4. Diskussion

4.1 Einfluss des NLS-Peptids auf den Transfektionsmechanismus

Korrelation der physikochemischen Eigenschaften der DNA-Komplexe mit der Transfektion-
seffizienz

Peptidische NLS-Sequenzen werden seit einigen Jahren in nicht-viralen Gentransfersystemen
verwendet, um den Transfer der exogenen DNA in den Zellkern zu erleichtern. Die Aussage-
kraft der bisherigen, zahlreichen publizierten Untersuchungen ist jedoch oftmals durch das
Fehlen von kritischen Experimenten mit geeigneten NLS-Kontrollsequenzen sowie durch eine
unzureichende Charakterisierung des Wirkungsmechanismus des Peptids wéhrend des Trans-

fektionsvorgangs gemindert.

Verwendetes Peptid NLS" VN CYC Abb

Peptid/DNA-Ladungsverhéltnis | 0.8 1.5 3.0 | 0.8 1.5 3.0 0.8 1.5 3.0 ’

Transfektionseffizienz + T+ + +++ ++ + +=+ + + 4

Komplexierungsgrad der = 80 % =~ 80 % >~ 80 % 5

DNA

C-Potential - 0+ -+ + 0o + + 6

Scheinbare GroBie (PCS) (+) ++ + |+ + +=+ + + 9
I

TEM-GroBe +) ++ + +++ + + +=+ + o+ 9

Relative Kompaktheit ++ |+ + 9

Aggregationsrate bei maxi- _ _ _

maler Transfektionseffizienz TR=15) TH(R=08) T(R=08) 12

Relative Kondensiemngsefﬁ- + B . el . 10
11 | zienz (salzfreie Bedingungen)

DNA-Kondensierungsgrad + 4+ | | ] 1]

Tabelle 6: Ubersicht der untersuchten physikochemischen Eigenschaften der Peptid/DNA-Komplexe mit
den angegebenen Peptiden und eingesetzten Peptid/DNA-Ladungsverhiltnissen (R) und Vergleich mit der
Transfektionseffizienz.

Die in den Abbildungen 4-6 und 9-12 gezeigten Ergebnisse wurden hier qualitativ zusammengefasst. Die Para-
meter sind als makroskopische (I) oder intrinsische (II) Eigenschaften der Komplexe aufgeteilt. Die graue Schat-
tierung hebt den Bereich hervor, in dem die Transfektionseffizienz bei jedem Peptid am hochsten war. Ein (+)
bedeutet weniger als ein ,,+.

Deutlich erkennbar ist der Einfluss des verwendeten Peptids sowie des Peptid/DNA-Ladungsverhiltnisses auf
die physikochemischen Eigenschaften der resultierenden Komplexe. Die GroBe und die Kompaktheit waren
schlieBlich die entscheidenden Parameter fiir die Transfektionseffizienz der Komplexe.
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Insbesondere konnen unspezifische Effekte der eingesetzten NLS-Peptide nicht ausgeschlos-
sen werden, so daB3 die angestrebte Verbesserung des Transfektionssystems durch einen akti-
ven Kernimport des Vektors in Frage gestellt ist.

Ein wesentliches Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung des Aggregations-
verhaltens von NLS-Peptid/ DNA-Komplexen als entscheidender Faktor fiir ihre in vitro-
Transfektionseffizienz in HCT 116-Zellen. Tabelle 6 fasst die untersuchten physikochemi-
schen Eigenschaften der Komplexe qualitativ zusammen und stellt sie der jeweiligen Trans-
fektionseffizienz gegeniiber. Wie zu sehen ist, ergab sich durch die Verwendung von drei
Peptiden bei jeweils unterschiedlichen Peptid/DNA-Ladungsverhéltnissen eine Untersuchung
von Komplexen mit unterschiedlichen Eigenschaften. Unter den experimentellen Bedingun-
gen war die DNA in allen Fillen vollstdndig in Komplexen verpackt, so daB3 die untersuchten
Komplex-Mischungen dieselbe DNA-Menge von 2 pg enthielten. Folglich beruhen die Unter-
schiede in den untersuchten Messgrofen, insbesondere in der Transfektionseffizienz, entwe-
der auf einer spezifischen Wirkung des NLS oder auf den besonderen physikochemischen
Eigenschaften der Komplexe. In der Gegeniiberstellung der Ergebnisse ist auffallend, daf3 bei
allen drei Peptiden die jeweilige maximale Transfektionseffizienz bei dem Ladungsverhéltnis
erreicht ist, bei dem die groBten und kompaktesten Aggregate generiert wurden. Die prado-
minante Rolle der Aggregatgro3e bleibt auch in dem Vergleich zwischen den Peptiden beste-
hen: Mit dem VN-Peptid wurden die grofiten Aggregate beobachtet und gleichzeitig die hoch-
ste Transfektionseffizienz gemessen. Dieses Ergebnis wurde sowohl durch PCS-Messungen
als auch durch TEM-Untersuchungen gefunden und schlieBlich in der Ermittlung der relativen
Aggregationsrate bestétigt. Dies bedeutet, da3 die Wahl des NLS sowie des Peptid/DNA-
Ladungsverhiltnisses die Transfektionseffizienz des Systems hauptsichlich iiber die Aggre-
gatgrofle und somit iliber die internalisierte DNA-Menge pro Aggregat bestimmen. Da diese
proportional zum Aggregatvolumen ist, ldsst sich der Zusammenhang zwischen der Transfek-
tionseffizienz und der DNA-Menge durch Berechnung des scheinbaren Volumens V; analy-
sieren. Somit ist Vg = 714/3(DS/2)3 , mit Dy = durch PCS ermittelter scheinbarer Durchmesser.
Abbildung 23A zeigt die Reportergenexpression in Abhangigkeit des scheinbaren Volumens
bei den verwendeten Peptid/ DNA-Komplexen. Insgesamt ergibt sich durch die Verwendung
der drei Peptide bei vier verschiedenen Ladungsverhiltnissen eine Population aus 12 Mess-
punkten. Klar erkennbar ist der lineare Zusammenhang zwischen den beiden Messgrof3en.
Zum Vergleich ist in Abbildung 23B die Reportergenexpression in Abhingigkeit des (-

Potentials dargestellt. Ein linearer Verlauf besteht hier nicht.
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Abbildung 23: Zusammenhang zwischen der Reportergenexpression und des scheinbaren Aggregatvolu-
mens bzw. des C-Potentials der jeweiligen Peptid/DNA-Komplexe.

Diese drei MessgroBlen wurden jeweils in den Abbildungen 4A, 9A und 6 in Abhéngigkeit vom eingesetzten
Peptid/DNA-Ladungsverhiltniss bereits dargestellt. Beriicksichtigt sind hier die Peptide NLS', VN und CYC bei
den Ladungsverhiltnissen von 0.8, 1, 1.5 und 3. A: Reportergenexpression versus scheinbares Aggregatvolumen
ausgehend von den PCS-Messungen. Die eingekreisten Punkte entsprechen Aggregaten mit einer relativ gerin-
gen Kompaktheit. B: Reportergenexpression versus (-Potential. Zwei simultan erhaltene. Messwerte, die in
Abbildung 6 als Doppelbalken dargestellt sind, wurden hier gemittelt. Im Falle eines einzigen Messwertes wurde
dieser halbiert.
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Es sei hier angemerkt, daf die C-Potentialmessungen in den meisten Féllen zwei Messwerte
hervorbrachten (siche Abbildung 6). In Abbildung 23B ist das Gesamtpotential der jeweiligen
Komplexldsung durch Bildung des Mittelwertes dargestellt. Das Vorhandensein einer im &-
Potential heterogenen Population von Partikeln erscheint a priori in dem Peptid/DNA-
Zweikomponentensystem iiberraschend. Eine mdgliche Erkldrung ergibt sich jedoch aus einer
kooperativen Bindung des Peptids an die DNA. Diese ist beispielsweise zwischen Polylysin
und Plasmid-DNA beschrieben worden (98) und fiihrt unter bestimmten Bedingungen zur
Generierung von stark kondensierten DNA-Partikeln und gleichzeitig zu freien DNA-
Molekiilen, an denen offensichtlich nur wenig Polylysin gebunden ist. Ubertragen auf die K ¢-
NLS-Peptide wiirde eine kooperative Bindung bedeuten, dafl eine Mischung mit lokalen
Schwankungen in den Peptid/DNA-Ladungsverhiltnissen entsteht. Nach vollstindiger Kon-
densierung der DNA wiirden daraus Komplexe mit unterschiedlichen {-Potentialen resultie-
ren. In manchen Fillen wurden auBBerdem Mischungen mit entgegengesetzt geladenen Kom-
plexen beobachtet, die aufgrund der elektrostatischen Anziehungskrifte ko-aggregieren miiss-
ten. Tatsdchlich aber muss beriicksichtigt werden, daf3 die Aggregation ein dynamischer Pro-
zess ist, der u.a. von kinetischen Parametern abhéngt (99). Zu denen gehdren sowohl die Dif-
fusionsrate der Partikel als auch hydrodynamische Wechselwirkungen. In den PCS-
Messungen zeigte die Aggregationskinetik iiber drei Stunden ein kontinuierliches Ansteigen
der Aggregatgrofle (Abbildung 12). Das C-Potential wurde hingegen nach 30 Minuten gemes-
sen, also zu einem Zeitpunkt von deutlicher kolloidalen Instabilitdt der Mischung. Vermutlich
erfolgt eine Neutralisierung entgegengesetzt geladener Partikel erst nach spéaterer Inkubati-
onszeit. Dariiber hinaus ist bekannt, dafl Partikel, die zwar eine entgegengesetzte Ladung,
aber unterschiedliche Oberflachenladungsdichten aufweisen, bei einem geringem Partikelab-
stand elektrostatische AbstoBungskrifte erfahren (99). Die Ursache dafiir liegt in den unter-
schiedlichen diffusen Gegenionenschichten. Ein direkter Kontakt zwischen zwei Partikeln
resultiert in einem Freisetzen von innerhalb der Kontaktregion interagierenden Gegenionen.
Bei ungleichen Ladungsdichten hingegen akkumulieren zwischen den beiden Oberflichen
iiberschiissige Gegenionen des Partikels mit dem hoheren Oberflichenpotential und es kommt
zu einer elektrostatischen Abstofung zwischen diesen Gegenionen und den Oberfldchenla-
dungen des zweiten Partikels. Zusammengenommen konnten durch die kooperative Wech-
selwirkung zwischen Peptiden und DNA und einem AbstoBungseffekt von Partikeln entge-
gengesetzter Oberflichenladung die gleichzeitige Beobachtung von Partikeln mit umgekehr-

tem C-Potential erklédrt werden.
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Eine Korrelation zwischen Messgrof3en lésst sich ferner durch die Berechnung des Korrelati-
onskoeffizienten quantifizieren. Tabelle 7 zeigt die jeweiligen Korrelationskoeffizienten zwi-
schen verschiedenen Parametern und der Transfektionseffizienz. Wie zu sehen ist, besteht im
Falle des scheinbaren Volumens der Aggregate mit einem Korrelationskoeffizient von 0.88
eine hohe Korrelation zu der Transfektionseffizienz. Hingegen gibt es unter den experimentel-
len Bedingungen nur eine geringe Korrelation zu dem C-Potential sowie dem DNA-
Kondensierungsgrad. Letztere wurden in anderen publizierten Arbeiten als wichtige Parame-

ter fiir die Optimierung von Gentransfersystemen identifiziert (100) .

Messgrofle Korrelationskoeffizient Ir|
C-Potential 0.29
Scheinbares Volumen (PCS) 0.88
DNA-Kondensierungsgrad 0.46

Tabelle 7: Korrelationsanalyse zwischen physikochemischen Eigenschaften
der Komplexe und der Transfektionseffizienz in HCT 116-Zellen.

Der Korrelationskoeffizient wurde nach Pearson berechnet. Die zur Berechnung
verwendeten Peptid/DNA-Komplexe sind in der Legende der Abbildung 23b
vermerkt. Fiir den DNA-Kondensierungsgrad wurden Werte verwendet, die
bereits in Abbildung 11 dargestellt wurden.

Zusitzlich zur Grofle wurde die Kompaktheit der Aggregate als weiterer, wichtiger morpho-
logischer Parameter wihrend der TEM-Untersuchungen identifiziert (siche Tabelle 6). So
wurden bei hoheren positiven Ladungsiiberschiissen weniger kompakte Strukturen gefunden.
In Abbildung 23A sind die entsprechenden Punkte dieser Aggregate eingekreist. Auffallend
ist, daB sie trotz ihrer relativ hohen Gréfle im Vergleich zu den anderen Aggregaten eine rela-
tiv geringe Transfektionseffizienz bewirkten. Fiir eine exaktere Korrelation der Kompaktheit
mit der Transfektionseffizienz miisste zusitzlich eine quantitative Methode, wie die Berech-
nung der Masse durch statische Lichtstreuung, verwendet werden. Zusammengefasst beweist
diese Analyse, da3 eine Optimierung des Systems darauf hinauslief, durch Erhéhung der Gro-
e und vermutlich der Kompaktheit der Aggregate, moglichst viel DNA in einem Komplex zu
verpacken. Dadurch kénnten limitierende Faktoren des Gentransfermechanismus, wie Abbau-
prozesse und relativ ineffiziente Transportvorginge, kompensiert werden. Ein wichtiges Er-
gebnis dieser Arbeit ist, daB das Aggregationsverhalten der Komplexe neben dem Pep-

tid/DNA-Ladungsverhiltnis von der eingesetzten NLS-Sequenz bzw. Kontrollsequenz beein-
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flusst wurde. Fiir die Optimierung des Transfektionssystems bedeutet dies also einen unspezi-
fischen, aber sequenzabhingigen Effekt des Signalpeptids auf den Transfektionsvorgang. Tat-
sdchlich aber beeinflusste die Peptidsequenz nicht nur die Grée und die Kompaktheit der
Komplexe, sondern auch die iibrigen untersuchten Parameter wie den relativen Kondensie-
rungsgrad und das (-Potential. Vergleichsexperimente mit den relativ stark HSPG-
exprimierenden N64-Zellen hatten gezeigt, daB3 positiver geladene Komplexe trotz ihrer ge-
ringeren Grofle und Kompaktheit mit dieser Zellinie transfektionseffizienter waren (Abbil-
dungen 7 und 8). Die dominierende Rolle der GroBe und Kompaktheit liegt vermutlich an der
besonderen Wahl des Transfektionssystems sowie der verwendeten HCT 116 Zellinie in vitro.
Dies bedeutet, da3 mit einem unterschiedlichem System vermutlich andere physikochemische
Eigenschaften entscheidend gewesen wéren und ein entsprechend anderes Peptid als das VN

hitte die hochste Transfektionseffizienz bewirkt.

Aus dieser Erkenntnis folgt, daB unspezifische Interaktionen zwischen dem Signalpeptid und
dem Transfektionssystem in Optimierungsprozessen des nicht-viralen Gentransfers beriick-
sichtigt werden miissen. Trotz der beachtlichen Anzahl publizierter Studien {iber die Verwen-
dung von NLS-Peptiden in nicht-viralen Gentransfersystemen fehlt dieser Aspekt bislang wei-
testgehend. Lediglich zwei Studien von Chan und anderen Autoren (58, 59), in denen das
NLS {iber Polylysin an die DNA gekoppelt wurde, beinhalten Vergleichsexperimente mit ver-
schiedenen eingesetzten Lysin/DNA-Ladungsverhéltnissen und unterschiedlichen Transfekti-
onssystemen. Der Effekt des Ladungsverhéltnisses auf die Morphologie der Komplexe wurde
zwar erldutert, jedoch fehlte eine genauere Untersuchung der physikochemischen Eigenschaf-
ten des Systems sowie ihres Einflusses auf die Transfektionseffizienz. In der vorliegenden
Arbeit wurde versucht, diese Liicke zu schlielen und dariiber hinaus die Signalpeptidsequenz
als weitere EinflussgrofBe auf die physikochemischen Eigenschaften der Komplexe zu be-
trachten. Im Folgenden wird versucht, aufgrund der erhaltenen Messergebnisse diesen Aspekt

ndher zu analysieren.

DLVO-Theorie und Wechselwirkungen des Peptids mit dem Transfektionssystem

Das Aggregationsverhalten von Partikeln kann durch die Theorie von Derjaguin, Verwey,
Landau und Overbeek (DLVO-Theorie) beschrieben werden (90, 99). Dieser Theorie nach
wird die Aggregation durch anziehende van der Waals-Wechselwirkungen und abstof3ende
elektrostatische Wechselwirkungen aufgrund der elektrischen Doppelschicht von geladenen

Partikeln bestimmt. Uberwiegen die elektrostatischen AbstoBungskriifte, so sind die Partikel
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kolloidal stabil. Ist hingegen das Oberflichenpotential reduziert oder die Ausdehnung der
diffusen Schicht durch Erh6hung der Ionenstirke verringert, so kommt es zu einer Annéhe-
rung der Partikel bis zu einem relativ geringen Abstand, in dem die van der Waals-
Wechselwirkungen dominieren. Als Resultat aggregieren die Partikel. Im Falle von DNA-
Komplexen ist anzumerken, dal mit steigender Salzkonzentration der DNA-
Kondensierungsgrad abnimmt. Dies fithrt zu einer zusétzlichen Parikelexpansion. Ab einer
kritischen Salzkonzentration 16st sich das kondensierende Agens von der DNA. Tatsdchlich
wird mit DNA-Komplexen die hochste Aggregationsrate unter physiologischen Salzbedin-
gungen beobachtet. Aus der DLVO-Theorie folgt somit, da3 mit ladungsneutralen Partikeln
die Aggregationsrate maximal ist. In Abbildung 24 sind Partikelgrofle und C-Potential in Ab-
hiangigkeit vom eingesetzten Peptid/DNA-Ladnungsverhiltnisses mit den drei Peptiden dar-
gestellt. Wie deutlich erkennbar, ist mit dem NLS'-Peptid die maximale GroBe erreicht, wenn
das C-Potential gleichzeitig etwa gleich null ist. Bei zunehmendem negativem oder positivem
C-Potential nimmt die GroBe ab. Dieser Verlauf verifiziert ginzlich die DLVO-Theorie. Mit
dem CYC-Peptid ist ein dhnlicher Zusammenhang erkennbar. Auch in diesem Fall wurden die
groBiten Aggregate bei einem (-Potential von etwa null gemessen. Bei steigendem C-Potential
verringerte sich die scheinbare GroBe. Diese Ergebnisse bedeuten, da3 sich das Aggregati-
onsverhalten lediglich aus dem Gleichgewicht zwischen van der Waals-Anziehungskréften
und elektrostatischen AbstoBungskriften ergab. Auffallend ist auBerdem, daB3 die absoluten
Messwerte ungefihr iibereinstimmten. So betrug die maximale Aggregatgrole bei beiden
Peptiden etwa 1300 nm. Bei einem C-Potential von etwa +15 mV wurde eine GroBe von etwa
1100 nm gemessen. Daraus ldsst sich schlieen, daB3 mit beiden Peptiden die resultierenden
Komplexe dhnliche Aggregationsraten aufwiesen. Folglich ist anzunehmen, daB sie &hnliche
PartikelgroBen, Oberflichenstrukturen, Loslichkeiten und Polydispersititen besallen. Trotz
dieser auffilligen Ahnlichkeiten unterschieden sich die beiden Peptide drastisch in dem ein-
gesetzten Peptid/DNA-Ladungsverhéltnis, bei dem Ladungsneutralitit erreicht war. Beim
NLS" betrug dieser 1.5, beim CYC hingegen 0.8. In anderen verdffentlichten Studien mit Po-
lyplexen und Lipoplexen lag dieser iiblicherweise bei eins. Ein hoherer Wert konnte ein Hin-
weis dafiir sein, da3 entweder der Protonisierungsgrad der basischen Reste des Polykations
nicht vollstindig ist oder nur eine Fraktion des eingesetzten Peptids die DNA bindet. Dies

konnte mit dem NLS' der Fall gewesen sein.
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Abbildung 24: Effekt des Peptid/DNA-Ladungsverhiiltnisses auf die Grofie (PCS) und das £-Potential der
Aggregate in Abhiingigkeit des verwendeten Peptids.

Diese Diagramme sind eine andere Darstellung der Ergebnisse, die bereits in den Abbildungen 6 und 9A gezeigt
wurden. Besonders deutlich wird der Zusammenhang zwischen Groe und C-Potential und der Einfluss der Pep-
tidsequenz auf die beiden Messgrofien.
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Um diese Frage zu kldren, miissten Bindungsstudien durchgefiihrt werden, die die Ermittlung
des Anteils an nicht-gebundenem Peptid erméglichen. Desweiteren ist auffallend, daB3 mit
dem CYC-Peptid im Vergleich zum NLS™ etwa halb so viele Peptidladungen notwendig wa-
ren, um Ladungsneutralitit zu erzielen. Bezogen auf die eingesetzte Peptidmenge betragt die-
ser Faktor 0.6. Dies kann nur durch eine hohere Bindungsaffinitit des CYC-Peptids zur DNA,
vermutlich aufgrund der zwei zusitzlichen positiven Ladungen im Vergleich zum NLS", er-
klart werden. Dieses Ergebnis stimmt mit einer publizierten Untersuchung iiberein, die den
starken Einfluss der Ladung eines kationischen Peptids auf die physikochemischen Eigen-
schaften von DNA-Komplexen belegte (100). Die besondere Bedeutung liegt darin, daf die
NLS-Sequenz aufgrund ihrer kationischen Reste direkt an der Bindung des K16-NLS-Peptids
an die DNA und somit an der Komplexbildung beteiligt sein muss. Desweiteren ist festzuhal-
ten, dafl beim CYC-Peptid insgesamt ladungsneutrale Komplexe beobachtet wurden, obwohl
ein leichter negativer Ladungsiiberschuss eingesetzt wurde. Dies konnte einerseits bedeuten,
daB3 unter diesen Bedingungen aufgrund eines kooperativen Effekts noch ungebundene DNA-
Molekiile in der Losung vorhanden waren. Da beim Ladungsverhiltnis von 0.8 der maximale
Komplexierungsgrad bereits erreicht war (Abbildung 5), kann diese Hypothese ausgeschlos-
sen werden. Eine andere Erkldrung wire vielmehr, dall in dem Komplex eine heterogene La-
dungsverteilung herrscht. Vermutlich ist die DNA bereits bei einem geringerem Ladungsver-
hiltnis vollstindig kondensiert. Die dariiber hinaus gebundenen Peptide konnten sich daher
im Randbereich des Partikels anlagern und an der Partikeloberfliche Ladungsneutralitét her-
beifithren, wihrend der Partikelkern negativer geladen ist. Zur Kldrung dieser Hypothese
miissten neben Bindungsstudien aufwendigere Strukturanalysen der Partikel durchgefiihrt
werden. Insgesamt deutet die Analyse der Daten zumindest darauf hin, daB die Peptide NLS"
und CYC unterschiedliche DNA-Bindungsaffinititen besitzen. Der unterschiedliche DNA-
Kondensierungsgrad der beiden Peptide bei niedrigen Peptid/DNA-Ladungsverhéltnissen
kann als zusétzlicher Hinweis dafiir betrachtet werden (siche Abbildung 11).

Mit dem VN-Peptid weisen die Komplexe im Vergleich zum NLS" und CYC ein unterschied-
liches Aggregationsverhalten auf (Abbildung 24). So ist die maximale AggregatgroBBe bei
einem C-Potential von -13.15 mV erreicht. Bei zunehmendem Peptid/DNA-Ladungsverhéltnis
verringert sich die GroBe unabhidngig von dem C-Potential. Auffallend ist auerdem, dal3 die
Maximalgrée mit etwa 1700 nm deutlich hoher liegt als bei den beiden anderen Peptiden.
Der Verlauf der Aggregatgrofle weicht also stark von der DLVO-Theorie ab. Folglich miissen
mit dem VN-Peptid nicht-DLVO-Wechselwirkungen das Aggregationsverhalten mitbeein-

flussen. Faktoren, die eine kolloidale Stabilitdt begiinstigen, sind z. B. eine hohe Loslichkeit
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von Molekiilen an der Partikeloberfliche zum Medium sowie sterische Entropie-
AbstofBungskrifte. Die Ursache hierfiir liegt in dem Verlust an Konformationsentropie der
Oberflichenmolekiile, der durch den direkten Kontakt zwischen Partikeln entsteht (101). Eine
zusitzliche Aggregation hingegen kann durch hydrophobe Wechselwirkungen bewirkt wer-
den (102). Dariiber hinaus konnte die beobachtete Aggregatgrofie auf kinetische Faktoren wie
hydrodynamische Krifte zuriickzufiithren sein, die die Aggregationsrate mit beeinflussen.
Diese beruhen auf eine Zunahme des Friktionskoeffizienten im Medium zwischen sich stark
anndhernden Partikeln (99).

Das VN-Peptid unterscheidet sich vom NLS" und CYC insbesondere durch einen starken hy-
drophoben Anteil in der NLS-Sequenz. Daher kann vermutet werden, da3 nach Bindung des
Oligolysins an die DNA zusitzlich hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Peptiden
entstehen. Der hohere Anteil an Toroiden unter salzfreien Bedingungen (Abbildung 10) und
der wesentlich hohere maximale Kondensierungsgrad der DNA unter Salzbedingungen (Ab-
bildung 11) hatten bereits gezeigt, daBl mit dem VN-Peptid zusétzliche Krifte an der Konden-
sierung der DNA beteiligt sein miissen. Intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den
Peptiden konnten also die elektrostatischen AbstoBungskrifte zwischen den DNA-Stréingen
teilweise kompensieren und so die Kondensierung der DNA erhdhen. Desweiteren ist be-
kannt, da3 hydrophobe Wechselwirkungen zu kompakteren Strukturen in Aggregaten fiihren.
Tatsdchlich zeigten mit dem VN-Peptid die Aggregate bei einem Ladungsverhiltnis von 0.8
(Abbildung 9B) eine scheinbar héhere Kompaktheit. Zusammengenommen bedeuten diese
Uberlegungen, daB sich die hohere Kondensierung der DNA und die erhdhte Kompaktheit der
Aggregate durch zusétzliche hydrophobe Wechselwirkungen aufgrund der besonderen VN-
Peptidsequenz erkldren lassen. Ebenso konnten beim Ladungsverhiltnis von 0.8 die elektro-
statischen AbstoBungskrifte zwischen den Partikeln durch hydrophobe Anziehungskrifte
kompensiert werden. Dies konnte die Aggregationsrate erhdhen und die besondere GrofBe
erklaren.

Die Abweichung von der DLVO-Theorie betrifft insbesondere die Verdnderung der Aggre-
gatgrofle von 1675 auf 1496 nm bei einer Verringerung des C-Potentials von -13.2 auf - 2.8
mV. Aufgrund des geringeren (-Potentials miisste nach der DLVO-Theorie die Aggregatgro-
Be signifikant ansteigen. Tatséchlich nimmt jedoch die Aggregatgrofle insgesamt bei steigen-
dem Peptid/DNA-Ladungsverhiltnis, also mit steigender Peptidmenge, kontinuierlich ab. Die
zunehmende Peptidmenge hat also einen stabilisierenden Effekt auf die Partikel. Eine Erkla-
rung hierfiir kann gefunden werden, wenn man beriicksichtigt, dal die maximale Kondensie-

rung der DNA bereits beim Peptid/DNA-Ladungsverhéltnis von 0.8 erreicht war. Dies bedeu-
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tet, dal} sich zusétzliche Peptidmolekiile nicht an der weiteren Kondensierung der DNA betei-
ligen, sondern vielmehr ohne direkte Interaktion mit der DNA, vermutlich {iber hydrophobe
Wechselwirkungen, die Oberfliche der Partikel binden. Dadurch konnten unbesetzte Interak-
tionsstellen in den Peptiden auftreten, die zur Erhdhung ihrer Freiheitsgrade von der Partikel-
oberflidche in das Medium hineinragen miissten. Die Folge wére eine zunehmende sterische
Stabilisierung der Partikel, in dhnlicher Weise, wie sie durch die Verwendung von amphiphi-

len Block-Copolymeren erreicht wird.

Zusammengefasst deutet diese Analyse darauf hin, da die verwendete NLS-Sequenz die
Komplexbildung und das Aggregationsverhalten des Systems durch Beeinflussung der fol-
genden Faktoren mitbestimmt:

¢ Bindungsaffinitit des Peptids zur DNA

e vermutlich Ladungsverteilung innerhalb des DNA-Komplexes

e Kondensierungsgrad der DNA

¢ nicht-DLVO-Krifte: hydrophobe Wechelwirkungen; sterische Entropiekrifte

Ursache fiir diesen Einfluss sind im Falle des NLS'- und CYC-Peptids zusitzliche elektrosta-
tische Wechselwirkungen zwischen der NLS-Sequenz und der DNA und beim VN-Peptid
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Peptiden. Zusitzlich konnen Oberflacheneffek-
te auftreten, insbesondere wenn das Peptid im Uberschuss vorliegt und nur geringfiigig an der
Partikeloberfldche adsorbiert. So kann bei guter Loslichkeit des Peptids eine sterische Stabili-
sierung der Partikel erfolgen. Eine geringere Loslichkeit hingegen konnte zur Minimierung
der Kontaktfliche zum AuBenmedium Anziehungskrifte zwischen den Partikeln bewirken.
Aufgrund der physikochemischen Eigenschaften der Peptidsequenzen treten also sequenzab-
hingige Effekte auf, die die Transfektionseffizienz des Systems beeinflussen. Diese stimmen
mit der eigentlichen biologischen Funktion des Signalpeptids nicht iiberein, fiir die sie ausge-

wiéhlt wurden.

Folglich ldsst sich dieses Ergebnis ebenso auf andere funktionelle Peptidsequenzen und Si-
gnalpeptide {ibertragen, die in nicht-viralen Gentransfersystemen zur Uberwindung spezifi-
scher biologischer Barrieren verwendet werden. Durch die unterschiedlichen Barrieren und
zahlreiche mogliche Losungsanséitze wurde mittlerweile eine beachtliche Anzahl von Pepti-
den beschrieben, die in Gentransfersystemen Verwendung fanden. Im Folgenden sollen nur

einige wichtige davon diskutiert werden. In zahlreichen publizierten Arbeiten wurde die Ver-
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wendung von pH-sensitiven fusogenen Peptiden beschrieben, die das Heraustreten des Vek-
tors aus den Endosomen erleichtern sollen. In einem Fall handelt es sich um eine N-terminale
Region von 22 Aminoséduren des Influenza-Virus Himagglutinins (HA-Sequenz), die eine o-
helikale Struktur einnehmen kann und durch hydrophobe Reste Lipidmembranen destabilisie-
ren kann (103). Andere Varianten sind dhnliche oder davon abgeleitete Peptidsequenzen, die
eine o-Helix mit einer hydrophoben und einer abgewanden hydrophilen bzw. kationischen
Seite bilden. Die Funktionalitit dieser Peptide wurde in hdmolytischen Assays und auch
durch Verifizierung der Sekundéarstruktur durch CD-Spektroskopie iiberpriift. Der Einbau der
Peptide in einem Gentransfersystem fiihrte in allen Fillen zu einer Erhéhung der Transfekti-
onseffizienz (100, 104-106). Verdnderungen der physikochemischen Eigenschaften der resul-
tierenden Komplexe nach dem Einbau des Peptids und ihr moglicher Einfluss auf die Trans-
fektionseffizienz wurden jedoch nicht untersucht. Daher kdnnen unspezifische Effekte, insbe-
sondere aufgrund des hydrophoben Anteils des Peptids, nicht ausgeschlossen werden.

In anderen Studien wurden Rezeptor-spezifische Liganden fiir einen targetierten Gentransfer
verwendet. Ein weitverbreitetes Molekiil ist das RGD-Motiv, das als Erkennungssequenz des
Integrinrezeptors identifiziert wurde. Integrine befinden sich auf der Zelloberfliche von Endo-
thelien sowie unterschiedlichen Krebszellen, die flir gentherapeutische Ansédtze von besonde-
rem Interesse sind. Eine optimierte zyklisierte Form dieses Motifs wurde durch Phage-
Display entwickelt und fiir eine Bindung an die DNA mit Oligolysin fusioniert (107). Auf-
bauend auf diesem Konstrukt wurden die K;c-NLS-Peptide der vorliegenden Arbeit entwor-
fen. Die Funktionalitit des resultierenden K;s-RGD-Peptids als Integrinligand wurde in Bin-
dungsassays nachgewiesen. Auflerdem wurde die sequenzspezifische Erkennung des Ligan-
den durch Vergleichsversuche mit geeigneten Kontrollpeptiden, insbesondere mit dem RGE-
Motif, bewiesen. In Transfektionsversuchen wurde mit dem K;s-RGD-Peptid im Vergleich
zu Kontrollsequenzen eine deutliche Erhohung der Transfektionsetfizienz gefunden. Physiko-
chemische Untersuchungen der resultierenden Komplexe in Abhédngigkeit von der Peptidse-
quenz wurden in dieser Studie jedoch nicht durchgefiihrt. Kiirzlich zeigte eine Untersuchung,
daB mit anderen Kontrollsequenzen, mit denen eine Erkennung durch Integrine nicht erwartet
wird, liberraschenderweise relativ hohe Transfektionseffizienzen gemessen wurden. Insbe-
sondere iibertraf das verwendete K;s-KYP-Peptid in seiner Transfektionseffizienz sogar das
Ki6-RGD-Peptid (108). Vermutlich beeinflussten in dieser Studie unspezifische Effekte des
Peptids die Transfektionseffizienz. Dies beweist eindeutig, da3 allein die Wahl des Kontroll-
peptids ein kritischer Punkt ist und unter Umstidnden die Endaussage einer Untersuchung mit

Gentransfersystemen umkehren kann.
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Ein anderes interessantes Beispiel ist die Verwendung eines Peptids aus der N-terminalen
Region des HIV-1 TAT-Proteins (TAT-Peptid, Aminosduren 47-57) (109). Dabei handelt es
sich um eine argininreiche Sequenz, die eine a-helikale Sekundérstruktur bilden kann und als
Membran-Transduktionsdomédne des HIV-1 charakterisiert wurde. Es besitzt die Eigenschaft,
iiber einen Endozytose-unabhidngigen Mechanismus die Zellmembran zu durchdringen und
im Zytoplasma sowie im Zellkern zu akkumulieren. Der Zelleintrittmechanismus ist derzeit
noch ein kontroverses Thema. Zwar wurde gezeigt, da3 die direkte Translokation durch die
Argininreste vermittelt werden und der Zellkontakt vermutlich durch elektrostatische Wech-
selwirkungen mit Heparansulfat an der Zelloberfldche stattfindet (110). In einer anderen Ar-
beit wurde jedoch eine Zellaufnahme des Peptids durch Endozytose beobachtet (111). Eine
zytoplasmatische Lokalisation konnte nach diesem Modell durch Endosom-destabilisierende
Eigenschaften des Peptids vermittelt werden. Aufgrund des Endozytose-unabhingigen
Zelleintritts ist das TAT-Peptid fiir den Transport von pharmakologisch wirksamen Substan-
zen, die nur schwer von Zellen aufgenommen werden, von groflem Interesse. Insbesondere
wurde in mehreren Studien gezeigt, das der Polyplex-vermittelte Gentransfer durch den Ein-
bau des Peptids deutlich verbessert werden kann (109). In einer kiirzlich erschienenen Arbeit
wurde der genauere Transfektionsmechanismus der TAT-Peptid-Polyplexe untersucht (112).
Der Zelleintritt war im Gegensatz zum freien Peptid Energie-abhédngig und fand durch Endo-
zytose statt. Offensichtlich verlor das Peptid in dem Komplex seine Membran-
Transduktionseigenschaften. Die Autoren vermuteten, dafl dafiir eine Neutralisierung der po-
sitiven Ladungen des Peptids durch Interaktion mit den Phosphatresten der DNA verantwort-
lich war. Zusammengefasst ist diese Arbeit ein direkter Beweis dafiir, dal die Funktionalitét
eines Peptids nach Einbau im ein Gentransfersystem verloren gehen kann.

SchlieBlich wurde in einigen Arbeiten die gleichzeitige Verwendung von mehreren Peptidse-
quenzen beschrieben, die jeweils zur Uberwindung von unterschiedlichen Barrieren dienen
sollen. So wurde ein chimédres Peptid konstruiert, das zusétzlich zu einer Polylysin-DNA-
Bindungsdoméne die Neurotensinsequenz (NT) fiir eine NT-Rezeptor-vermittelte Endozytose,
die HA-Sequenz (siehe oben) und ein NLS des SV 40-Kapsidproteins Vpl beinhaltet (104).
In einer anderen Arbeit wurden unterschiedliche peptidische und lipidische Elemente zusam-
men mit DNA zu einem Multikomponentensystem zusammengesetzt (113). Verwendet wur-
den dazu ein amphiphiles Fusionspeptid, das die DNA kondensiert und gleichzeitig ein NLS
des HIV 1-Matrixproteins tragt, auBerdem ein humanes, a-helikales fusiogenes Peptid zur
Destabilisierung der Endosomen, Phosphatidylcholin und schlielich an DOPE-gekoppeltes

Polyethylenglykol zur sterischen Stabilisierung des Komplexes. Hergestellt wurden Hetero-
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plexe mit unterschiedlichen Anteilen der Komponenten. Die beiden beschriebenen Systeme
fiihrten in Transfektionsversuchen zu signifikanten Reportergenexpressionen und der Aus-
schluss einer der Komponenten bewirkte zudem eine Reduktion der Transfektionseffizienz.
Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse muss beachtet werden, da3 sowohl die Verwen-
dung von Kontrollsequenzen zur Uberpriifung der Sequenzspezifitit der Peptide als auch eine
physikochemische Charakterisierung der Heteroplexe in Abhéngigkeit von ihrer Zusammen-
setzung nicht Inhalt dieser Untersuchungen waren. Gerade mit diesen Multikomponentensy-
stemen, in denen komplizierte Wechselwirkungen sowohl elektrostatischer als auch hydro-
phober Natur herrschen, miissten unspezifische Effekte in groBBerem Malle erwartet werden.
Durch das Fehlen dieser Untersuchungen ist der Einfluss eines bestimmten Elementes wéh-
rend des Transfektionsvorgangs unklar. Lediglich im Falle des Rezeptorliganden Neurotensin
wurden kompetitive Bindungsexperimente in Transfektionsversuchen durchgefiihrt und dar-
tiber hinaus Kontrollzellinien verwendet, die den NT-Rezeptor nicht exprimieren. Dadurch
konnte die spezifische Interaktion des Komplexes mit dem Rezeptor bewiesen werden.

Insgesamt belegen diese Arbeiten, dall ausgehend von einer bekannten biologischen Funktion
einer Peptidsequenz nach dem ,,Baukastenprinzip® DNA-Komplexe hergestellt werden. Ziel
ist es letztlich, den Zellaufnahmemechanismus und den intrazelluldiren Werdegang der DNA
zu steuern. Dabei wird vorausgesetzt, dal die Peptidfunktion auch innerhalb des DNA-
Komplexes erhalten bleibt. Unspezifische Interaktionen zwischen den Komponenten und die
Bedeutung der physikochemischen Eigenschaften der Komplexe fiir den Gentransfermecha-

nismus wurden in solchen Studien bisher wenig beriicksichtigt.

4.2 Zellaufnahmemechanismus und intrazelluliirer Werdegang

Einfluss von physikochemischen Eigenschaften auf den Gentransfermechanismus

Es besteht ein breiter Konsens dariiber, da3 kondensierte DNA durch Endozytose aufgenom-
men wird und fiir eine Expression des Transgens aus dem endosomalen Kompartiment he-
raustreten und in den Zellkern gelangen muss. Ansonsten ist der Gentransfermechanismus
weitestgehend unklar. Dies ist zum einen auf die Komplexitit dieses Prozesses zuriickzufiih-
ren, die die Interpretation von Versuchsergebnissen erschwert. Zum anderen ist es experi-
mentell schwierig, die einzelnen Schritte des Gentransfers klar voneinander zu trennen und
den Werdegang der transfektionsaktiven DNA-Molekiile zu verfolgen. Die Bedeutung der
physikochemischen Eigenschaften von DNA-Komplexen fiir die Transfektionseffizienz wur-

de ebenfalls allgemein erkannt. Insbesondere gehoren dazu die eingesetzte DNA-Menge, der
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CpG-Anteil des Vektorkonstruktes, der Kondensierungsgrad der DNA, die Grof3e, die Ober-
flichenladung und die chemische Zusammensetzung der Komplexe. Diese Parameter beein-
flussen offensichtlich Wechselwirkungen des Komplexes mit zelluliren Komponenten, die
mit Abbau- oder Transportvorgingen in der Zelle interferieren. Als einfaches Beispiel sei der
Kontakt des Komplexes mit der Zellmembran als initiierendes Moment der Zellaufnahme
erwidhnt. Dieser Kontakt kann auf unspezifische Weise aufgrund elektrostatischer Wechsel-
wirkungen mit anionischen Oberflichenmolekiilen oder hydrophober Wechselwirkungen mit
Lipidmolekiilen der Zellmembran stattfinden. Eine andere Mdglichkeit ist eine spezifische
Interaktion von Liganden mit bestimmten Zellrezeptoren. Je nach Zusammensetzung der
Komplexe konnen alle drei Arten der Wechselwirkungen gleichzeitig auftreten. Dies veran-
schaulicht, daB3 Variationen in der Oberflichenladung oder Hydrophobizitit von Komplexen
drastische Auswirkungen in bezug auf die Spezifitit der Zellauthahme und insbesondere in
vivo auf die Effizienz des Gentransfers bewirken konnen. Die Bedeutung von zelluldren Fak-
toren fithrt auch dazu, daB3 die aufgrund der gentherapeutischen Zielsetzung ausgewdihlten
Zellinie einschlieBlich ihrer Wachstumsbedingungen dafiir ausschlaggebend ist, welche phy-
sikochemischen Parameter der Komplexe die Transfektionseffizienz dominieren. In der vor-
liegenden Arbeit wurde dieser Aspekt durch die Vergleichsuntersuchungen zwischen den
HCT 116- und den N64-Zellen veranschaulicht. Die hohere Expression des Heparansulfat-
Proteoglykans an der Zelloberfliche und das stirkere Vorhandensein von sulfurylierten Gly-
kosaminoglykanen bei den N64-Zellen korrelierte mit der hoheren Transfektionseftizienz der
positiver geladenen Komplexe. Hingegen gab es mit den HCT 116-Zellen eine klare Korrela-
tion lediglich mit der Grofle gemessen an dem Volumen der Aggregate. Der Einfluss der
Wachstumsbedingungen kam insbesondere mit dem Nanopartikel-vermitteltem Gentransfer
zutage. PEI/DNA/PSS-Partikel fiihrten mit HCT 116-Zellen in vitro zu keiner messbaren Re-
portergenexpression, wiahrend mit diesen Zellen in vivo relativ hohe Transfektionseffizienzen
gemessen wurden. Ein paradigmatisches Beispiel fiir Unterschiede zwischen in vitro- und in
vivo-Bedingungen ist der Gentransfer mit nackter DNA. Eine intravendse Verabreichung von
nackter DNA mit der gleichzeitigen Erhdhung des hydrodynamisches Drucks fiihrte in zahl-
reichen Untersuchungen zu signifikanten Reportergenexpressionen in der Leber (114). Nadel-
injektion oder Jet-Injektion von nackter DNA in Tumoren oder in den Muskel fiihrte ebenfalls
zu relativ hohen Transfektionsraten (115). Hingegen sind in vitro keine Bedingungen bekannt,
in denen Zellen mit nackter DNA transfiziert wurden. Obwohl die Ursache dafiir bislang un-
geklart blieb, wird vermutet, da3 in vivo andere Zellaufnahmemechanismen wirksam sind.

Der Grund fiir die in dieser Arbeit beobachtete Diskrepanz mit den PEI/DNA/PSS-Partikeln
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ist unklar, zumal die Transfektionsversuche mit den PEI/DNA/PVS-Partikeln sowohl in vitro
als auch in vivo positiv waren. Eine Inhibition der Transkription durch Bindung an die DNA
kann ausgeschlossen werden, da das PSS stark negativ geladen ist. Eine Schwéchung des
,Protonenchwamm-Effekts des PEI ist ebenso unwahrscheinlich, da selbst bei positivem
Ladungstiberschuss keine Reportergenexpression gemessen wurde. Hinweise fiir toxische
Effekte des PSS wurden nicht festgestellt. Eine mdgliche Erkldrung wire also eine Blockie-
rung der Zellaufnahme der PEI/DNA/PSS-Partikel. Dies konnte ein Hinweis auf einen spezi-
fischen Effekt entweder des PVS oder des PSS sein, der zudem nur in vitro relevant wére.
Versuche mit weiteren dhnlichen Polyanionen und eine ndhere Untersuchung des Werdegangs
der Partikel wiren zur Kldrung dieser Frage notwendig und konnten aulerdem neue Moglich-

keiten zur Charakterisierung des Gentransfermechanismus erdffnen.

Die Bedeutung der Komplexgrdfie

Ein weiteres wichtiges Ergebnis dieser Arbeit war die Feststellung, dal in vitro HCT 116-
Zellen Aggregate bis zu einem Mikrometer effektiv aufnehmen kénnen. Es sind also unter
den experimentellen Bedingungen phagozytierende Zellen. Da bekannt ist, da3 der Werde-
gang von Komplexen vom Zellaufnahmemechanismus beeinflusst wird, hat dieses Resultat
dramatische Auswirkungen auf den Gentransfermechanismus sowie auf die Optimierung von
nicht-viralen Systemen. In einer Studie wurde die groflenabhéingige Internalisierung von fluo-
reszierenden Latexpartikeln sowie ihr intrazelluldrer Werdegang untersucht (118). Verwendet
wurden dazu die nicht-phagozytierenden Mausmelanomzellen B16. Der genauere Werdegang
wurde durch Inhibitionsversuche gegen spezifische Pathways charakterisiert. Zur Identifizie-
rung der spezifischen Kompartimente wurden zudem Kolokalisationsexperimente durchge-
fiihrt und Markermolekiile eingesetzt. Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse, dal3 Partikel
bis 200 nm durch Clathrin-vermittelte Endozytose aufgenommen wurden und nach vier Stun-
den in den Lysosomen lokalisierten. Die kleineren Partikel bis 100 nm internalisierten inner-
halb von 30 Minuten, wihrend die groeren erst nach einigen Stunden in den Zellen beobach-
tet werden konnten. 500 nm-grof3e Partikel wurden durch Kaveolen-vermittelte Endozytose
aufgenommen. Uberraschenderweise landeten diese Partikel selbst nach mehreren Stunden
nicht in den Lysosomen. 1000 nm-grof3e Partikel wurden von den B16-Zellen nicht internali-
siert. Wie die Autoren bemerkten, stimmten diese Ergebnisse mit einer anderen Untersuchung
iberein, in der der Clathrin-vermittelte Zelleintritt von bis zu 200 nm-grof3en Lipoplexen
beobachtet wurde. Diese Arbeit zeigt mit beeindruckender Klarheit, in wiefern allein die Gro-

Be den Zelleintrittmechanismus, die Aufnahmekinetik und den weiteren intrazelluldren
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Verbleib von Partikeln mitbestimmt. Danach wire der Kaveolen-abhéngige Pathway fiir den
Gentransfer am geeignetesten, da ein schneller Abbau der Komplexe in Lysosomen verhindert
werden wiirde. Desweiteren illustriert diese Arbeit, dafl dieselbe Zellinie gleichzeitig unter-
schiedliche Aufnahmemechanismen zur Verfiigung stellen kann. In der vorliegenden Arbeit
wurde der genauere Internalisationsmechanismus nicht identifiziert. Eine mogliche Aufnahme
durch Makropinozytose wurde durch Rasterelektronenmikroskopie von Zellen wihrend des
Transfektionsvorgangs iiberpriift aber nicht beobachtet (Mitteilung von Cathleen Lehmann,
MDC). AuBlerdem wurden 100 Ultradiinnschnitte von Zellen nach zwei Minuten bis zu vier
Stunden Inkubationszeit mittels TEM genauer beobachtet. Aggregate, die sich in einem Inter-
nalisierungsprozess befanden, wurden zu keinem Zeitpunkt gefunden. Internalisierte
Aggregate wurden erst nach 15 Minuten Inkubationszeit beobachtet. AuBerdem wurden nach
diesem Zeitpunkt zusitzlich Aggregate gefunden, die an der Zelloberfliche hafteten. Daraus
wurde geschlossen, daf} sich im Internalisierungsprozess befindliche Aggregate wahrend der
Prozessierung der Zellen fiir die TEM nicht weggespiilt wurden. Vermutlich ist die Internali-
sierung ein relativ rascher Prozess, der nur schwer eingefangen werden kann. Andererseits
reicht vielleicht die Fixierungsmethode nicht aus, diesen Prozess rasch genug ,.einzufrieren®.
Mit Hilfe dieses morphologischen Ansatzes konnte also nicht gekldrt werden, ob Oberfla-
chenmolekiile an der Zellaufhahme beteiligt waren. Aufwendigere Inhibitionsversuche und
Kolokalisationsexperimente mit Markermolekiilen wurden in dieser Arbeit nicht durchge-
fiihrt. Jedoch ist anzumerken, daf3 aufgrund der fehlenden Korrelation der Reportergenexpres-
sion mit dem C-Potential ein durch elektrostatische Wechselwirkungen vermittelter direkter
Kontakt ausgeschlossen werden kann. Mit dem VN-Peptid miissten dariiber hinaus signifikan-
te hydrophobe Wechselwirkungen mit der Zellmembran zu einer hoheren Transfektionseffi-
zienz fiihren. Wie Abbildung 23A und der Vergleich der Abbildungen 4 und 11A zeigen,
wurden jedoch keine hoheren Reportergenexpressionen im Vergleich zu den kationischen
Peptiden mit Partikeln gleicher Groe gefunden. Eine Interaktion der VN-DNA-Komplexe
mit Lipidmolekiilen der Zellmembran oder eine Destabilisierung von Membranen aufgrund
hydrophober Wechselwirkungen diirften folglich keine wesentliche Rolle spielen. Nach vier
Stunden wurde eine Verschmelzung der Phagosomen mit den Lysosomen sowie ein damit
verbundener massiver Abbau der Aggregate beobachtet. Dies stimmt mit publizierten Unter-
suchungen an Lipo- und Polyplexen iiberein (38, 64). Ein Heraustreten von Komplexen in das
Zytoplasma konnte trotz der Beobachtung einer groBen Anzahl von Ultradiinnschnitten nicht
gefunden werden. Da dieser Schritt fiir eine Expression des Vektors notwendig ist, wurde

zundchst vermutet, da3 die transkriptionsrelevante DNA einen unterschiedlichen Werdegang
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einnehmen miisste, der zudem zu einem relativ frithen Zeitpunkt stattfinden miisste. Unter-
sucht wurden daher Zellen nach zwei bis zehn Minuten Inkubationszeit. Zu diesen Zeitpunk-
ten wurden jedoch keine DNA-Komplexe beobachtet (siche oben). Damit war bewiesen, daf3
die Aggregate, die ab 15 Minuten Inkubationszeit gefunden wurden und danach zunehmend
auftraten, den transfektionsaktiven Anteil der DNA beinhalten mussten. Der weitere Verbleib
der Komplexe, insbesondere der Eintritt in das Zytoplasma und der Kerntransport, sind somit

unklar.

Kernimport von Plasmid-DNA und Verwendung von NLS-Peptiden

In einer breiteren Untersuchung wurde gezeigt, da3 mit den am meisten verwendeten in vitro-
Transfektionsmethoden (Lipoplexe, Calcium-Phosphat, Elektroporation) das internalisierte
Material im Laufe seines Werdegangs im endosomalen Kompartiment lokalisiert (64). Sein
Heraustreten in das Zytoplasma und die Lokalisation der DNA im Zellkern sind jedoch wei-
testgehend unerforscht, obwohl diese Schritte fiir den Transfektionsprozess von entscheiden-
der Bedeutung sind. Die derzeit anerkannten Modelle sind sehr hypothetischer Natur und nur
schwer experimentell nachzuweisen. Gerade beziiglich des Kernimports ist dies ein kritischer
Punkt fiir die Optimierung des nicht-viralen Gentransfers. Die in dieser Arbeit beobachtete
etwa zwei-fache NLS-sequenzspezifische Erhohung der Reportergenexpression stimmt mit
anderen publizierten Arbeiten iliberein. TEM-Untersuchungen belegten jedoch eine ungleiche
Verteilung von Plasmid-DNA zwischen Zytoplasma und Zellkern von etwa 100 : 1 (37). Dar-
tiber hinaus fiihrte die Verkniipfung eines NLS an linearer DNA zu einer NLS-spezifischen
150-fachen Erh6hung der Reportergenexpression (52). Daher liegen die bisherigen Ergebnisse
beziiglich der Verwendung von NLS-Sequenzen mit zirkuldrer Plasmid-DNA deutlich unter
den Erwartungen. Diese relative Ineffizienz der NLS-Sequenzen konnte auf die bereits er-
wihnten unspezifischen Wechselwirkungen mit dem Transfektionssystem oder mit zelluldren
Faktoren zuriickzufiihren sein (siche oben). Desweiteren wurde bisher ein erleichterter NLS-
vermittelter Kernimport lediglich nach kovalenter Kopplung des Peptids beschrieben. Ein
weiterer Grund konnte daher eine vorzeitige Trennung des Peptids von dem DNA-Komplex
sein. Dariiber hinaus konnten die bisher betrachteten Kernimportpathways fiir einen effizien-
ten Transport von Plasmid-DNA nicht geeignet sind. Die Frage nach dem Kernimportmecha-
nismus von Plasmid-DNA in nicht-mitotischen Zellen bleibt trotz immenser Bemiihungen
noch offen. Die bisherigen Informationen stammen aus Mikroinjektionsexperimenten sowie
Versuchen mit permeabilisierten Zellen. In zahlreichen Untersuchungen wurde gezeigt, dafl

die direkte Mikroinjektion von Plasmid-DNA in das Zytoplasma zur Transfektion von nicht-
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mitotischen Zellen fiihrte. Die Transfektionsraten lagen gemessen an der Anzahl Reportergen-
exprimierender Zellen zwischen 1 und 66 % und waren von der DNA-Konzentration sowie
von der verwendeten Zellinie abhdngig. In diesen Arbeiten wurden nicht-mitotische HeLa-
Zellen, Neuroblastoma- und Hepatomazellen, tracheale Epithelzellen und primiare Myobla-
stenzellen getestet (119, 120). Letztere fithrten zur hochsten Transfektionsrate. Mit den Myo-
blastenzellen wurde zudem ein DNA-Konstrukt verwendet, das in der Reportergen-cDNA ein
Intron beinhaltet. Durch die Reportergenexpression nach zytoplasmatischer Mikroinjektion
wurde bewiesen, da} ein erfolgreiches Spleissen und somit eine Transkription im Zellkern
stattgefunden hatte. Alternativ hétten moglicherweise die Faktoren der Transkriptionsmaschi-
nerie nach ihrer Synthese im Zytoplasma dort die Reportergenexpression bewerkstelligen
kénnen. Zusammengenommen beweisen diese Untersuchungen auf direkte Weise, daf3 Plas-
mid-DNA vom Zytoplasma in den Kern gelangen und dort exprimiert werden kann. Durch
weitere Untersuchungen wurde gezeigt, dal3 der Kernimport aktiv war und durch den NPC
stattfand. Ahnliche Versuche wurden mit Polyplexen und Lipopolyplexen durchgefiihrt. So
erhohte die Kondensierung der DNA mit PEI oder Polylysin die Reportergenexpression um
das 2-4-fache im Vergleich zur nackten DNA. In einer Studie wurden DNA-Nanopartikel mit
PEGyliertem Oligolysin (CK3oPEG) hergestellt und in das Zytoplasma von nicht-mitotischen
Zellen mikro-injiziert (121). Die Erhohung der Transfektionsrate betrug 10-fach im Vergleich
zu nackter DNA. Durch Verwendung von DNA-Konstrukten verschiedener Linge wurden
zudem Nanopartikel unterschiedlicher GroBe generiert, die entsprechend TEM-
Untersuchungen einen Durchmesser von 20-45 nm aufwiesen. Interessanterweise wurde eine
messbare Reportergenexpression nur mit Partikeln bin 25 nm Durchmesser beobachtet. Dieser
entspricht gleichzeitig dem maximalem Durchmesser des NPC-Kanals wihrend des aktiven
Kerntransports. Nach zusétzlicher Verkniipfung des CK30PEGs mit dem SV 40-NLS wurde
jedoch keine weitere Erhhung der Transfektionseffizienz beobachtet. AuBlerdem fehlen bis-
her Informationen iiber den genaueren Kernimportmechanismus dieser Komplexe. Zusam-
mengefasst zeigen diese Studien, dal Plasmid-DNA durch den NPC transportiert wird und
dieser Prozess durch Kondensierung der DNA erleichtert wird. Gédnzlich unbekannt sind je-
doch die an dem Kernimport beteiligten Transportfaktoren, so dal eine rationelle Optimie-
rung dieses Schrittes letztlich nicht moglich ist. Desweiteren ist die Aussagekraft von auf
Mikroinjektionsexperimenten basierenden Untersuchungen fiir das allgemeine Verstidndnis
des Transfektionsmechanismus geschmdlert, wenn der sequentielle Charakter dieses Prozes-
ses beriicksichtigt wird. Nach dem derzeitigen Modell muss der in den Kern zu importierende

Komplex vorher aus dem Endosom herausgetreten sein. Wéhrend der vorherigen Schritte in-
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teragieren die Komplexe insbesondere mit 16slichen Faktoren. Diese sind extrazelluldren Ur-
sprungs oder stammen aus dem endosomalen Kompartiment. Es ist anzunehmen, daB3 nach
dem Heraustreten der DNA-Komplexe in das Zytoplasma diese Faktoren noch gebunden sind
oder zumindest die physikochemischen Eigenschaften der Komplexe modifiziert haben. Die
physikochemischen Eigenschaften der DNA-Komplexe im Zytoplasma sind bisher jedoch
unerforscht, obwohl sie einen signifikanten Einfluss auf den weiteren Kerntransport der DNA
haben miissten. Zusammengenommen bedeuten diese Uberlegungen, daf eine bessere Cha-
rakterisierung der zu importierenden DNA-Komplexe im Zytoplasma und die Identifizierung
geeignteter Kernimportpathways eine wichtige Vorraussetzung fiir die weitere Optimierung

von nicht-viralen Gentransfersystemen wéren.

4.3 Virusahnliche Polyelektrolyten-Nanopartikel

Kolloidale Stabilisierung und die LbL-Technik

Zusitzlich zu dem noch bestehendem Problem des Kerntransports der DNA bedeutete die
Aggregation der Komplexe eine weitere Hiirde sowohl fiir die Optimierung des nicht-viralen
Gentransfers als auch fiir eine in vivo-Applikation im Hinblick gentherapeutischer Anwen-
dungen. Daher wurde in dieser Arbeit die kolloidale Stabilisierung der DNA-Komplexe als
wichtigste Vorraussetzung fiir jeden weiteren Optimierungsschritt betrachtet.

Seit mehreren Jahren ist die Herstellung kolloidal stabiler DNA-Komplexe Gegenstand inten-
siver Forschung. Die sterische Stabilisierung ist die bisher am meisten verfolgte Strategie und
fiihrte insbesondere in dem Liposomen-vermitteltem Gentransfer zur Entwicklung sogenann-
ter ,,STEALTH"“-Liposomen (122). Das Konzept besteht darin, eine Kern-Hiillen-Struktur
(engl. ,,core-shell®) zu erzeugen, in der im Idealfall die DNA nach Abséttigung der negativen
Ladungen durch ein kationisches Molekiil einen moglichst hydrophoben Kern bildet, der von
einer Hiille aus stark hydrophilen und flexiblen Polymerketten umgeben ist. Wenn diese Hiille
die Ausdehnung der diffusen Gegenionenschicht des Kerns aufgrund iiberschiissiger Ladun-
gen tliberragt, so erscheint das Partikel im Medium als ladungsneutral. Die Hiille hat also ei-
nen doppelten Effekt: Zum einen werden unspezifische elektrostatische oder hydrophobe
Wechselwirkungen mit Serumkomponenten oder extrazelluldren Faktoren verringert. Zum
anderen konnen trotz relativer Ladungsneutralitit die anziehenden van der Waals-
Wechselwirkungen zwischen den Partikeln iiberwunden werden. Dieses Konzept wurde eben-
falls fiir den Polyplex-vermittelten Gentransfer durch Verwendung von sog. Block- sowie

,graft“-Copolymeren angewandt. Die verwendeten Blockcopolymere sind lineare Molekiile
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bestehend aus einem Polykation, das mit einem hydrophilen, nicht-ionischem Polymer ver-
kniipft wurde. Graftcopolymere hingegen besitzen eine Kammstruktur, in der das hydrophile
Molekiil Seitenketten bildet.

Ein interessantes Beispiel ist die Herstellung von Blockcopolymeren aus Po-
ly[(trimethylammonio)ethylmethacrylat] (PTMEAM) als Polykation und Poly[N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamid (PHPMA) als hydrophile Komponente (123, 124). Damit
wurden DNA-Komplexe generiert, die in physiologischen Salzbedingungen kolloidal stabil
waren und in Transfektionsversuchen sowohl in vitro als auch in vivo signifikante Reporter-
genexpressionen bewirkten. Interessanterweise waren die biophysikalischen und physikoche-
mischen Eigenschaften der Partikel stark von dem relativen PHPMA-Anteil abhingig (125).
Erst ab 85 % PHPMA wurde kolloidale Stabilitét erreicht. Gleichzeitig aber nahm der Kon-
densierungsgrad der DNA sowie der Schutz gegen DNase-Abbau stark ab. Zytoplasmatische
Mikroinjektionsversuche zeigten eine hohere Transfektionsrate mit dem Blockcopolymer als
mit dem Polyplex oder mit nackter DNA. Die Interaktion mit Leukozyten sowie Makropha-
gen war aulerdem im Vergleich zum Polyplex ohne PHPMA stark reduziert. Diese Versuche
zeigten, da3 der Anteil an nicht-ionischem Molekiil nicht nur die kolloidale Stabilitét, sondern
auch zahlreiche Schritte des Gentransfermechanismus beeinflusste.

Das am meisten verwendete Molekiil zur sterischen Stabilisierung von DNA-Komplexen ist
Polyethylenglykol (PEG). Dieses wurde in zahlreichen Arbeiten an Polylysin (PLL), PEI und
Spermin gekniipft (121, 126, 127). Die generierten DNA-Komplexe waren kolloidal stabil,
sowohl in vitro als auch in vivo transfektionsaktiv und fiihrten nach intravendser Applikation
zu einer verldngerten Zirkulationszeit im Vergleich zum Polyplex ohne PEG. In einer kiirzli-
chen Untersuchung wurde gezeigt, dal mit PEG-PLL/Plasmid-DNA-Komplexen selbst bei
einem 2-5-fachem positiven Ladungsiiberschuss das gemessene C-Potential zwischen etwa +2
und +6 mV lag. Ohne PEG betrug es hingegen +40 mV (127). Mit dem Blockcopolymer wa-
ren die Komplexe unter diesen Bedingungen nicht-stdchiometrisch, so dafl in dem Komplex
das PEG-PLL im Uberschuss vorlag. AuBerdem hatten die Komplexe eine GrdBe von etwa
100 nm. Im Vergleich zu Lipofectamin waren sie in Transfektionsexperimenten genauso effi-
zient und zusitzlich relativ serumresistent. Zusammengenommen ermoglicht die PEGylierung
von kationischen Polymeren die Generierung von DNA-Nanopartikeln, die in vivo ein hohes
Anwendungspotential haben. Blockcopolymere bieten zudem zahlreiche Moglichkeiten der
zusdtzlichen Ligandierung mit funktionellen Gruppen. In zahlreichen Studien wurden Rezep-
tor-spezifischen Liganden getestet. Eine spezifische Interaktion des Komplexes mit dem Re-

zeptor konnte festgestellt werden.
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Eine andere Moglichkeit der kolloidalen Stabilisierung beruht auf der elektrostatischen Ab-
stoBung von Partikeln (99). Um unspezifische Wechselwirkungen mit den negativ geladenen
Serumproteinen und Komponenten der extrazelluliren Matrix zu vermeiden, kann nur eine
Partikelstabilisierung durch negative Ladungen herangezogen werden. Zudem muss die
Oberfliachenladung hoch genug sein, um der Abschirmung des Oberfldchenpotentials in den
physiologischen Salzbedingungen standzuhalten. In nicht-viralen Gentransfersystemen wird
jedoch die Kondensierung der DNA durch Polykationen bzw. kationischen Lipiden erreicht.
Der DNA-Komplex besitzt daher insgesamt einen positiven Ladungsiiberschuss oder ist zu-
mindest ladungsneutral. Ein starker negativer Ladungsiiberschuss ist folglich nur durch eine
zusitzliche Beschichtung mit einem Polyanion zu erreichen. Einen moglichen Lésungsansatz
bietet eine aus der Nanotechnologie stammende, von Decher und Mitarbeitern entwickelte
Beschichtungstechnik basierend auf die alternierende Adsorption von Polyelektrolyten entge-
gengesetzter Ladungen (,,layer-by-layer”, LbL-Technik) (128). Dazu wird das zu beschich-
tende Substrat abwechselnd und jeweils durch einen Waschschritt getrennt in eine Polyanio-
nen- bzw. Polykationenlosung getaucht. Nach jedem Adsorptionsschritt wird die darunter
liegende Oberflachenladung liberkompensiert, so dall eine neue Schicht mit umgekehrter
Oberflachenladung entsteht. Die LbL-Technik ermdglicht dadurch die Herstellung von maB-
geschneiderten Multischichten im Nanometerbereich. Die Schichtdicke kann durch die Kon-
trolle der Adsorptionsbedingungen variiert werden (139). Die schrittweise Prozedur erlaubt
zudem eine genaue Strukturierung der Multischicht in der 3. Dimension. So ist es moglich,
durch Verwendung geeigneter Polyelektrolyten funktionelle Gruppen oder Liganden in eine
bestimmte Schicht einzubeziehen. Sukhorukov und Mitarbeitern ist es schlieflich gelungen,
die LbL-Technik auf Kolloide anzuwenden (129). So wurden 640 nm-grof3e Polystyrensulfat-
Latexpartikel 16 Mal abwechselnd mit Polydiallylaminhydrochlorid (PAH) als Polykation
und Polystyrensulfonat (PSS) als Polyanion beschichtet. Die Ladungsumkehr wurde nach
jedem Schritt durch Messung des C-Potentials tiberpriift und die Zunahme der Multischicht
durch Messung des adsobierten PAH untersucht. Die Multischicht wuchs nach jedem Schritt
um 1.5 nm. Experimente mit 98 nm-groen Latexpartikel brachten dhnliche Ergebnisse. Dar-
iiber hinaus wurden Melanim-Formaldehyd-Partikel als Grundsubstrat verwendet (130). Nach
Herstellung der Multischicht wurden die Partikelkerne durch Reduzierung des pH auf unter
1.6 aufgelost, so dall sich als Folge diinne, 3-dimensionale Polyelektrolytenhiillen gebildet
hatten. Dies zeigt die beeindruckende Vielseitigkeit dieser Technik.
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Verwendung der LbL-Technik fiir nicht-virale Gentransfersysteme

Die Anwendung der LbL-Technik auf nicht-virale Gentransfersysteme wire aus mehreren
Griinden von Vorteil. Die Herstellungsweise ist relativ simple und mit wenig apparativem
Aufwand verbunden. Durch die einzelnen Schritte kdnnten nacheinander an Polyelektrolyten-
gekoppelte funktionelle Gruppen eingebracht werden, so dal schlieBlich eine schalenférmige
Struktur bestehend aus fein angeordneten Komponenten resultieren wiirde. Die schrittweise
Konstruktion liee im Prinzip einen modularen Aufbau zu, der eine Anpassung des Systems
an einem bestimmten therapeutischen Kontext erlauben wiirde. Durch die spezifische Interak-
tionen der funktionellen Komponenten mit zelluldren Faktoren konnte sich nach dem Viren-
modell ein schrittweiser Abbauprozess der einzelnen Schalen und ein gezielter Transport des
Vektors bis in den Zellkern ergeben.

Trubetskoy und Mitarbeiter wandten die LbL-Technik erstmals mit DNA-Komplexe an (131).
Dazu wurde die Plasmid-DNA mit Polylysin unter salzfreien Bedingungen vorkondensiert
und anschlieBend mit unterschiedlichen Polyanionen inkubiert. Insbesondere wurden mit suc-
cinyliertem Polylysin (SPLL) Komplexe mit kondensierter DNA unter 100 nm Durchmesser
generiert. Nach der Beschichtung dnderte sich das C-Potential von +50 mV auf -25 bis -40
mV abhéngig vom eingesetzten Ladungsverhiltnis. Transfektionsergebnisse wurden in dieser
Arbeit nicht vorgestellt. In einer anderen Untersuchung zeigte die gleiche Gruppe die Gene-
rierung von dhnlichen DNA-Partikeln mit PEI und Polyacrylsdure (PAA) (132). In vitro- und
in vivo-Transfektionsversuche zeigten relativ hohe Reportergenexpressionen und insbesonde-
re in vivo eine Reduktion der Toxizitdt im Vergleich zu PEI/DNA-Komplexen. -Potential
und kolloidale Stabilitéit in Salzbedingungen wurden nicht untersucht. Signifikante Transfek-
tionsraten wurden jedoch ausschlieBlich bei einem deutlich positiven Ladungsiiberschuss in
den Partikeln erhalten. Die beobachteten, relativ hohen Transfektionsraten in der Lunge wei-
sen zudem darauf hin, daB3 positiv geladene Partikel generiert wurden, die mit Serumproteinen
zu groBeren Aggregaten assoziieren. Obwohl in diesen Arbeiten die kolloidale Stabilitéit der
Partikel unter physiologischen Salzbedingungen nicht eindeutig nachgewiesen wurde, zeigten
die Ergebnisse, da3 mit Polyelektrolyten trotz negativem Ladungsiiberschuss kondensierte

DNA-Komplexe hergestellt werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden als Polyanionen PVS und PSS getestet. Insbesondere ist
das PSS ein in der LbL-Technik hédufig verwendetes Molekiil (94). In den Voruntersuchungen
wurde als Polykation PEI aufgrund seiner endosomolytischen Eigenschaften verwendet. Die

Ergebnisse zeigten erstmals, da mit dem Polyanion stark negativ geladene DNA-
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Nanopartikel hergestellt werden kdnnen, die unter physiologischen Salzbedingungen kolloidal
stabil sind (Abbildung 16) und in vivo ohne Anzeichen auf Toxizitdt relativ hohe Transfekti-
onseffizienzen bewirken konnen (Abbildung 17). Die kolloidale Stabilitdt wurde durch die
TEM-Untersuchungen und PCS-Messung eindeutig nachgewiesen. Dieses Resultat stellte
folglich einen wichtigen Schritt in der Herstellung Virus-&dhnlicher Nanopartikel dar.

Der néichste logische Schritt war daher der Einbau des NLS-Peptids (Abbildung 18). Mit dem
PVS als Polyanion wurden mit allen fiinf K;s-Peptiden negativ geladene, kolloidal stabile
Nanopartikel generiert. Die TEM-Untersuchungen zeigten einen Partikeldurchmesser von
etwa 100 nm. Interessanterweise wurden kondensierte DNA enthaltende Nanopartikel ledig-
lich in einem schmalen Fenster des DNA/Peptid/PVS-Mischverhiltnisses gefunden. So betrug
mit dem NLS die Breite dieses Fensters bezogen auf die eingesetzte PVS-Menge weniger als
25 %. Dartiiber hinaus herrschte ein deutlich negativer Ladungsiiberschuss, der in Abhéngig-
keit vom Peptid zwischen -2.40 und -2.73 lag. Das gemessene negative C-Potential belegte
schlieBlich die negative Oberfldchenladung der Partikel. Dieses Ergebnis stand a priori im
Gegensatz zu den vorausgegangenen DNA/PEI/PVS-Partikeln bei gleicher DNA-
Konzentration (Abbildung 14B). Kolloidal stabile Partikel waren sowohl bei einem
PVS/DNA-Gewichtsverhéltnis von eins als auch von zwei gefunden worden. Jedoch muss
bemerkt werden, da3 mit diesen Partikeln die eingesetzten Ladungsverhéltnisse insgesamt
positiv waren. AuBerdem sind PEI/DNA-Komplexe im Vergleich zu den Peptid/DNA-
Komplexen unter physiologischen Salzbedingungen relativ kolloidal stabil (Abbildung 14A).
Das hohe eingesetzte PEI/DNA-Ladungsverhéltnis von 8.0 kdnnte dafiir eine Erkldrung sein.
Die Bindung des PVS bei einem PVS/DNA-Gewichtsverhdltnis von eins oder zwei reichte
vermutlich nicht aus, um die Oberflachenladung soweit zu reduzieren, daf3 die Partikel insta-

bil wurden.

Die in vitro-Transfektionsergebnisse waren zwischen den generierten Nanopartikeln sehr un-
terschiedlich. Mit den DNA/Peptid/PVS-Partikeln wurden keine messbaren Reportergenex-
pressionen gefunden. Hingegen waren die DNA/PEI/PVS-Partikel bei einem PVS/DNA-
Ladungsverhiltnis von eins relativ transfektionseffizient. Beide Partikelarten waren kolloidal
stabil und enthielten DNA in kondensierter Form. Daher kann vermutet werden, dal} der ent-
scheidende Unterschied in dem Oberflichenpotential lag. Dariiber hinaus wurden mit dem
PSS unabhédngig vom eingesetzten Gewichtsverhéltnis keine transfektionsaktiven Partikel
generiert. Zusammengenommen bedeuten diese Resultate, da3 die Generierung von transfek-

tionsaktiven DNA-Nanopartikeln fiir den in vitro-Gentransfer von dem eingesetzten Polyani-
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on abhingt und scheinbar einen positiven Ladungsiiberschuss voraussetzt. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit den Untersuchungen von Trubetskoy: Mit dem SPLL als Polyanion
wurden keine positiven Transfektionsergebnisse beschrieben. Mit dem PAH wurden zwar
transfektionsaktive Partikel generiert. Diese wiesen jedoch einen deutlich positiven Ladungs-
tiberschuss auf.

Die vorherigen Untersuchungen hatten gezeigt, dal die HCT 116-Zellen relativ wenig HSPG
und sulfurylierte GAGs exprimieren, was die fehlende Korrelation zwischen der Transfekti-
onseffizienz und dem C-Potential der Peptid/DNA-Komplexe erklirte. Daher kann die schein-
bar erforderliche positive Ladung der Nanopartikel nicht auf eine elektrostatische Interaktion
mit der Zelloberflache zuriickzufithren sein. Der Einfluss der Gesamtladung ist unklar und
miisste durch ndhere Charakterisierung des Transfektionsmechnismus untersucht werden. Das
weitaus wichtigere Ergebnis schien jedoch die schon diskutierte Diskrepanz zwischen den in
vitro- und in vivo-Transfektionsergebnissen mit den DNA/PEI/PSS-Partikeln zu sein. Diese
filhrten in vitro zu keiner messbaren Reporterexpression. In den in vivo-Versuchen wurden
hingegen relativ hohe Reportergenexpressionen gefunden. Daraus ergibt sich, dall es im Hin-
blick einer in vivo-Applikation der Nanopartikel wenig sinnvoll ist, das System zunéchst in
vitro zu optimieren. In der Weiterfithrung der vorliegenden Arbeit wurde folglich die Frage
nach dem in vitro-Transfektionsmechanismus in den Hintergrund gestellt und auf weitere
Transfektionsexperimente in vitro verzichtet. Vielmehr bestand nun die Herausforderung dar-
in, ein tieferes Verstidndnis fiir die Bildung der Nanopartikel zu entwickeln, um fiir die ange-

strebte in vivo-Applikation weitere funktionelle Komponenten in das System einzubauen.

Physikalische Stabilitit von Komplexen und Polyelektrolytenadsorption

Mit dem Herstellungsverfahren nach Trubetskoy wurde mit dem PVS eine Durchdringung der
Peptid/DNA-Komplexe festgestellt (Abbildung 20A). Dariiber hinaus wurden kolloidal stabi-
le Nanopartikel unabhingig von der Herstellungsweise generiert, so daf allein der Endzustand
des Mischverhiltnisses ausschlaggebend war. Dies bedeutet, dal sich nach Inkubation des
PVS eine Neuorganisation der Komponenten im Komplex vollzog. Eine Beschichtung nach
dem LbL-Prinzip wurde folglich unter diesen experimentellen Bedingungen nicht erzielt. Ein
dhnlicher Effekt ist mit anderen kolloidalen Systemen beschrieben worden, in denen der zu
adsorbierende Polyelektrolyt mit der obersten Schicht interagierte und diese abtrug, anstatt an
ihr zu adsorbieren (129). Eine einfache Erklarung fiir diese Beobachtung ist eine starke elek-
trostatische Wechselwirkung zwischen dem PVS und dem K¢-Peptid. Als Folge wiirden sich

Peptid-Molekiile von der DNA teilweise ablosen und dem PVS ein weiteres Eindringen durch
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das gesamte Partikel hindurch ermdglichen. Dieses Ergebnis steht a priori im Wiederspruch
zu zahlreichen publizierten Untersuchungen, in denen das PVS in der LbL-
Beschichtungstechnik erfolgreich eingesetzt wurde (94). Ein kritischer Faktor fiir die Be-
schichtung sind die Adsorptionsbedingungen. Insbesondere wurde der Effekt der lonenstérke
in vielen Untersuchungen beschrieben. Bei einer geringen lonenstirke kann in wissriger Lo-
sung ein Polyelektrolyt als langgestrecktes stdbchenférmiges Molekiil modelliert werden.
Nach Adsorption entsteht somit eine relativ diinne Schicht bestehend aus Molekiilen mit einer
flachen Konformation. Bei hoherer lonenstirke werden die Polyelektrolyten hingegen flexib-
ler und bilden schleifendhnliche Strukturen, so dal die resultierende Schichtdicke grofer ist
(128, 133). Dieser Effekt wurde mit zahlreichen Polyanionen, unter anderen mit PVS und
PSS, beobachtet. So wurde gezeigt, da3 mit PSS bei Erhohung der NaCl-Konzentration von
10 mM auf 100 mM die Schichtdicke von 16 A auf 28 A wichst (133). Mit 0.4 M NaCl
wuchs sie weiterhin auf 48 A. Mit 1 M NaCl verringerte sie sich auf 21 A und eine weitere
Erhohung der Salzkonzentration fiihrte zu keiner Adsorption des PSS. Der Einfluss der Ionen-
starke fiihrte dazu, daB3 in den meisten Untersuchungen die Adsorptionsbedingungen bei 0.5
M NaCl gewdhlt wurden. Desweiteren zeigten Studien, dal in der obersten Schicht nur ein
Drittel der Ladungen an der Bindung mit der darunter liegenden Schicht beteiligt sind (134).
Die iibrigen Ladungen werden durch Gegenionen des Mediums kompensiert, die durch die
Bildung der néchsten Schicht freigesetzt werden konnen. Zusammengenommen fiihrt also erst
der Salzeffekt zur Bildung von Multischichten. Dariiber hinaus werden bei hoheren Salzkon-
zentrationen die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den entgegengesetzt gelade-
nen Polyelektrolyten geschwiécht. Die Reichweite dieser Wechselwirkungen lésst sich durch
die radiale Ausdehnung der Gegenionenschicht um den Polyelektrolyten beschreiben und
wird durch die Debye-Linge (') ausgedriickt. Diese steht im Zusammenhang mit der Tonen-
stirke (1), so daB ™ ~ 0.3/\T (nm) (91). So betriéigt die Debye-Linge bei 25 mM Ionenstirke
etwa 1.9 nm, unter physiologischen Salzbedingungen hingegen 0.77 nm und in 0.5 M NaCl
etwa 0.4 nm. Diese einfache Rechnung veranschaulicht die drastische Erh6hung der mdogli-
chen Eindringtiefe des elektrischen Feldes der PVS-Ladungen in den DNA-Komplex unter
den salzfreien Bedingungen im Vergleich zu den 0.5 M NaCl, die oftmals eingesetzt werden.
Diese Uberlegung ist jedoch eine etwas vereinfachte Darstellung des Adsorptionsprozesses.
Tatsdchlich wird die freie Energie des Systems aufler von den lon-Ion-Wechselwirkungen
zwischen den Polyelektrolyten durch zusitzliche Interaktionen mitbestimmt (135). So ist die
Bindung zwischen zwei Polyelektrolyten mit einer Restrukturierung ihrer Gegenionenschich-

ten an der Kontaktstelle verbunden, fiir die freie Energie aufgewendet werden muss. Dariiber
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hinaus werden die Hydrathiillen der Molekiile teilweise zerstort. Eine Dehydratation inner-
halb von Polyelektrolytkomplexen (PECs) sowie Multischichten wurde bereits belegt (136).
In PECs wurden Dielektrizitdtskonstanten von € = 5.5 festgestellt (133), was im Vergleich zu
Wasser (¢ = 78.5) einer relativ wenig polaren, also hydrophoben Umgebung entspricht. Der
Energieaufwand fiir diese Restrukturierung héngt von der Art der vorhandenen Ladungsgrup-
pen ab. Ublicherweise handelt es sich um quaternire Ammoniumgruppen, Carboxyl- sowie
Sulfatgruppen. Die elektrostatischen Kréfte zwischen den Polyelektrolyten héngen zudem
stark von der Ladungsdichte der Molekiile ab. Nach dem Manning-Modell kondensieren Ge-
genionen innerhalb von wenigen Nanometern um Polyelektrolyten mit einer hohen linearen
Ladungsdichte (137, 138). Die Ursache liegt in der reduzierten Konformationsfreiheit der
kovalent gebundenen Ladungen im Vergleich zu freien Ionen. Der Umfang der Gegenionen-
kondensierung richtet sich nach dem Abstand Ip zwischen zwei Ladungen des Polyelektroly-
ten in Relation zum Abstand zwischen zwei freien lonen der elektrostatischen Energie kgT.
Dieser wird als Bjerrum-Lénge 1 bezeichnet und betrigt in Wasser unter Standardbedingun-
gen 7.12 A. Nach diesem Modell kondensieren die Gegenionen so lange, bis eine ,,effektive*
Ladung des Polyelektrolyten von 1/v erreicht ist, mit v = Valenz der Gegenionen. Aus diesen
Uberlegungen ergibt sich der Ladungsparameter & = Ig/lp (Manningfaktor) eines Polyelektro-
lyten. Fiir ein DNA-Molekiil mit einem Abstand von 1.7 A zwischen zwei Ladungen betrigt
der Manningfaktor 4.18. In einer NaCI-Losung sind somit (1- 1/4.18)x100 = 76 % der Phos-
phatgruppen durch die Gegenionenkondensierung neutralisiert. Im Vergleich dazu hat PVS
mit § = 2.9 eine geringere lineare Ladungsdichte. In einer Untersuchung wurde festgestellt,
daf} in der LbL-Technik stabiles Wachstum der Schichten nur erfolgt, wenn der Polyelektrolyt
eine kritische Ladungsdichte entsprechend einem Manningfaktor von etwa eins ibertrifft
(140). Die freie Energie der Polyelektrolyteninteraktion beinhaltet ferner entropische Kompo-
nenten. Die Freisetzung der Gegenionen und die partielle Zerstérung der Hydrathiille sind fiir
eine Adsorption begiinstigende Faktoren, wéhrend der Mobilitdtsverlust des adsorbierten Mo-
lekiils einen Entropieverlust bedeutet. In einer Arbeit wurde der jeweilige Beitrag dieser be-
schriebenen Interaktionen aufgrund von experimentellen Daten geschétzt und die resultieren-
de freie Energie des Adsorptionsvorgangs berechnet (135). Als Grundlage wurde dazu eine
Ionenstirke von 10 mM gewdhlt. Das Resultat zeigt, da fiir eine Adsorption trotz der relativ
geringen lonenstirke zusdtzliche Wechselwirkungen zwischen den Polyelektrolyten herrschen
miissen. Diese miissten hydrophober Natur sein und sind auf Wechselwirkungen zwischen
den Hydrocarbonketten der Polyelektrolyten bzw. auf die Freisetzung strukturierter Wasser-

molekiile von diesen Ketten ins Medium zuriickzufiihren. Zudem miisste der energetische
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Beitrag der hydrophoben Wechselwirkungen vergleichbar mit den anderen beschriebenen
Interaktionsenergien sein. Aulerdem sei anzumerken, dafl mit relativ hohen Ionenstérken so-
wohl die elektrostatischen Wechselwirkungen als auch der Entropiegewinn durch die Freiset-
zung von Gegenionen stark reduziert sind. Folglich ist der Anteil hydrophober Wechselwir-
kungen in dem Adsorptionsprozess deutlich stirker. Experimentell ist die Rolle hydrophober
Wechselwirkungen in Beschichtungsexperimenten mit lonenstirken von 1-2 M untersucht
worden, so daf} die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Polyelektrolyten ver-
nachlissigbar sind. Die adsorbierte Menge und die Schichtdicke erh6hten sich mit Zunahme
der Adsorptionstemperatur (139), so daB auf hydrophobe bzw. van der Waals-
Wechselwirkungen geschlossen werden konnte. Zusammengenommen bedeuten diese An-
schauungen, dafl mit den starken Polyelektrolyten optimale Beschichtungsbedingungen bei
relativ hohen lonenstérken erreicht werden. Die Adsorption erfolgt aus einer Kombination aus
geschwichten kooperativen elektrostatischen Wechselwirkungen und zusitzlicher sekundérer
Wechselwirkungen, die ein stabiles Wachstum ermoglichen. In dieser Arbeit fiihrten die salz-
freien Bedingungen aufgrund starker elektrostatischer Wechselwirkungen mit dem PVS zu
einer Durchdringung der DNA-Komplexe, die als physikalische Destabilisierung beschrieben
werden kann. Dariiber hinaus wére die Bildung einer lediglich relativ diinnen PVS-Schicht zu
erwarten. Eine drastische Erhohung der Ionenstdrke zur Optimierung der Adsorptionsbedin-
gungen wiirde jedoch zu einer Dekondensierung der DNA fiihren. Folglich ist mit DNA-
Komplexen eine effektive Anwendung der LbL-Technik entweder durch Erhéhung der physi-
kalischen Stabilitdt der Komplexe, oder durch deutliche Reduktion der Ladungsdichte des
Polyanions zu erreichen. Im Falle des PVS konnte dies durch zusétzlichen Einbau von Hydro-
carbonketten einschlieBlich hydrophiler Anteile zwischen den Monomeren erfolgen, so daf3
der Manningfaktor von 2.9 auf maximal eins reduziert wird. Eine geringfiigige Erhohung des
hydrophoben Anteils kdnnte auBerdem die zur Stabilisierung der Schichten wichtigen sekun-

diaren Wechselwirkungen begiinstigen.

Bedeutung des Salzeffekts

Ein zentrales Ergebnis der vorliegenden Arbeit fiir die Anwendbarkeit der LbL-Technik auf
DNA-Komplexe ergab sich aus der Untersuchung des Salzeinflusses auf die drei Komponen-
ten des Systems (Abbildung 20B). Dazu wurde der Effekt des Salzes zwischen salzfreien Be-
dingungen und physiologischen Salzbedingungen verglichen. Als Malistab diente der Kon-
densierungsgrad der DNA in den Komplexen, gemessen an der relativen Ethidiumbromid-

Fluoreszenz der Mischung. Es wurde festgestellt, da3 das Salz die DNA um das 1.55-fache
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kondensiert und desweiteren den Dekondensierungseffekt des PVS um das 7.3-fache
schwicht. Dariiber hinaus wurde der Kondensierungseffekt des K;¢-Peptids um das 6.5-fache
reduziert. In zusdtzlichen Vergleichsexperimenten wurde die halbe Peptidmenge eingesetzt.
Die entsprechenden Fluoreszenzwerte waren exakt doppelt so groB3, so dal3 der gleiche Salzef-
fekt gemessen wurde. Dadurch konnen die Effekte unter den experimentellen Bedingungen
als additiv betrachtet werden, so daB3 sich zusammengenommen nach der Salzzugabe ein
Kondensierungsgewinn von (1.55x7.3)/6.5 = 1.74-fach ergibt. Dieser salzinduzierte Konden-
sierungszuwachs fiihrte in den gewidhlten Ladungsverhéltnissen zur Beobachtung von kon-
densierten Nanopartikeln (Abbildung 20A). Als Ergebnis dieser Analyse wird also eine deut-
liche Reduktion der elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Polyelektrolyten fest-
gestellt. Die Salzeffekte auf das PVS und das Peptid hoben sich aullerdem in etwa gegenseitig
auf. Entscheidend fiir die Nanopartikelbildung war offensichtlich die hohere Flexibilitdt der
DNA unter den Salzbedingungen. Ohne diesen Effekt hétten die gewéhlten Ladungsverhalt-
nisse einen Kondensierungsgewinn von 7.3/6.5 = 1.12, also von lediglich 12 % bewirkt. Diese
Analyse veranschaulicht auf klare Weise inwiefern Anderungen der Salzkonzentration die
Bildung von DNA-Komplexen in der LbL-Technik beeinflusst. Ursache dafiir ist die Ver-
wendung des K;¢-Peptids als polykationisches kondensierendes Agens. Die Kondensierung
der DNA wird vornehmlich durch elektrostatische Wechselwirkungen vermittelt und ist somit
empfindlich gegen Variationen in der lonenstdrke des Mediums.

Eine Vielzahl von Untersuchungen beschéftigten sich mit dem Mechanismus der DNA-
Kondensierung und belegen die Komplexitit dieses Prozesses (141, 142). Ursache dafiir sind
die auBlergewohnlichen physikochemischen Eigenschaften von DNA-Molekiilen (143). So
kann Plasmid-DNA als natiirlicher Polyelektrolyt mit einer relativ hohen Ladungsdichte be-
trachtet werden. Die lokale Gegenionenkonzentration um die DNA betrdgt in einer 10 mM
NaCl-Losung nach dem Manning-Modell ungefiahr 1 M (144). Durch elektrostatische Absto-
Bungskrifte zwischen den Strangen besitzt die DNA eine Persistenzldnge von etwa 50 nm.
Damit ist DNA ein relativ unflexibles Molekiil. Kondensierung wird in der Regel durch Inter-
aktionen mit multivalenten Kationen erreicht (142). Eine Erh6hung der lonenstirke sowie die
Reduktion der Polaritit des Mediums durch Alkoholzugabe verstiarken diesen Prozess. Insge-
samt ist Kondensierung mit einer Verringerung der Persistenzldnge und einer Erh6hung der
Flexibilitdt verbunden. Gleichzeitig fiihrt die Kondensierung zu einem starken Entropiever-
lust. Zusétzlich zu den elektrostatischen Wechselwirkungen muss in der Energiebilanz die
Freisetzung der Gegenionen zwischen zwei Stringen sowie die Reorganisation der Hydrathiil-

le in Analogie zu den Interpolyelektrolyten-Wechselwirkungen beriicksichtigt werden (siehe
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oben). Die ,,kondensierten* Gegenionen beteiligen sich ebenfalls als anziehende Kraft in der
Wechselwirkung zwischen zwei Strangen. Verantwortlich hierfiir scheinen korrelierte Fluk-
tuationen dieser Schicht zu sein. Der genauere Mechanismus ist derzeit ein kontroverses
Thema (144). Ausserden gibt es Hydratationskréfte zwischen DNA-Stringen. Je nach Kon-
formation der gebundenen Wassermolekiile ergeben sich anziehende oder abstoBende Wech-
selwirkungen. SchlieBlich konnen auBler den Ion-Ion-Wechselwirkungen zwischen Polykation
und DNA auch Wasserstoftbriickenbindungen mit dem Phosphat und Sauerstoff- sowie Stick-
stoffatomen der Basen und dariiber hinaus hydrophobe Wechselwirkungen mit den Basen
stattfinden. Diese sind oft von der DNA-Sequenz beeinflusst und spielen insbesondere in der
spezifischen Erkennung von Liganden eine wichtige Rolle. Eine weitere Mdoglichkeit der
DNA- Kondensierung beruht auf Wechselwirkungen der DNA mit dem Ausschlussvolumen
von Polymeren. Dieser Effekt wurde insbesondere mit neutralen Polymeren wie PEG beo-
bachtet. So fiihrte eine hohe PEG-Konzentration in der Losung zur Bildung von kondensier-
ten DNA-Partikeln (145). Eine Erhohung der Ionenstirke begiinstigte aulerdem diesen Pro-
zess. Die Nutzung dieses Ausschlussvolumeneffekts konnte den in dieser Arbeit beobachteten
ungiinstigen Salzeffekt auf die Polykation-vermittelte Kondensierung umgehen. Dadurch wi-

re auch die Anwendung der LbL-Technik unter relativ hohen Salzkonzentration erleichtert.

Aufgrund der bisherigen Uberlegungen wurden die physikalische Destabilisierung der DNA-
Komplexe durch das PVS und der Einfluss des Salzes auf die Komplexbildung als wesentli-
che Hiirden fiir die Anwendung der LbL-Technik identifiziert. Als Folge wurde der gesamte
Herstellungsprozess der Partikel in physiologischen Salzbedingungen durchgefiihrt. Um eine
Ummantelung von Komplexen mit dem Polyanion zu erreichen, musste zunéchst kolloidale
Stabilisierung unter Salzbedingungen erreicht werden. Dies gelang durch Erhohung des Pep-
tid/DNA-Ladungsverhiltnisses auf 20. Ein derartiger eingesetzter Ladungsiiberschuss wirft
jedoch die Frage nach der Stochiometrie im Komplex auf, da die negativen Ladungen der
DNA um ein vielfaches kompensiert sind. Es muss jedoch bemerkt werden, daf3 in Abhéin-
gigkeit vom Peptid bei einem Peptid/DNA-Ladungsverhiltnis von drei ein -Potential von +
28.8 bis + 34.4 mV gemessen wurde (Abbildung 6). Im Vergleich dazu betrug das C-Potential
beim Ladungsverhéltnis von 20 + 68.2 mV. Dies deutet also auf eine weitere Bindung des
Peptids bei hoheren Ladungsverhéltnissen trotz deutlichem Ladungsausgleich der DNA hin.
Die kolloidale Stabilitit kann also auf elektrostatische AbstoBungskrifte zwischen den Kom-
plexen zuriickgefiihrt werden. Sogenannte ,,nicht-stochiometrische* PECs, die eine Stéchio-

metrie unterschiedlich von 1 : 1 aufweisen, wurden in zahlreichen Arbeiten beschrieben (146,
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147). Ein mogliches Modell zur Entstehung solcher Komplexe konnte die partielle Bindung
einer relativ groen Anzahl von Peptiden an das DNA-Molekiil sein. Nach Kondensierung der
DNA wiirde dadurch der jeweils nicht-gebundene Anteil der Peptidsequenzen einen starken
positiven Ladungsiiberschuss an dem Komplex bewirken. Fiir die Ermittlung der genaueren
Stochiometrie miisste der freie Peptidanteil in der Losung bestimmt werden.

Die anschlieende Inkubation dieser Komplexe mit PSS als Polyanion fiihrte bei einem
PSS/DNA-Gewichtsverhéltnis von 50 zur Generierung der angestrebten kolloidal stabilen
DNA-Nanopartikeln. Das gemessene C-Potential von — 78.1 mV ist fiir eine elektrostatische
Stabilisierung der Partikel ausreichend. Ein wichtiges Ergebnis war schlieBlich der notwendi-
ge schrittweise Aufbau des Partikels: Die Vorkondensierung der DNA mit dem Peptid war
Vorraussetzung fiir die Herstellung des Partikels. Eine Reorganisation der Komponenten nach
Zugabe des PSS erscheint als unwahrscheinlich, da diese bei umgekehrter Herstellungsreihen-
folge ebenso stattfinden miisste. Im Gegensatz zu den vorher beschriebenen durchmischten
Nanopartikeln deutet dieses Ergebnis also auf einen strukturierten Aufbau hin. Offensichtlich
hatte die drastische Erhohung des Peptid/DNA-Ladungsverhéltnisses eine stirkere Durch-
dringung des DNA-Komplexes durch das Polyanion verhindert. Daher ldsst sich festhalten,
daf das entwickelte Verfahren zu einer physikalischen Stabilisierung wéhrend des Herstel-
lungsprozesses filihrte und eine Adsorption des Polyanions mit einer resultierenden Ladungs-
umkehr des Partikels bewirkte. Zudem gelang erstmals die Mitverkapselung eines Signalpep-
tids in das Nanopartikel. Somit wurde eine wichtige Grundlage fiir das Design von Virus-

dhnlichen Nanopartikeln im Hinblick eines in vivo-Gentransfers geschaffen.

4.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit veranschaulichen die Schwierigkeit, Multikomponentensysteme
mit funktionellen Elementen fiir den nicht-viralen Gentransfer zu entwickeln. Der Grund liegt
darin, daB3 der Gentransfermechanismus sowohl von den physikochemischen Eigenschaften
als auch von der chemischen Zusammensetzung der Komplexe bestimmt wird. Unspezifische
Interaktionen zwischen Komponenten des Systems fiihren dazu, dafl die eingebauten funktio-
nellen Elemente zusitzlich die physikochemischen Eigenschaften der Komplexe verdndern
und dadurch unterschiedliche Schritte des Transfektionsprozesses beeinflussen. In dieser Ar-
beit wurde dies durch den Einfluss des NLS-Peptids auf das Aggregationsverhalten der DNA-
Komplexe gezeigt. Aus dieser Erkenntnis folgt, daB zur Uberpriifung der Funktionalitét von

bestimmten Elementen eine genauere Untersuchung der physikochemischen Eigenschaften
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des Systems von zentraler Bedeutung ist. Der unspezifische Einfluss einer Komponente kann
sich sowohl positiv als auch negativ auswirken. Die VN-Sequenz forderte zwar die Aggrega-
tion der Komplexe und fiihrte somit zu einer Erh6hung der internalisierten DNA-Menge. An-
dererseits war dadurch eine in vivo-Applikation erschwert. Andere Arbeiten (125) zeigten,
daB3 der Einbau von nicht-ionischen hydrophilen Anteilen sowohl die kolloidale Stabilitét als
auch den Kernimport verbesserten und auBBerdem unspezifische Interaktionen mit Blutzellen
reduzierte. Gleichzeitig wuchs jedoch die Anfilligkeit gegen DNase-Abbau. Ein weiterer kri-
tischer Punkt ist also die Sicherstellung, dal3 eine funktionelle Komponente nur an einem be-
stimmten Schritt des Gentransfers ihre Wirkung entfaltet. Daraus ergibt sich die Notwendig-
keit, Systeme mit einer definierten inneren und &uBleren Struktur herzustellen. Die LbL-
Technik bietet dazu einen moglichen Ansatz. Die derzeitige Anwendung auf DNA-Komplexe
stoBt jedoch auf eine konzeptionelle Schwierigkeit: Um eine Durchdringung der Schichten
sowie des Kerns durch adsorbierende Polyelektrolyten zu reduzieren, miissen Adsorptionsbe-
dingungen gewdihlt werden, in denen die elektrostatischen Wechselwirkungen deutlich ge-
schwicht sind. Gleichzeitig soll die DNA auf einem relativ engen Raum kondensiert werden,
was Ublicherweise durch starke elektrostatische Wechselwirkung mit einem Polykation er-
reicht wird. In zukiinftigen Entwicklungen miissen daher DNA-Kondensierung und Adsorpti-
on auf Mechanismen basieren, die sich nur wenig gegenseitig ausschlieen. Denkbar wire
die Nutzung von Ausschlussvolumeneffekten zur Kondensierung der DNA (145). Dariiber
hinaus konnten zur Schichtbildung unterschiedliche Wechselwirkungen wie die Bildung von
Wasserstoftbriicken genutzt werden oder spezifischere Interaktionen nach dem Li-
gand/Rezeptorprinzip eingesetzt werden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Entwicklung von Strategien fiir einen kontrollierten und
schrittweisen Abbau der einzelnen Komponenten wihrend des Transfektionsmechanismus.
Insbesondere bietet das endosomale Kompartiment die Moglichkeit, pH-sensitive Prozesse zu
nutzen. So konnte die Wahl von Polyelektrolyten mit geeigneten pK,-Werten zur einer pH-
abhingigen Destabilisierung von Interpolymerschichten fiihren (148). Eine andere Variante
wire der zusitzliche Einbau von Peptidsequenzen in Blockcopolymere, die einen spezifischen

proteolytischen Abbau im Zytoplasma oder Lysosom erlauben (149).

Der Einbau von funktionellen Komponenten hat zum Ziel, einen kontrollierten Werdegang
des Vektors durch Nutzung von zellbiologischen Mechanismen zu ermdglichen. Die meisten
bisherigen Losungsansitze stammen aus der Entschliisselung von Transport- und Abbaupro-

zessen der Proteine. Unklar ist, inwiefern sich diese Mechanismen auf DNA-Molekiile liber-
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tragen lassen. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit und zahlreichen anderen publizierten Un-
tersuchungen lag die Effizienz von NLS-Peptiden in nicht-viralen Gentransfersystemen bisher
unter den Erwartungen. Es wére daher hilfreich, den Kernimportmechanismus von exogener
DNA wihrend des Transfektionsvorgangs ndher zu charakterisieren. Darauf basierend kénn-
ten erst rationelle Optimierungsansitze abgeleitet werden. Dariiber hinaus gibt es iiber den
Gentransfermechanismus sowohl in vitro als auch in vivo viele fundamentale ungeklérte Fra-
gen. Insbesondere ist unklar, mit welchen zelluldren Faktoren DNA-Komplexe interagieren.
Dies betrifft den Zellaufnahmemechanismus ebenso wie den intrazelluliren Werdegang des
Vektors. Es ist offensichtlich, dal DNA nicht nur aufgrund ihrer aulergewdhnlichen physiko-
chemischen Eigenschaften, sondern auch als Trager der Erbinformation einen besonderen
Stellenwert einnimmt. Der massive Eintritt von exogener DNA kann einen dramatischen Ein-
griff in die Physiologie der Zelle sowie in Zellzyklus-regulierende Mechanismen bewirken.
Hiergegen muss die Zelle effiziente Schutzmechanismen aufgebaut haben. Eine zentrale Fra-
ge ist folglich, welche zelluldren Verdnderungen die Aufnahme von exogener DNA mit sich
bringt. In einer kiirzlichen Untersuchung wurde beobachtet, daB3 die Transfektion von Fibro-
blasten durch Liposomen oder durch die Calciumphosphatmethode in vitro eine Fas-
vermittelte Apoptose auslost (150). Die Apoptoseinduktion war zudem zellspezifisch und
unabhingig vom Methylierungsgrad der DNA. Ich denke, dal} sich hier ein breites For-
schungsfeld erdffnet, das ich als Gentransferbiologie bezeichnen wiirde und das {iber den
Transfektionsmechanismus hinaus, zentrale Fragen auch fiir den Bereich der Virologie und

des horizontalen Gentransfers aufwirft.

Die Herstellung von Virus-dhnlichen Partikeln als effizientes Gentransfersystem fiir die nicht-
virale Gentherapie wird schlielich eine engere Verzahnung zwischen der Zellbiologie, der
Polyelektrolytchemie sowie der Kolloidphysik voraussetzen. Das angestrebte Ziel lédsst sich
zwar in wenigen Zeilen beschreiben. Von der Komplexitét her gleicht die damit verbundene
Aufgabe aufgrund des interdisziplindren Charakters sowie der wissenschaftlichen und techno-
logischen Herausforderung eher einem anderen, legendédren Transportunternehmen:

Der Apollo 11-Mondlandemission.
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