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Abkürzungen

AAV Adenoassoziiertes Virus
Abb. Abbildung
A-Chol Alanylcholesterol
AIDS Acquired immunodeficiency syndrom

erworbenes Immundefizienz Syndrom
Amp Ampicillin
ampr Ampicillin-Resistenzgen
Axxxnm Absorption bei xxx nm
β-gal β-Galaktosidase
bp Basenpaare
Chol Cholesterol
CPRG Chlorphenolrot-β-D-Galactopyranosid
Da Dalton
DAC-Chol 3β[N-(N,N’-dimethylaminoethan)-carbamoyl]cholesterol
DC Dünnschichtchromatografie
DC-Chol 3β[N-(N’,N’-dimethylaminoethan)-carbamoyl]cholesterol
DCQ-Chol Ethylendiamin-[N-(Carboxycholesteryl)

-N’,N’-dimethyl-N’-(2-hydroxyethyl)-ammonium]-bromid
DDAB Dimethyldioctadecylammoniumbromid
DEAE-Dextran Diethylaminoethyl-Dextran
DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium
DMF Dimethylformamid
DMRIE 1,2-Dimyristyloxypropyl-3-methylhydroxyethylammoniumbromid
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DOCSPER 1,3-Dioleoyloxy-2-(N5-carbamoyl-spermine)-propan
DOGS Dioctadecylamidoglycylspermin
DOPE 1,2-Dioleoylphosphatidylethanolamin
DOSGA N-Amidino-β-alanin-[2-(1,3-dioleoyloxy)propyl]amid-hydrochlorid
DOSPA 2,3-Diolyloxy-N-[2(spermincaboxamido)ethyl]

-N,N-dimethyl-1-propanammoniumtrifluoroacetat
DOSPER 1,3-Dioleoyloxy-2-(6-Carboxy-spermyl)-propylamid
DOTAP 1,2-Dioleoyloxy-3-(trimethylammonium)propan
DOTMA N-[1-(2,3-dioleoxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid
EDTA Ethylendiamin-tetraacetat
EtBr Ethidiumbromid
FACS fluorescence activated cell sorting,

Fluoreszenz aktivierte Zell-Sortierung
FKS fötales Kälberserum
GFP grün fluoreszierendes Protein
GMP good manufacturing practice, gute Herstellungspraxis
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HBSS Hanks’ balancierte Salzlösung
HC 4-Heptadecyl-7-hydroxycoumarin
HIV Humanes Immundefizienzvirus
HSV Herpes-Simplex-Virus
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
lacZ β-Lactamase-Gen für das Enzym β-Galaktosidase
L/D Lipid zu DNA (Verhältnis)
LPD Lipid-Protamin-DNA(-Komplex)
LTR long terminal repeat
luc Luziferase-Gen
LUV große unilamellare Vesikel
M Mol
MCS multi cloning site, multipler Klonierungsort
MEM modifiziertes Eagle’s Medium
MES 2-[N-Morpholino]ethanosulfonsäure
MHC Membranhistokompatibilitätskomplex
MLV multilamellare Vesikel
mRNA messenger RNA, Boten-RNA
MTP 96-Well-Mikrotiterplatte
MW Molekulargewicht
O-Chol L-Ornithylcholesterol
ONPG o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid
PAMAM Polyamidoamin
PBS Phosphat gepufferte Salzlösung
P-Chol Cholesterylputrescin
PC Phosphatidylcholin
PCS Photonenkorrelationsspektroskopie
PDMAEMA Polydimethylaminoethylmethacrylat
PE Phosphatidylethanolamin
PEG Polyethylenglykol
PEI Polyethylenimin
PI Propidiumiodid
PLL Poly-L-Lysin
pNPP p-Nitrophenylphosphat
PS Protaminsulfat
PTH Parathormon
RES Retikuloendotheliales System
REV reverse phase evaporation vesicle
RNA Ribonukleinsäure
rpm rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
RPMI Roswell Park Memorial Institut(-Medium)
RT Raumtemperatur
SDS Natriumdodecylsulfat
Sp-Chol Dicarbobenzoxyspermin-Carbamoyl-Cholesterol bzw. Lipid #67
SUV small unilamellar vesicles, kleine unilamellare Vesikel
Tab. Tabelle
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TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TK Thymidinkinase
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
U Unit, Einheit
ÜNK Übernachtkultur
v/v Volumen/Volumen = Volumenverhältnis
w/w weight/weight = Gewichtsverhältnis
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoyl-β-D-galactopyranosid
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit wurde mit dem Ziel der Herstellung stabiler liposomaler Gen-
transfervesikel für den in vitro und in vivo Gentransfer angefertigt. Diese Vesikel sollen
auch für eine klinische Anwendung am Menschen geeignet sein. Anforderungen an
solche Vesikel sind: hohe Transfereffizienz, Stabilität und Sicherheit für Patient und
Anwender.

Die Arbeit beinhaltete Untersuchungen zu der Herstellung, den biophysikalischen
Eigenschaften, der in vitro Gentransfereffizienz sowie zur Stabilität und Lagerfähigkeit
der Gentransfervesikel.

Die Ergebnisse zeigen, daß die Gentransfereffizienz von folgenden Faktoren beein-
flußt wird: den Bestandteilen der Gentransfervesikel, der Herstellung der Vesikel, dem
Ablauf der Transfektion, der Zellart und deren Kulturbedingungen.

Bezüglich der Vesikelbestandteile wurde festgestellt, daß sich für hohe in vitro
Transfektionsraten Lipide mit einer Sperminkopfgruppe besonders eignen. Die aus sol-
chen Lipiden hergestellten liposomalen Gentransfervesikel sind jedoch nur kurzzeitig
aktiv und für eine längere Lagerung nicht geeignet.

Dagegen waren aus monokationischen Lipiden (DAC-Chol) hergestellte Liposomen
für eine Formulierung von längerfristig stabilen Gentransferkomplexen geeignet. Die Ef-
fizienz und Lagerfähigkeit dieser Vesikel konnte durch den Zusatz von Protaminsulfat
noch gesteigert werden. Eine weiter erhöhte Stabilität und die Möglichkeit eines Ein-
frierens der vorformulierten Gentransferkomplexe wurde durch den Zusatz von Saccha-
rose ermöglicht. Saccharose senkte jedoch die Kurzzeitaktivität der Gentransfervesikel
auf etwa ein Drittel der Aktivität von Gentransfervesikeln, welche ohne Zuckerzusatz
hergestellt worden waren. Die verringerte Kurzzeitaktivität konnte durch eine erhöhte
Dosierung der Gentransferkomplexe ausgeglichen werden.

Die Untersuchungen zeigen, daß die Verwendung von Lipid/Protaminsulfat/DNA-
Komplexen, welche in saccharosehaltiger Lösung hergestellt wurden, einen effektiven
Gentransfer in vitro gewährleistet und ein vielversprechender Ansatz für in vivo Un-
tersuchungen sowie mögliche klinische Anwendungen ist.
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Abstract

The aim of this work was the preparation of stable liposomal gene transfer vesicles
for the in vitro and in vivo gene transfer. It should be possible to use these vesicles
for clinical issues on humans. The requirements for such vesicles are: high efficiency,
stability and security for the user and the patient.

The work contained investigations to the production, the biophysical characteristics,
that in vitro gene transfer efficiency as well as for stability and shelf-life of the gene
transfer vesicles.

Our results show that the gene transfer efficiency is influenced by the following
factors: the constituents of the gene transfer vesicles, the production of the vesicles,
the flow of the transfection, the cell type and their culture conditions.

Concerning the vesicle constituents it was stated that for high in vitro transfection
rates lipids with a spermin headgroup are particularly suitable. Out such lipids ma-
nufactured liposomal gene transfer vesicles are however only briefly active and for a
longer storage not suitably.

On the other hand from monocationic lipids (DAC-Chol) manufactured liposomes
were suitable for the preparation of long term stable gene transfer complexes. The
efficiency and shelf-life of these vesicles could be still increased by the addition of
protaminsulfate. An even more increased stability and the possibility of freezing the
preformulated gene transfer complexes was enabled by the addition of saccharose. Sac-
charose lowered however the short time activity of the gene transfer vesicles to a third
of the activity of gene transfer vesicles, which had been manufactured without su-
gar addition. However the reduced short time activity could become balanced by an
increased dosage of the gene transfer complexes.

The investigations show that the use of lipid/protaminsulfate/DNA complexes,
which were manufactured in a saccharose containing solution ensures an effective gene
transfer in vitro and a promising beginning for in vivo investigations as well as possible
clinical applications is.
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