Minuten absterben. Doppelt bis 3-fach
hohere Zellverluste, verglichen mit 5 %-iger Glucoselosung, traten unter den in 0,9 %-iger
Kochsalzlosung resuspendierten Melanomzellen auf. Als die eindeutig ungeeigneteste
Suspensionslosung fiir die stabil exprimierenden Melanomzellen stellte sich, mit bis zu

15,71 % Zellmortalitdt nach zwei Stunden, die Phosphat gepufferte Losung (PBS) heraus.
Eine mogliche Erkldrung fiir derartig groBe Zellverluste in Suspensionslosungen wie
physiologische Kochsalzlosung und PBS, konnte der fehlende Glucosegehalt sein. In dem
verwendeten Zellkulturmedium (DMEM) sind 4,5 Gramm Glucose pro Liter enthalten. Seit
langem ist bekannt, dass vor allem in invasiven Tumoren eine erhohte aerobe Glycolyse
stattfindet, Warburg Effekt genannt (103, 125). Neueste Untersuchungen deuten darauf hin,
dass die vermehrte Aufnahme von Glucose in Tumorzellen nicht fiir deren zelluldre
Energieproduktion verwendet wird, sondern vielmehr zur Produktion von Sduren, welche den
Tumorzellen den Vorteil verschaffen, sich invasiv auszubreiten (59). Fiir folgende in vivo
Versuche in der vorliegenden Arbeit wurden aus diesen Griinden die transduzierten B16F10-
Zellen nach Ablosen mit Trypsin, in 5 %-iger Glucoselosung resuspendiert und wihrend des

Transportes, bis zur ausgefiihrten Injektion in die Tiere, auf Eis gelagert.
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Im weiteren Sinne kann auch der in vitro Versuch VII zu den Vorversuchen gezéhlt werden.

Hier wurde die in den folgenden Zellkultur- und Tierversuchen eingesetzte siRNA auf ihre
Stabilitét (intakte Sequenz) mittels Gelelektrophorese tiberpriift. Sowohl der Schiittelvorgang
bei der Herstellung der siRNA-Microbubbles, als auch die Anwendung von Ultraschall zur
ortsspezifischen siRNA-Freisetzung, sind zwei kritische Verfahren, die moglicherweise zu
einer Storung der Integritdt der Nukleinsdure fiihren konnten. Dies konnte jedoch nicht
bestdtigt werden. Alle aufgetragenen siRNA-Microbubbleproben zeigten ein, mit der nativen
siRNA vergleichbares Bandenmuster, was fiir eine intakte Struktur der Nukleinsédure spricht.
Eingesetztes SDS (Natriumdodecylsulfat), das als Detergenz zu zwei Microbubbleproben
(bzw. zu nativer siRNA) zugesetzt wurde, um die Bldschenstruktur aufzulésen und die
enthaltene siRNA freizusetzen, hatte keinen FEinfluss auf das Bandenmuster, storte
andererseits auch nicht die Darstellung nativer siRNA. Stirkere Bandenmuster der zuvor mit
Ultraschall definierter Frequenz und Intensitit behandelter siRNA-Magnetobubbles, sprechen
moglicherweise fiir eine vermehrte Freisetzung der Nukleinsdure aus dem Vektor. Letzteres
miisste nicht zwingend mit dem Platzen der Mikrobldschen einhergehen. Gegen das Platzen
der Magnetobubbles nach Ultraschallapplikation, sprechen die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen des in vivo Versuches IV, aulerdem weitere Beobachtungen in vitro, die in dieser

Arbeit nicht weiter aufgefiihrt werden.

4.4 Diskussion der Ergebnisse der Regulierung der Genexpression mittels siRNA in vitro

(Versuch V und VI)

Die siRNA-Transfektion der retroviral transduzierten, stabil Luciferase exprimierenden Zellen

durch die Magnetofektionsmethode (in vitro Versuch V) zeigt, dass eine Regulierung der

Luciferaseexpression mithilfe von magnetischen siRNA-Komplexen im Sinne einer
Herunterregulierung der Enzymexpression (im Vergleich zu unbehandelten Zellen) in diesen
Zellen prinzipiell gelingt. Dass die noch relativ neue Technologie der Magnetofektion die
Gentransfereffektivitit erhohen kann, wurde bereits in verschiedenen Zellkulturstudien von
Scherer et al. gezeigt (183). Verbesserte Transfektionsergebnisse mithilfe dieser Methode
konnten auch in vivo erbracht werden (249, 17).

Untersuchungen zur Steigerung der Ergebnisse von siRNA-Transfektionen durch
Magnetofektion in vitro werden in der eigenen Arbeitsgruppe durchgefiihrt und haben
ebenfalls zu positiven Ergebnissen gefiihrt (141). Die Regulierung der Genexpression zeigte

sich im eigenen Versuch (in vitro Versuch V) einerseits zeitabhingig, als auch abhingig von
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der eingesetzten siRNA-Konzentration pro well. Dosisabhdngige Regulierung der
Genexpression stellten auch Mykhaylyk und Mitarbeiter (141) und Toub et al. fest (219).

24 Stunden nach Transfektion konnte im eigenen Versuch die groBtmogliche
Herunterregulierung der Luciferaseexpression festgestellt werden, wobei nach 48 und 72
Stunden die Genexpression wieder anstieg, jedoch nicht den Wert der unbehandelten
Kontrollzellen erreichte. Letzteres spricht fiir einen reversiblen Wirkmechanismus der siRNA,
wie er in der Literatur beschrieben ist (25, 34). Da die Zellen ab einer siRNA-Dosis von 25
nM pro well sichtlich morphologische Schdden zeigten, ist die niedrige
Reportergenexpression ab dieser Konzentration wohl auf die Toxizitdt der Nukleinsiure
zuriickzufiihren. Hohere Konzentrationen der Kontroll-siRNA-Komplexe (ab 12,5 nM
siRNA/well) erniedrigten ebenfalls die Genexpression in den Melanomzellen. Diese
Beobachtung konnte z.T. auch in spéteren in vivo Versuchen gemacht werden.
Zusammenfassend konnte mit den besten Nanopartikeln (S9) und spezifischer Anti-
Luciferase-siRNA in einem relativ engen Konzentrationsfenster (3 nM bis 10 nM
siRNA/well) durch Magnetofektion bis zu 80 %  Herunterregulation der
Reportergenexpression erreicht werden, ohne dass die Kontroll-siRNA-Magnetpartikel-
Komplexe in diesem Konzentrationsbereich zu einer signifikante Erniedrigung fiihrten. Mit
vergleichbar niedrigen siRNA-Konzentrationen (8 nM bis 16 nM Anti-GFP-siRNA) erzielten
auch Mykhaylyk et al. die grof3te Erniedrigung des GFP-Proteins in HeLa-Zellen (86 % bis

90 %) 24 Stunden nach Magnetofektion mit verschiedenen Magnetpartikel-siRNA-
Komplexen (141).

Die siRNA-Transfektion der stabil transduzierten Melanomzellen durch Magnetobubbles (in

vitro Versuch VI) wurde 48 Stunden nach Behandlung der Zellen ausgewertet. Zu diesem

Zeitpunkt konnte durch frithere Versuche der groftmdgliche Einfluss der siRNA-
Magnetobubbles auf die Luciferaseexpression der Melanomzellen ermittelt werden. In der
Literatur finden sich dhnliche Zeitangaben (165, 25). Grundsitzlich gelingt eine Reduzierung
der Luciferaseexpression in den behandelten Zellen mit Anti-Luciferase-beladenen
Magnetobubbles in Abhiingigkeit von der eingesetzten siRNA-Konzentration. Ahnlich wie
bei der Transfektion durch Magnetofektion, ist auch hier das siRNA-Konzentrationsfenster, in
welchem eine Erniedrigung der Genexpression gelingt und diese gleichzeitig nicht auf die
Toxizitdit von siRNA oder Magnetpartikel zuriickzufiihren ist, sehr eng (4 nM bis 8 nM
siRNA/well). Ein direkter Vergleich der in vitro Versuche V und VI ist aufgrund der
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Tatsache, dass die Versuche zu verschiedenen Zeitpunkten ausgewertet wurden, kaum
moglich.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse jedoch, dass die verwendeten Magnetobubbles weniger
effektiv die stabil Luciferase exprimierenden Melanomzellen mit siRNA transfizieren konnen,
als  Magnetpartikel-siRNA-Komplexe unter  Magnetfeldeinfluss  (Magnetofektion):
Interpretiert man das im Luminometer gemessene, verringerte Signal (im Vergleich zu
unbehandelten Zellen) als eine Wirkung der siRNA auf das Reportergen, so gelingt mittels
Magnetobubble-Technologie eine 40 %-ige (Versuch 1) bzw. 50 %-ige (Versuch 2)
Herunterregulierung der Luciferaseexpression (48-Stunden-Wert) im Vergleich zu 80 %-iger
Erniedrigung der Genexpression durch Magnetofektion (24-Stunden-Wert). Ein Grund hierfiir
konnte die kleine Grofe der Komplexe im Magnetofektionsversuch sein, die zu einer
effektiveren intrazelluliren Aufnahme fiihren, im Vergleich zu den relativ grofen
Magnetobubbles (Standardprédparation: 5 um -10 um), deren transportierte siRNA in der Néhe
der Plasmamembran erst freigesetzt werden muss. Dies wurde in den beschriebenen
Magnetobubble-Versuchen versucht, iiber Ultraschallapplikation zu erreichen. Gezeigt hat
sich, dass nur in einem zweiten Versuchsansatz und nur im Konzentrationsbereich der siRNA
von 4 nM, die Luciferaseexpressionswerte mit Ultraschall niedriger waren, als die Expression
unbeschallter Zellen. Die verwendeten Ultraschallparameter (2 Watt / cm?, 1 MHz, 50 % duty
cycle, 30 sec), die in dieser Form {iblicherweise in Zellkultur zum Einsatz kommen (22, 35,
80), fiihrten in vorliegendem Fall nicht zu einer kompletten Zerstorung der Mikrobldschen.
Die Frage, ob durch Ultraschall eine erwiinschte Permeabilititsinderung in der
Plasmamembran der Zellen gelang, wie sie in der Literatur beschrieben wird (135, 187, 99),
kann nicht mit Sicherheit geklart werden: Der Grofiteil der Genexpressionswerte der
beschallten Zellen zeigen nicht signifikante Unterschiede zu denen der nicht beschallten
Zellen und lassen daher letztere Hypothese nicht vermuten. Eine Optimierung der
Ultraschallparameter bzw. ultraschallsensitiverer Microbubbles ist zwingend notwendig.
Andererseits zeigt der MTT-Test wiinschenswerter Weise in beiden Versuchsansitzen keine

Toxizitét des angewendeten Ultraschalls (mit den genannten Parametern) auf die Zellen.
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4.5 Diskussion der systemischen Anwendung des siRNA-Microbubble-Systems in vivo

Wahl der Maus als Tiermodell

Der geringe finanzielle Aufwand, die Verfiigbarkeit der Tiere und R&ume, das einfache
Handling und die relativ problemlose Durchfiihrung der intravendsen Applikation machen die
Maus zu einem geeigneten Versuchstier um Genexpressionsstudien in vivo durchzufiihren.
Die meisten publizierten Daten hinsichtlich der Vektoroptimierung im Gentransfer wurden an
dieser Spezies gewonnen (139, 260, 215, 115). Um vorliegende Ergebnisse mit denen der
Literatur vergleichen zu konnen, wurde auch hier das Mausmodell gewéhlt. Die
anschlieBende Wahl des Tumormodells bedingte den Einsatz von Maiusen des

Inzuchtstammes C57 BL/6.

Wahl des Tumormodells

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, durch die Kombination zweier physikalischer Kréfte
(Magnetfeld und Ultraschall) einen verbesserten lokoregiondren Gentransfer in topographisch
schwer zu errcichendes Gewebe zu erziclen, unter Zuhilfenahme eines innovativen
Genvektors, der systemisch appliziert wurde. Da nicht publizierte Daten aus der eigenen
Arbeitsgruppe darauf hinwiesen, dass Mikrobldschen nach intravendser Applikation sich
vorzugsweise in der Lunge anreichern, bot sich ein pulmonales Tumormodell an. Durch
intranasale Instillation von spezifischen siRNAs (als Chitosan-Komplex bzw. nackte
siRNA) in Mduse, ist es anderen Arbeitsgruppen (255, 256) gelungen, voriibergehend Gene
(z. B. NSI, virales Gen des respiratorischen Syncytial-Virus, welches die Interferon-
Immunantwort des Wirtes antagonisieren zu scheint bzw. HO-1, kodierend fiir das Enzym
Héamoxygenase-1, welches eine wichtige Rolle innerhalb des zytoprotektiven Enzymsystems
bei diversen Krankheitsmodellen spielt) bis zu einem gewissen Grad auszuschalten und somit
die Entziindungserscheinungen einer Virusinfektion abzumildern (255) bzw. eine vermehrte
Apoptoserate der Endothelzellen in einem Lungenischdmie-Reperfusions-Modell zu erzielen
(256). Zur Uberpriifung des Potenzials der eigenen, neuen Gentransfermethode, speziell der
lokalen Anreicherung nach systemischer Applikationsroute, erschien das B16F10-
Melanom-Tumormodell als eine geeignete Herausforderung. Es handelt sich um ein relativ
aggressives Modell, welches durch das schnelle Wachstum von zahlreichen Mikrometastasen
gekennzeichnet ist (173, 101) und der Aggresivitit von natiirlich auftretenden humanen

Tumoren sehr nahe kommt. Der wenig immunogene Tumor (kaum Expression von MHC 1
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Molekiilen) wurde erstmals 1975 von Fidler (48) beschrieben und wird heutzutage vielfach in

wissenschaftlichen Studien verwendet.

Wahl der Messzeitpunkte

Aufgrund von Studienergebnissen, die zeigen, dass eine Genabschaltung in der Regel 36 bis
48 Stunden nach siRNA-Anwendung seinen Hohepunkt erreicht, nach 96 Stunden jedoch
wieder abnimmt (165, 34) und den eigenen gewonnen Erkenntnissen aus den
Zellkulturversuchen, wurde bei den Versuchen, in denen das siRNA-Microbubble-System zur
Anwendung kam (Versuch V und VI), 48 Stunden nach siRNA-Applikation als Zeitpunkt fiir
die Bestimmung der Genexpression gewéhlt. Die Behandlung mit siRNA erfolgte im Versuch
V am Tag 12 des Tumorwachstums, da zwischen dem Tag 12 und 14 die
Luciferaseexpression im optischen Imagingsystem ein deutliches Signal ergab, andererseits
die Lungenmetastasen zu diesem Zeitpunkt noch nicht zu zahlreich in der Lunge auftraten.
Die Messintervalle im Tumorwachstumsversuch (Versuch I) wurden so gelegt, dass man
einen guten Uberblick iiber die Wachstumszeit der Tumore in der Lunge erwarten konnte (40,
101, 173) und gleichzeitig den Tieren ausreichend Regenerationszeit nach der notwendigen
Andsthesie fiir die Imagingmessungen gewihrt wurde.

Weiter galt es die Frage zu kldren, was kurz nach intravendser Applikation im Blutkreislauf
mit der transportierten siRNA bzw. ihrem Vektor geschieht. Aus diesem Grund wurden die
Verteilungsstudien (Versuch II) und die elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Versuch VI)
jeweils schon 15 Minuten nach siRNA-Microbubble Applikation ausgewertet. Nach einem
dhnlich kurzen Zeitraum (60 Minuten nach Applikation) wurden auch die Lungen und

restlichen Organe der Tiere fiir die histologischen Untersuchungen entnommen.

Diskussion der in vivo Versuche

Die Evaluierung des Tumorwachstums war Gegenstand der Untersuchungen im Versuch 1.

Dieses wurde versucht durch drei verschiedene Messmethoden zu ermitteln: durch die
Lumineszenzmessung mittels optischen Imagingsystems am lebenden Tier, die
makroskopische Beurteilung der Anzahl und GroBe der Tumore nach Entnahme der Lungen
und die Lumineszenzmessung der Luciferase in den homogenisierten Lungengewebeproben.

Ersteres gelang erst relativ spit im Tumorverlauf (Tag 14 bzw. Tag 21 nach Rasur), da das

schwarze Fell der Tiere das Lumineszenzsignal erheblich absorbierte. In diesem Versuch
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konnten deshalb die in vivo gewonnen Biolumineszenzdaten nicht mit den ex vivo gemessen
Luciferasewerten verglichen werden.

Die Messung des Luciferasegehaltes im Gewebehomogenisat mittels Luminometer gelingt
schon am Tag 6 des Tumorwachstums, an welchem makroskopisch in beiden Dosisgruppen
keine Tumore erfasst werden konnen und ist deshalb als ein sehr sensitives Verfahren
einzustufen. Ab Tag 14 nach BI16F10-Melanomzellinokulation (stabil mit Luciferase
transduziert) unterscheiden sich die Lungen beider Dosisgruppen auch makroskopisch
voneinander. Insgesamt entwickelt sich die Expression des Reportergens Luciferase in der
Lunge bei der hoheren Dosisgruppe (200 000 Zellen i.v.) von Tag 6 an anndhernd
exponentiell ansteigend mit geringer Standardabweichung, im Gegensatz zu dem mehr
inhomogenen Tumorwachstum in der Niedrig-Dosisgruppe (100 000 Zellen i.v.), was
schlieBlich ausschlaggebend fiir die Wahl der hoheren Dosis in folgenden in vivo Versuchen
war. In der Literatur finden sich Angaben zwischen 0,5 x 10° und 7,5 x 10° systemisch zu
verabreichenden B16F10-Zellen, welche innerhalb von 21 Tagen Lungentumore hervorrufen
und die Tiere meist zu diesem Zeitpunkt auch geopfert werden (173, 101, 40).

In anderen Organen (Herz, Leber, Milz und Niere) konnten im Vergleich zur Lunge innerhalb
des beobachteten Zeitraumes nur sehr geringe oder keine Reportergenexpression gemessen
werden, ausgenommen an der Injektionstelle. Da letztgenanntes Gewebe stets gute
Genexpressionsdaten aufweist (255, 186), aber geringere Werte als in der Lunge zeigte und
nicht Ziel der vorliegenden Untersuchungen war, lassen vorliegende Ergebnisse den Schluss
zu, dass sich die intravends injizierten Melanomzellen fast ausnahmslos in der Lunge
ansiedeln.

Es konnte gezeigt werden, dass das Reportergensignal (im Gewebehomogenisat) ausgehend
von den stabil mit Luciferase transduzierten Melanomzellen in der Lunge mit der
Metastasenanzahl und dem Tumorwachstum korreliert. Zusammen mit den Ergebnissen des in

vivo Versuches V, in dem eine Korrelation zwischen den Biolumineszenzmessungen in vivo

und ex vivo festgestellt wurde, ist mit vorliegendem stabil Luciferase exprimierenden
Lungentumormodell eine Grundlage geschaffen worden, regulatorische Eingriffe in die
Genexpression des Tumors (z. B. im Sinne von siRNA-Applikation in der vorliegenden
Arbeit) und deren Einfliisse auf das Tumorwachstum am lebenden Tier beurteilen zu konnen.
Als MaB der Beeinflussung diente hier die Quantitdt des Luciferasesignals vor und nach der
Behandlung, welche auch von anderen Arbeitsgruppen in verschiedenen murinen
Tumormodellen (u.a. Fibrosarkom und Adenokarzinom der Lunge) zur Evaluierung ihrer

Therapie herangezogen wurde (206, 190, 213, 179).
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Da das verwendete Enzym des Reportergens (firefly Luciferase) eine relativ kurze
Halbwertszeit von ca. 2 Stunden besitzt, finden Anderungen im Enzymlevel zeitnah mit
Anderungen des mRNA-Levels statt (77, 211). Aus diesem Grund ermdglicht das
Biolumineszenzverfahren durch Messung der Luciferaseaktivitit einen Riickschluss auf den
mRNA-Abbau durch applizierte siRNA-Molekiile. Andere, hdufig eingesetzte
Analysemethoden sind die Real-Time-PCR (mRNA-Quantifizierung) oder die Western-Blot
Analyse (Protein-Quantifizierung), um eine Wirkung der siRNA auf Transkriptions- bzw.
Proteinebene nachzuweisen (255,127). Allerdings erfordern diese Nachweisverfahren die
Totung der Tiere, sodass nur eine Aussage iiber den aktuellen Stand, aber nicht iiber den

Verlauf getroffen werden kann.

Nogawa und Mitarbeiter stellten nach intravendser Injektion von stabil Luciferase
exprimierenden HT1080-Zellen (Fibrosarkom) fest, dass trotz Applikation und Besiedelung
von relativ gleicher Zellanzahl in der Lunge, die Anzahl und Gréf8e der Metastasen zwischen
den Tieren erheblich varrierte (150). Dies traf im eigenen Versuch vor allem in der Niedrig-

Dosisgruppe ebenfalls zu.

Die Kurzzeitbiodistributionsstudien mit radioaktiv markierten siRNA-Microbubbles (zwei

verschiedene Prédparationen) belegen in beiden Fillen eine erhohte Deposition der siRNA in
der Lunge 15 Minuten nach systemischer Applikation des Genvektors. Im Vergleich zur
Deposition der siRNA aus Magnetobubbles der Standardpréparation (1. Biodistribution), ist
die Ansammlung der siRNA, transferiert mittels den kleineren (1 pm bis 5 um) Microbubbles
(2. Biodistribution), in der Lunge geringer. Diese Tatsache und die Bilder aus den

histologischen und elektronenmikroskopischen Untersuchungen unterstiitzen die Annahme,

dass der Genvektor zwar sein Zielgebiet (die Lunge) erreicht, dann aber aufgrund seiner
GroBe innerhalb der Kapillaren stecken bleibt. Es wurden z. T. erheblich an Grofle
zugenommene (10 um bis 20 um) Aggregate an eisenhaltigen Strukturen in den pulmonalen
Kapillaren gefunden. Festsitzende Magnetobubbles konnen anschlieend im schlimmsten Fall
zur Embolie und zum Tod des Tieres fiihren, was z.T. auch in der vorliegender Arbeit vorkam
(s. in vivo Versuch V). Je kleiner der Genvektor (2. Bubblepréparation), desto geringer war
der Anteil an deponierter siRNA in der Lunge, bzw. desto groBer die Deposition in Leber und
Milz, was letztere Beobachtungen bekriftigt.

Eine geringgradig hohere Anreicherung der markierten siRNA in der mit Magnetfeld

behandelten rechten Lungenhilfte erwies sich aufgrund der groBen Varianz zwischen den
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einzelnen Tieren als nicht signifikant. Bereits hier zeichnen sich die Probleme ab, die sich
auch durch die folgenden in vivo Versuche hindurchzogen: Die Varianz v.a. der
Expressionsergebnisse (Versuch V und VI) war hoch und somit war die Reproduzierbarkeit
der Effektivitit des Magnetobubblesystems innerhalb einer Gruppe als auch im Inter-
Gruppen-spezifischen Vergleich schwierig.

Der Ultraschall alleine bzw. der Einsatz von Ultraschall kombiniert mit Magnetfeld zeigte im
Sinne einer groferen Deposition der siRNA in der angesteuerten Lungenhilfte in beiden

Gruppen der Biodistributionsstudien keine Wirkung. Spétere elektronenmikroskopische

Aufnahmen von der Lunge eines tumorfreien Tieres bestdtigen, dass durch den applizierten
Ultraschall in den pulmonalen Kapillaren vorhandene Magnetobubbles nicht zerstort werden.
Es sind Microbubbles mit intakter Bldschenstruktur und einem Magnetpartikelsaum
erkennbar, vergleichbar mit denen auf der unbeschallten Lungenseite. Ein Grund fiir das
Intaktsein der Mikrobldschen trotz appliziertem Ultraschall, konnten die luftgefiillten
Alveolen in der Lunge sein: Luft fithrt wie unter 2.4.2.3 erwéhnt, frequenzabhédngig zu einer
starken Ddmpfung der Wellen bis hin zur Schallausloschung (117). Andererseits scheint die
verwendete Intensitdt und Frequenz der Ultraschallwellen, obwohl sie in dieser Form in der
Literatur als effektiv beschrieben wird (22, 35, 80, 180, 254), in vorliegendem Fall (bei dieser
speziellen Zusammensetzung des Mikroblidschens) wohl nicht zu einer ausreichender
Kavitationsenergie zu fiihren, die das Platzen des Vektors und gleichzeitige Freisetzung der
siRNA zur Folge hitte (135, 226). Aufgrund der beschriebenen Eigenschaft von Ultraschall,
die Permeabilitdt von Zellen zu erhéhen (187, 124, 99) bzw. den Gentransfer in verschiedenen
Zelllinien in vivo zu steigern (226) wurde jedoch auch in den folgenden in vivo Versuchen
(Versuch V und VI) nicht auf seinen Einsatz verzichtet.

Der relativ groe Anteil an deponierter siRNA in der Leber und Milz in den

Biodistributionsstudien (v.a. bei den kleineren Microbubbles mit nur 1 % Sojabohnendl in der

Formulierung), kann mit dem First-Pass-Effekt dieser Organe erklirt werden: Durch das
sinusoidale Endothel des RES konnten die Microbubbles leichter ins Gewebe austreten und
somit aus dem Blutstrom entfernt werden (62, 161). Weiter kann durch die Verteilungsstudien
gefolgert werden, dass der jetzige Genvektor ,Microbubble® hinsichtlich seiner
Rezirkulationszeit noch optimiert werden kdnnte, um bessere Voraussetzungen fiir einen
gesteuerten Gentransfer (magnetische Attraktion) zu schaffen: Nach 15 Minuten befinden sich
derzeit noch 9 % bis 13 % der markierten siRNA-Magnetobubbles im Blutkreislauf. Eine
Oberflaichenmodifikation des Vektors, beispielsweise mit Polyethylenglycol (PEG), wie sie

bereits in kommerziell erhiltlichen Liposomenprodukten existiert (149, 201, 171), kdnnte zu
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einer langeren Zirkulation im Blutkreislauf beitragen und so den Verlust der Nukleinsdure an
das RES minimieren. Die Folge wire eine Erhéhung der Wahrscheinlichkeit den Genvektor

und die transportierte siRNA in grofBeren Mal} im Zielgebiet magnetisch zu akkumulieren.

Die Ergebnisse der systemischen Behandlungsstudie mit Anti-Luciferase-siRNA-

Magnetobubbles am Tag 12 des Tumorwachstums, in vivo Versuch V, zeigen eine positive

Tendenz der Wirksamkeit des neuartigen Genvektorsystems, wenngleich eine Signifikanz
aufgrund grofler Varianzen innerhalb der Behandlungsgruppen nicht auftritt: Die Zunahme
des Biolumineszenzsignals innerhalb von 48 Stunden nach siRNA-Magnetobubble
Applikation (in vivo Messung) ist mit durchschnittlich 3,5-fach in der mit spezifischer Anti-
Luciferase-siRNA behandelten Tiergruppe am geringsten (unbehandelte Tiergruppe: 7,3-
fache Signalerhohung). Dasselbe Bild zeigt sich in der ex vivo Messung der

Lungenhomogenisate, bei der die quantitative Reportergenexpression in der gesamten Lunge

in der mit Anti-Luciferase-Magnetobubbles behandelten Mausgruppe (Mittelwert) den
niedrigsten Wert zeigt. Dies kann als ein Hinweis auf die Regulation der
Reportergenexpression durch die applizierte siRNA gedeutet werden, wenn auch keine
tatsdchliche Herunterregulierung der Luciferaseexpression im Sinne einer Signalabnahme zu
erkennen ist.

Erklarbar wéren die Ergebnisse durch das rasche Wachstum des aggressiven Tumors, dessen
stabil Luciferase produzierenden Zellen innerhalb kiirzester Zeit das Signal verdoppeln, im
Gegensatz zu der nur einmalig applizierten und im Vergleich zu anderen Arbeitsgruppen
(255, 256, 34) relativ geringen Menge an eingesetzter siRNA (20 pg / Maus). Zusétzlich muss
der Verlust an intrazelluldr vorliegender siRNA, v.a. bei sich schnell teilenden Zellen zu
denen die verwendeten Melanomzellen zu rechnen sind, bedacht werden (groBer
Verdiinnungseffekt) (34, 36).

Ubliche siRNA-Dosierungen anderer Forschergruppen bewegen sich zwischen 40 pg und 50
ug siRNA pro Maus (2 - 2,5 mg/kg) (256, 34) bzw. bis zu 10 g (!!) spezifische siRNA pro
Tier (500 g/kg) (255). Andererseits wird von Erfolgen berichtet, nachdem den Versuchstieren
entsprechende siRNA-Dosen mehrmalig appliziert wurden: Bartlett und Mitarbeiter
beispielsweise konnten nach dreimaliger spezifischer siRNA-Injektion (Anti-Luciferase-
siRNA) an drei aufeinanderfolgenden Tagen eine Abnahme des Signals in einem murinen
subkutanen Tumormodell (Neuro-2A-Luc Zellen) feststellen (34).

Fumitaka et al. gelang allerdings mit nur 25 pg Anti-Luciferase-siRNA pro Tier gekoppelt an
0,05 % Atelocollagen 24 Stunden nach einmaliger i.v. Applikation eine Erniedrigung des
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Biolumineszenzsignals bis zu 90 % in fast allen Knochenmetastasen eines Luciferase
exprimierenden Prostatakarzinom-Tumormodells (213). Dies verdeutlicht, wie wichtig ein
effektives Genvektorsystem ist, sodass auch mit geringeren Mengen an eingeschleuster
Nukleinsdure eine Wirkung erzielt werden kann. In vorliegender Arbeit wurde versucht mit
dhnlich geringer Dosierung (20 pg / Maus) durch den Einsatz von physikalischen
,Enhancern (Magnetfeld und Ultraschall) funktionellen Gentransfer zu erreichen.

Die beabsichtigte erhohte magnetische Anreicherung der siRNA-Magnetobubbles in der

rechten Lunge der Tiere bzw. siRNA-Freisetzung mittels Ultraschall und damit eine

verbesserte Wirkung der siRNA im eigenen Versuch (Versuch V) konnte nicht nachgewiesen
werden: In der mit spezifischer, gegen Luciferase gerichteten siRNA Behandlungsgruppe
waren die quantitativen Luciferasegehalte im Homogenisat der rechten, physikalisch
angesteuerten Lungenhélfte im Mittel grofer, als die der linken, nicht anvisierten
Lungenseite. Die unbehandelte Kontrollgruppe (nur Tumorwachstum) wies in der rechten
Lungenhilfte vergleichbar groe Luciferasegehalte auf. Griinde hierfiir kdnnten einerseits der
schon erwihnte Effekt der Schallausloschung durch Luft in den Alveolen bzw. noch nicht
optimierte Ultraschallparameter sein. Andererseits reicht evtl. die Magnetfeldstédrke nicht aus,
um im Blutstrom zirkulierende magnetische Mikrobldschen vermehrt in der Lunge

festzuhalten. Auch in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigt sich trotz Séttigung

der Microbubbles mit den ferromagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln keine vermehrte
Anreicherung in der magnetisierten Lungenhélfte im Vergleich zu der nicht mit Magnetfeld
behandelten Seite.

Bei Betrachtung der Ergebnisse (ex vivo) der Versuchsgruppe, die mit Kontroll-siRNA-
Microbubbles behandelt wurde, und damit eigentlich eine unspezifischen Sequenz der
Nukleinsdure (Negativkontrolle) erhalten hat, féllt dessen ca. 3,4-fach niedrigerer

Luciferasewert in der physikalisch angesteuerten rechten Lungenhilfte, verglichen mit der

linken Seite auf, der aber aufgrund groBer Standardabweichungen nicht signifikant ist. Im
ersten  Augenblick scheint die unspezifische siRNA einen Einfluss auf die
Reportergenexpression der Lungenmelanomzellen im Sinne einer Herunterregulierung

auszuiiben. Dagegen sprechen aber die gemessenen Enzymaktivititen in der gesamten Lunge

(in der Kontroll-siRNA-Gruppe am hochsten) bzw. die 6,4-fache Zunahme des
Biolumineszenzsignals innerhalb von 48 Stunden nach der Behandlung, die nur wenig unter

der Signalzunahme der unbehandelten Kontrollgruppe (7,3-fach) liegt.
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Ahnliche Ergebnisse ergeben sich auch durch den in vivo Versuch VI, bei dem spezifische

bzw. unspezifische siRNA-Magnetobubbles intravends in transgene, in allen Organen
Luciferase exprimierende Mause ohne Tumor injiziert wurden. Aufgrund der geringen Anzahl
der zur Verfiigung stehenden transgenen Tiere konnte keine echte Kontrollgruppe (ohne
siRNA-Magnetobubbleinjektion) gebildet werden, was die Interpretation dieser Ergebnisse
erheblich erschwert.

Die Tiere, die mit spezifischer siRNA-Sequenz behandelt wurden, weisen in fast allen
Organen (mit Ausnahme des linken Lungenfliigels) hohere Reportergenexpression (Messung
ex vivo) auf, verglichen mit der Genexpression der Kontrollgruppe (unspezifische Kontroll-
siRNA). Wiahrend eine Herunterregulierung der Luciferaseexpression in der angesteuerten
Lunge mit Anti-Luciferase-siRNA-Magnetobubbles nicht gelingt, scheint es in dieser
Behandlungsgruppe in den anderen Organen (Herz, Leber, Milz, Niere) zu einer
Uberexpression des Reportergens zu kommen, verglichen zur Kontrollgruppe, womdglich
durch Anschalten des Luciferasegens. Li et al. verdffentlichten 2006 umstrittene Ergebnisse in
denen von einer positiven Interferenz, sprich einer Aktivierung von Genen durch siRNAs die
Rede ist (113): 21 Basenpaar lange, chemisch synthetisierte doppelstringige siRNA-
Molekiile, deren Sequenz auf unterschiedliche Promotorregionen von humanen Genen zielten
(E-Cadherin, p21 und VEGF), fiihrten nach Transfektion von humanen Zelllinien zu lang
anhaltender und sequenzspezifischer Induktion der Zielgene, anstatt zu deren Stilllegung. Der
dazugehorige molekulare Mechanismus ist noch nicht vollstindig geklirt. Das involvierte
Enzym ist noch dasselbe wie bei der RNA-Interferenz, danach scheint die RNA-Aktivierung
aber auf die molekulare Verpackung der Gene (wichtig fiir deren Abschaltung) einen Effekt
auszuiiben im Sinne einer Zerstorung jener kleinen RNA-Molekiile, die zusammen mit
Proteinen die Gensequenzen als Packmaterial umgeben (113). Kritiker dieser Theorie
vertreten die Meinung, dass die Aktivierung von Genen nur ein indirekter Effekt einer
typischen RNA-Interferenz sei: Die siRNA konnte auch zufillig die Produktion eines Proteins
RNA-Interferenz-méafig unterbinden, das die untersuchten Gene normalerweise ausschaltet
(Hemmung eines Hemmstoffes = Aktivierung).

Eine andere Auslegung der Ergebnisse des in vivo Versuches VI wire anstatt einer
Genaktivierung durch die spezifische siRNA, eine Regulierung des Reportergens durch die
unspezifische Kontroll-siRNA (s. Versuch V) und folglich eine erniedrigte Expressionsrate

der Luciferase in dieser Behandlungsruppe (v.a. in der angesteuerten rechten Lungenhilfte).

Wie im Versuch V sind die Luciferasegehalte beider Gruppen in der gesamten Lunge jedoch
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auch hier fast identisch und von grofen Varianzen gepréigt. Ohne echte Kontrollgruppe sind

letztere Aussagen vielmehr spekulativ und nicht beweisbar.

Bei Vergleich der Biolumineszenzdaten, gemessen 48 Stunden nach siRNA-Microbubble
Applikation, und der Luciferasegehalte in der gesamten Lunge nach Homogenisierung (ex

vivo) im in vivo Versuch V lidsst sich eine positive Korrelation beider Messmethoden

feststellen. Lediglich einzelne Tiere aus der mit Kontroll-siRNA-Microbubbles behandelten
Gruppe zeigen Diskrepanzen beider Messmethoden. Die Durchschnittswerte der Messungen
beider Methoden jedoch korrelieren in allen drei Behandlungsgruppen miteinander. Dies
macht die in vivo Biolumineszenzmessung, neben der prizisen aber invasiven Messung der
Gewebehomogenisate im Luminometer, zu einem leistungsstarken und ebenso genauen

Verfahren bei der Analyse der Effizienz von Genvektorsystemen.

4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Das Konzept eines Magnetobubble vermittelteten Gentransfers konnte in vitro als erfolgreich
bewertet werden, obwohl die Magnetofektionsmethode der erstgenannten Technologie
iiberlegen war. Eine Verbesserung der Gentransfer-Effektivitit in vivo konnte durch
Optimierung der Ultraschallparameter bzw. durch die Erhohung der eingesetzten Menge an
siRNA und / oder Erhdhung der Frequenz der Nukleinsdureapplikation erzielt werden.
Desweiteren wire es denkbar, durch Modifikation der Hauptkomponenten der Microbubbles
(evt. auch der Oberfliche/Hiille durch beispielsweise PEG oder Rezeptorliganden) die
Ultraschallsensitivitdt, Biokompatibilitit (Groe) und Effektivitit des Genvektors zu
verbessern.

Das etablierte, stabil Reportergen exprimierende Tumormodell bietet aufgrund der Tatsache,
die Entwicklung der Genexpression ,online“ am lebenden Tier in selbst gewéhlten
Zeitabstinden verfolgen zu konnen, eine gute Grundlage flir gentherapeutische Zielsetzungen
bzw. Fragestellungen. In vorliegendem Fall erwies sich dieses Lungentumormodell allerdings
als wenig geeignet fiir die Uberpriifung des Potenzials des neuartigen Konzepts der
spezifischen Nukleinsdureaktivierung des Genvektors mittels Ultraschall, da die vorhandene
Luft innerhalb der Alveolen wahrscheinlich zu einer Schallausloschung fiihrte. Alternative
Tumor- oder Erkrankungsmodelle wéiren vonnéten, um die Effektivitit dieses
vielversprechenden Ansatzes weiter zu evaluieren. Die Blutgefiineubildung mittels

transferierter GefaBwachstumsfaktoren in Ischdmiegebieten oder die Unterdriickung dieser
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mit spezifischen siRNAs im Tumorareal sind beispielsweise durch ihre gute Zuginglichkeit
denkbare Einsatzgebiete der Magnetobubbletechnologie in der Zukuntt.

Wenn es gelingt, den innovativen Vektor aktiv physikalisch in einem Zielgewebe
anzureichern und damit die Mindestdosis des aktiven Agens zu minimieren und so mogliche
Nebenwirkungen zu reduzieren, ergeben sich weitere potenzielle Anwendungsmdglichkeiten
der Microbubbles, die jetzt schon erfolgreich (aber ohne aktive Steuerbarkeit von auflen) als
Kontrastmittel auf dem Markt bestehen: Anstatt der transportierten Nukleinsdure (Plasmide
oder siRNAs) konnten beispielsweise Arzneimittel wie Antibiotika oder Zytostatika
zielgerichtet in infektiose bzw. tumordse Areale geschleust und dort mit Ultraschall aktiviert
werden. Ein Bedarf an derartigen Pharmaprodukten besteht zur Zeit nicht nur durch die
wachsende Anzahl an Krebspatienten, deren Tumore zum Teil nur schwer oder {iberhaupt
nicht chirurgisch zuginglich sind, sondern z. B auch durch an Mukoviszidose erkrankten
Patienten, deren Leiden erheblich durch immer wiederkehrende bronchopulmonale

Infektionen vergroBert werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Obwohl fiir den nicht-viralen Gentransfer in vitro inzwischen effektive Vektoren entwickelt
wurden, bleibt die Etablierung biokompatibler, zielgerichteter und effizienter Genvektoren fiir
systemische in vivo Anwendungen weiter eine Herausforderung mit erheblichen Hiirden. Ziel
dieser Arbeit war die Etablierung und Nutzung eines murinen Lungentumormodells zur
Untersuchung von ortsspezifischer magnetischer Deposition und ultraschallinduzierter
Freisetzung von siRNA in der Lunge. Als Genvektoren dienten magnetische Microbubbles,
gasgeflillte Mikrobldschen mit superparamagnetischen Eisenpartikeln in ihrer Lipidhiille, die
so durch ein Magnetfeld von auBlen lenkbar sind. Durch Kombination mit einer zweiten
physikalischen Kraft, dem Ultraschall, sollte eine lokale Nukleinsdureaktivierung durch das
Platzen des Genvektors und Freisetzung der siRNA im rechten Lungenfliigel der Maus
erfolgen. Alle Versuche wurden mit dem Reportergen, kodierend fiir das Enzym Luciferase,
durchgefiihrt. Die Evaluierung einer erfolgreichen siRNA-Transfektion nach systemischer
Magnetobubbleapplikation erfolgte anhand des Expressionslevels des eingesetzten
Reportergens in vivo (Biolumineszenz) und ex vivo (Lumineszenz in der entnommenen
Lunge).

Nach viraler (retroviraler bzw. lentiviraler) Transduktion von B16F10-Melanomzellen mit
dem Reportergen wurden diese Zellen zunichst auf ihre Expressionsstabilitit und ihrem
Verhalten unter verschiedenen Zellkulturbedingungen (Ablosereagenz, Transportmedium)
untersucht und schlieBlich in vitro mit siRNA transfiziert: Dies erfolgte vergleichend mit zwei
verschiedene Methoden, der Magnetofektion bzw. der Magnetobubbletechnologie. Fiir die
eigentliche Etablierung des murinen Tumormodells wurde das Tumorwachstum nach
Applikation zweier verschiedener Zellzahlen (stabil Luciferase exprimierende B16F10-
Zellen) evaluiert und die Genexpression mittels optischen Imagingsystems verfolgt. Auf diese
Weise wurde ein therapeutisches Zeitfenster fiir die intervenierende siRNA-Applikation
gefunden. AnschlieBende Verteilungsstudien sollten Aufschluss geben iiber die bevorzugte
Deposition des innovativen Genvektors und dessen physikalische Beeinflussung durch ein
externes Magnetfeld bzw. Ultraschall. Schlieflich galt es zu zeigen, ob ein derartiges
Genvektorsystem nach systemischer Verabreichung in der Lage ist, spezifische siRNA
funktionell in Luciferase exprimierende Lungenmetastasen einzuschleusen, d.h. eine
Erniedrigung der Reportergenexpression in vivo zu erzielen. Folgende Ergebnisse wurden

dabei erzielt:
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Stabil  Reportergen  exprimierende = Melanomzellen konnten in  vitro  durch
Magnetobubbletechnologie funktionell, dosisabhingig und reversibel mit siRNA transfiziert
werden. Eine erhoffte Verbesserung der Effektivitit dieses Genvektors verglichen mit der
Magnetofektionsmethode zeigte sich nicht. Es wurde ein stabil exprimierendes Tumormodell
in der Maus geschaffen, das es erlaubt therapeutische oder regulatorische Eingriffe auf
genetischer Ebene ,,online“ am lebenden Tier zu verfolgen. Der neuartige Genvektor
deponierte in vivo zu einem erheblichen Anteil in den Kapillaren der Lunge, nicht zuletzt
bedingt durch seine GroBe. Allerdings gelang ein funktioneller Gentransfer in die Lunge im
Sinne einer  Herunterregulierung der  Genexpression  nach systemischer
Magnetobubbleapplikation nicht. Eine mdglicherweise stattgefundene Interferenz der siRNA
mit der zelluliren mRNA war in dem gewihlten Tumormodell nicht ausgeprigt genug, um
eine signifikante Erniedrigung der Reportergenexpression zu bewirken. Die eingesetzten
Ultraschallparameter fiihrten in vivo nicht zu einer lokalen Aktivierung des Genvektors
(Platzen der Mikrobldschen). Eine gute magnetische Anreicherung durch ein duBeres
Magnetfeld des voll mit Nanopartikeln beladenenen Genvektors gelang in vitro, war jedoch in
vivo nicht eindeutig moglich, wahrscheinlich bedingt durch die hier vorherrschende hohe

Blutflussgeschwindigkeit.
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Establishment of a murine lung tumor model for evaluation of local magnetic deposition

and ultrasound-mediated release of siRNA

Effective non viral gene vectors for in vitro gene transfer have been developed recently.
Nevertheless, the establishment of biocompatible, specific and efficient gene vectors for
systemic in vivo administration still remains a formidable challenge. The intention of this
study was establish a murine lung cancer model and to examine the locally specific magnetic
deposition and ultrasound-mediated release of siRNA into the lung. The gene vectors used
were magnetic microbubbles, i.e. gas filled bubbles with superparamagnetic iron
nanoparticles in their shell, which respond to an external magnetic field. Combining this
method with a second physical force (ultrasound), a local activation of nucleic acid by
bursting the micro- bubbles and a subsequent release of siRNA into the right lung lobe of the
mice was attempted. All experiments were carried out using a reporter gene coding the
enzyme Luciferase. The confirmation of a successful siRNA transfection after systemic
application of the magnetobubbles was achieved by assessing the in vivo (by
bioluminescence) and ex vivo (luminescent signal in the removed lungs) level of expression
of the reporter gene.

After viral (retroviral or lentiviral) transduction of B16F10-melanoma cells with the reporter
gene, all cells were tested for stability of the gene expression. In addition, their behaviour
under different conditions in cell culture (cell detachement, suitable transport medium) was
examined. Afterwards, the cells were transfected in vitro with siRNA. The transfection was
performed using two different methods, magnetofection and magnetobubble technology. The
tumor model was established by investigation of tumor growth after application of two
different cell doses (stable expressing B16F10-cells) and observation of the gene expression
using an optical imaging system. Through this approach a therapeutic time-window for future
siRNA-application could be found. Subsequent biodistribution studies provided insight into
the preferred deposition mechanisms of the innovative gene vector and into its physical
manipulation by external magnetic fields and ultrasound, respectively. Finally it was
necessary to show whether such a gene vector system can introduce specific siRNA
functionally in lung metastases expressing Luciferase through systemic application and
therefore decrease in vivo expression of the reporter gene. The following results were

obtained:
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Melanoma cells stably expressing the reporter gene could be sucessfully transfected with
siRNA in vitro in a dose dependent and reversible manner via magnetobubbles. An
improvement of the efficiency of this gene vector in comparison to magnetofection was not
found. Nevertheless, a stably expressing mouse tumor model was created which allows the
online observation of therapeutic or genetic regulatory interventions in living animals. The
novel gene vector in vivo deposited a considerable fraction into the lung capillaries, which is
mainly due to its big size. However, a functional gene transfer into the lung (i.e. a down
regulation of gene expression after systemic magnetobubble application) could not be
demonstrated. A possible interference of siRNA with cellular mRNA, which would cause a
significant down regulation in reporter gene expression, could not be clearly identified. The
parameters of the application of ultrasound used here did not lead to an activation of the gene
vector (bursting of bubbles) although there were positive signs of this in vitro. A substantial
enrichment of the gene vectors fully loaded with nanoparticles by the external magnetic force
could be demonstrated in vitro. It could not be demonstrated clearly in vivo, probably due to

the high blood flow rate present in this case.
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8 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN MEDIEN UND PUFFER

Citric Saline 10 %: fiir die Zellkultur
50 g Kaliumchlorid

22 g Trisodium-Citrat

ad 500 ml H,O

Dulbecco’s MEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium): fiir die Zellkultur
Fa. Biochrom KG, Berlin

3,7 g/l NaHCOs3

4,5 g/l D-Glucose

1,028 g/l N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamine-Na-Pyruvat

Fotales Kilberserum: fur die Zellkultur

Fetal Bovine Serum , Fa. Biochrom KG, Berlin

Luciferase Substrat Puffer: fiir die Zellkultur
9,2 ¢/l DTT

IM MgS0O4

50mM ATP

35 uM Luciferin

Lyse-Puffer: fiir die Probenaufbereitung

0,5 % Triton X-100

20 mM Tris-HCl pH 8,0 / 7,4

137 mM NacCl

2mM EDTA

auf 10 ml 1 Tablette Combi Aprotinin und PMSF

(Complete® , Mini EDTA-free, Boehringer Mannheim, Mannheim)

Microbubble - Puffer: zur Herstellung der Microbubbles
8 ml 0,9% NaCl

1 ml Glycerin

1 ml Propylenglycol
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PBS (1x) - Dulbecco: fiir die Zellkultur
Phosphate buffered saline
Fa. Biochrom KG, Berlin

Penicillin/Streptomycin: fiir die Zellkultur
Fa. Biochrom KG, Berlin

10000 U Penicillin

10000 pg/ml Streptomycin

Qiagen Puffer: zur Herstellung einer 20uM siRNA Losung
Qiagen GmbH, Hilden

Trypsin/EDTA-Solution: fiir die Zellkultur
Fa. Biochrom KG, Berlin

0,25 % Trypsin

0,02 % EDTA

in PBS w/o
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