Kapitel 3

Ergebnisse

Im ersten Abschnitt des Ergebnisteils werden die Resultate der Untersuchungen zur
Grofle und Struktur sowie zu den biophysikalischen Eigenschaften der Liposomen bzw.
der aus ihnen hergestellten Gentransfervesikel vorgestellt. Im zweiten Teil werden die
Ergebnisse der Transfektionsversuche préasentiert und ihre Beziehungen zur Biophysik
der Transfervesikel und zu den Versuchsbedingungen dargelegt.

3.1 Biophysik der Gentransfervesikel

3.1.1 Eigenschaften der Liposomen
3.1.1.1 Grofle und Struktur der kationischen Liposomen

Nach der Lyophilisierung der in Chloroform gelésten Lipide und der Zugabe von deio-
nisiertem Wasser entstanden nach 2-10 min starkem Schiitteln multilamellare Vesikel
verschiedener Groflenklassen oder auch mizellare Strukturen. Die untersuchten katio-
nischen Lipide unterschieden sich dabei in Abhéngigkeit von der chemischen Struktur
hinsichtlich ihrer Liposomenbildungsfihigkeit.

Wie die optische Analyse, PCS-Untersuchungen und die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen zeigten, geniigte bei den meisten der untersuchten kationischen Lipide eine
Formulierung mit dem Helferlipid DOPE und die Zugabe von Wasser zum getrockne-
ten Lipidfilm, um durch starkes Schiitteln multilamellare Vesikel im Grolenbereich von
etwa 200 bis 1000 nm herzustellen. Wurde auf den Zusatz eines Helferlipides verzichtet,
bildeten die kationischen Lipide DOTAP, DCQ-Chol und DOCSPER sehr kleine Lipo-
somen (<100 nm), das Lipid Sp-Chol dagegen mizellare Strukturen aus. Im Gegensatz
dazu entstanden bei Verwendung der Lipide DOTMA und DAC-Chol Liposomen die
etwa 500 bzw. fast 1000 nm groff waren. Aus den kationischen Lipiden DC-Chol und
DDAB entstanden dagegen ohne den Zusatz von Helferlipiden keine stabilen Vesikel
(vgl. Tab. 3.1). Diese Lipide bildeten nach dem Lyophilisieren auch keinen Lipidfilm
aus. Bei DC-Chol wurde das Auftreten eines 6ligen Tropfens und bei dem Lipid DDAB
die Bildung eines kristallinen Pulvers beobachtet. Wahrend der Herstellung von Li-
posomen aus diesen beiden Lipiden wurden nach dem Schiitteln des Lipidfilmes mit
deionisiertem Wasser groflere Prézipitate beobachtet. Diese 16sten sich auch nach einer
Ultraschallbehandlung nicht auf.

Zur genaueren Untersuchung der Grofie der Liposomen wurde im weiteren die Mehr-
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Mol %
100 75 50 25
DAC-Chol L L L L
DC-Chol p L L L
DCQ-Chol M L L L
Sp-Chol M M M L
DOTMA L L L L
DOTAP M L L L
DDAB p p L L
DOCSPER M L L L

Tabelle 3.1: Einflufl des Helferlipidanteils auf die Vesikelbildung

L=Liposomen; P=Préazipitate; M=Mizellen. Bei Vorliegen einer schwach triiben bzw. opaleszierenden
Losung wurde davon ausgegangen, dafl liposomale Strukturen, bei einer klaren Losung mit
Detergenzeigenschaften, dafl Mizellen vorhanden sind. Sichtbare Agglomerate, die sich auch durch

Ultraschall nicht entfernen lieBen, fithrten zur Einstufung der Vesikelbildung als Prézipitat.

winkelanalyse der PCS angewandt. Diese Technik erlaubt die Detektion weniger grofler
Partikel und ein Abschétzen der Grofenverteilung in einer Gesamtpopulation [132].

Bei einem Zusatz des Helferlipides DOPE zu den kationischen Lipiden nahm die
Grofle der aus den polykationischen Lipiden Sp-Chol oder DOCSPER préparierten
Liposomen mit steigendem Gehalt an Helferlipid zu. Wenn z.B. bei Sp-Chol-Liposomen
der Gehalt an Helferlipid von 50 auf 90 % (w/w) erhoht wurde, stieg die mittlere Grofie
der Liposomen von etwa 200 nm auf iiber 600 nm an (vgl. Abb. 3.1). Die Ergebnisse
zeigen weiter, dafl Sp-Chol-Liposomen mit 10 % (w/w) kationischem Lipid eine recht
homogene Grofenverteilung bei 600-800 nm haben. Bei Liposomen mit 20 % Sp-Chol
hat der iiberwiegende Teil der Liposomen dagegen eine mittlere Grofle von etwa 400-
600 nm, es kommen aber auch wenige Liposomen mit 750 bis 1000 nm Durchmesser
vor. Der sigmoidale Anstieg der Groflenwerte fiir die niedrigeren Mefiwinkel 148t auf
einen geringen Anteil an gréfleren Liposomen schlieen. Bei Sp-Chol-Liposomen mit
50 % Helferlipidanteil sinkt die mittlere GroBe auf etwa 100 nm ab und es gibt nur
wenige Liposomen die grofler als 250 nm sind. Eine Formulierung des Sp-Chol’s ohne
Helferlipid fiihrte dagegen zur Bildung von Mizellen die mit Hilfe der PCS-Methode
nicht vermessen werden konnten.

Bei Liposomen, die aus dem Glycerolderivat DOCSPER und den monokationi-
schen Lipiden DAC-Chol, DC-Chol, DCQ-Chol, DOTMA, DOTAP und dem Helferli-
pid DOPE hergestellt worden waren, bildeten sich wie die Ergebnisse der PCS zeigten,
grofere Liposomen mit Durchmessern von mehreren 100 nm. Diese relativ grofien Ve-
sikel wurden durch eine 10 min Inkubation der Liposomen in einem Ultraschallbad, in
Abhéngigkeit von der Intensitdt der Beschallung, auf etwa 100 bis 200 nm, DOTAP-
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Abbildung 3.1: Einflul des DOPE-Anteiles auf die Groéfle von Sp-
Chol-Liposomen

Sp-Chol-Liposomen wurden in verschiedenen Mischungsverhéltnissen von kationischem zu Helferlipid
hergestellt. Die Anteile an Sp-Chol betrugen 10, 20, 30 oder 50 % (w/w).

Liposomen sogar auf weniger als 100 nm, verkleinert. Nach einer mehrtéagigen Lagerung
der Liposomen bei 4°C wurden keine nennenswerten Groéfenverdnderungen festgestellt.

Bei Liposomen die aus DC-Chol oder DAC-Chol sowie DOPE hergestellt wurden,
nahm mit zunehmendem Anteil an Helferlipid die Liposomengréfie von >1000 nm, bei
DAC-Chol ohne Helferlipid, auf etwa 300-400 nm bei 25 Mol % ab. Bei der Beschallung
sank die Liposomengrofie bei allen untersuchten liposomalen Formulierungen dann auf
etwa 125 nm. Nur DAC-Chol-Liposomen die mit 50 % Helferlipid formuliert worden
waren, blieben auch nach der Ultraschallbehandlung etwa 500 nm grof.

Die exakten Groflen der Liposomen schwankten erheblich in Abhéngigkeit von der
Stédrke und Dauer der Ultraschallbehandlung bzw. des Schiittelns. Generell wurde be-
obachtet, dafl bei hoherem Energieeintrag in das System die Grofle der Liposomen
abnahm. Aus diesem Grunde wird an dieser Stelle auf eine Auflistung der Mef3werte
der PCS-Untersuchungen fiir die einzelnen liposomalen Formulierungen verzichtet.

Im Gegensatz zu den anderen kationischen Liposomen bildete das doppelkettige
Lipid DDAB wenn es mit DOPE hergestellt worden war, auch nach einer Ultraschall-
behandlung von iiber 20 min keine stabilen Liposomen aus. Die sichtbaren Prézipitate
verblieben auch bei intensiver Beschallung in der Suspension. Eine alternative Her-
stellung mit Hilfe eines Rotationsverdampfers, die zu einem diinneren Lipidfilm fiihrt,
ergab dagegen bei einem Masseverhéltnis von 30 % DDAB und 70 % DOPE eine For-
mulierung ohne sichtbare Prézipitate.
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Es ist festzustellen, dafl es bei den polykationischen Liposomen einen direkten Zu-
sammenhang zwischen dem Helferlipidanteil und der Liposomengrofie gab. Bei den
Cholesterolderivaten DAC-Chol und DC-Chol nahm hingegen die Gréfle der Liposo-
men mit einem zunehmenden Anteil des Helferlipides ab. Bei den iibrigen monokatio-
nischen Lipiden war hingegen kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Menge an
Helferlipid und der Vesikelgréfle festzustellen. Die Lipide DC-Chol und insbesondere
DDAB zeigten im Vergleich zu den anderen Lipiden schlechtere Liposomenbildungsei-
genschaften, wobei DDAB sich nur bei der Herstellung des Lipidfilmes in Rundkolben
mit grofler Oberfliche in liposomale Vesikel einbinden lief.

3.1.1.2 Bestimmung elektrostatischer Parameter mittels 4-Heptadecyl-7-
hydroxycoumarin

Wie die durchgefiihrten Untersuchungen beweisen, ist die Hohe des Verhéltnisses der
Lichtemission bei den Anregungswellenléngen 380 bzw. 330 nm abhéngig vom pH-
Wert des Dispersionsmediums (vgl. Abb. 3.2A): Je hoher der pH-Wert, desto héher die
Lichtemmission bei einer Anregungswellenldnge von 380 nm. Dagegen ist die Fluores-
zenz bei einer Anregungswellenléinge von 330 nm relativ konstant. Dies entspricht dem
isobestischen Punkt des Fluorophores.

Auflerdem ist die Hohe der HC-Protonisierung, d.h. der pH-Wert auf der Vesikel-
oberfliche bei physiologischem pH-Wert im Dispersionsmedium, abhéngig vom Anteil
des kationischen Lipides in der Membran. So stieg bei einem pH-Wert von 7.4 im
Umgebungsmedium mit der Zunahme des Anteils an kationischem Lipid die Fluo-
reszenz bei 380 nm und damit das Verhéltnis der Lichtemmissionen bei einer Anre-
gung von 380 bzw. 330 nm (im folgenden als 380/330er Wert bezeichnet) stark an
(Abb. 3.2B). Bei 50 und 25 Mol % kationischem Lipid waren dabei zwischen DOTAP,
DAC-Chol, DC-Chol und DCQ-Chol nur geringe Unterschiede im elektrostatischen
Verhalten der Liposomen festzustellen. Bei 75 und 100 Mol % kationischem Lipid war
dagegen bei DCQ-Chol-Liposomen die HC-Protonisierung besonders hoch, wihrend sie
bei DOCSPER-Liposomen bei allen Mol-Verhéltnissen unter den Werten der anderen
liposomalen Formulierungen lag.

In weiteren Untersuchungen wurde bei DOTAP-Liposomen mit unterschiedlichem
Anteil an Helferlipid der Einflu8 des pH-Wertes auf die HC-Protonisierung untersucht
(Abb. 3.2C). Bei allen untersuchten Liposomen stieg der Anteil des protonisierten HC
in der Membran bei einer Erhéhung des pH-Wertes im Umgebungsmediums an. Dabei
erfolgte bei Liposomen mit hohem Anteil an kationischem Lipid die HC-Protonisierung
bei einem niedrigeren pH-Wert als bei Liposomen mit geringerem Anteil an kationi-
schem Lipid. So war bei Liposomen mit 100 Mol % DOTAP bei pH 7.4 das HC zu
fast 100 % protonisiert, wihrend bei DOTAP-Liposomen mit 25 Mol % und 50 Mol %
DOTAP bei pH 7.4 weniger als 50 % der HC-Molekiile protonisiert waren. Die Liposo-
men mit 25 Mol % DOTAP erreichten erst bei einem pH-Wert von 9.2 eine vollstindige
Protonisierung des Fluorophores.

Weiterhin hatte auch die Art des zugesetzten Helferlipides Einflul auf die Hohe der
HC-Protonisierung. Bei DOTAP- (Abb. 3.2D) und bei DOCSPER-Liposomen (nicht
gezeigt) die mit Cholesterol als Helferlipid hergestellt wurden, war der Grad der HC-
Protonisierung grofer als bei Liposomen die mit DOPE hergestellt worden waren.

Um den Einflul der Ionenkonzentration und des Puffersystems auf die HC-Pro-
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Abbildung 3.2: Elektrostatische Eigenschaften von HC-markierten
kationischen Liposomen

A) Spektrum der Anregungswellenléinge fiir DOTAP-75M-Liposomen markiert mit HC bei einer Emis-
sionswellenldnge von 450 nm und bei verschiedenen pH-Werten.

B) Verhéltnis der Lichtemission (450 nm) bei Anregungswellenldngen von 380 und 330 nm verschie-
dener kationischer Liposomen mit 100, 75, 50 und 25 Mol % Helferlipidanteil (pH 7.4).

C) Lichtemission von DOTAP-Liposomen mit unterschiedlichem Anteil an Helferlipid bei verschiede-
nen pH-Werten. Die Anregungswellenléinge betrug 390 nm, die Emissionswellenléinge 450 nm.

D) Anteil an protonisiertem HC in DOTAP-Liposomen in Abhéngigkeit von Anteil und Art des
Helferlipides berechnet nach Gleichung (1) (Seite 48) bei pH 7.4.

E+F) Einflu der NaCl-Ionenkonzentration und des Mediums (E: 0.02 M HEPES-Puffer; F: 0.02 M
Phosphatpuffer, jeweils pH 7.4) auf die HC-Protonisierung an der Liposomenoberfliche der verschie-
denen Liposomen. Die Cholesterolderivate enthielten 50 Mol % kationisches Lipid.
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tonisierung zu untersuchen, wurden anschlieflend die Fluoreszenzuntersuchungen in
verschiedenen Medien durchgefiihrt. Dazu wurde 0.02 M Phosphat- oder HEPES-Puffer
(pH 7.4) mit 0, 50, 100 oder 150 mM NaCl verwandt. Wie die Ergebnisse in Abbil-
dung 3.2E+F zeigen, nahm mit zunehmender lonenkonzentration der Grad der gemes-
senen Protonisierung des Fluorophores bei allen untersuchten Liposomen ab. Dieser
Abfall war besonders ausgepriagt bei DOTAP-100-Liposomen, welche z.B. in 20 mM
HEPES-Puffer ohne NaCl den hochsten Wert des 380/330-Verhéltnisses aufwiesen. Mit
der Erhohung der NaCl-Konzentration jedoch sank dieser Wert unter den der anderen
Liposomen ab. Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit DOTAP-50-Liposomen erzielt.
Die Cholesterolderivate unterschieden sich in HEPES-Puffer voneinander kaum in ih-
rem Protonisierungsprofil. In Phosphatpuffer dagegen war eine deutliche Abstufung
der Fluorophor-Protonisierung in der Reihung DCQ-Chol>DC-Chol>DAC-Chol zu be-
obachten. Die HC-Protonisierung von DOCSPER-100-Liposomen lag auch in HEPES-
Puffer niedriger als die der Cholesterolderivate.

Zusammenfassend ist aus den vorliegenden Ergebnissen zu schlufifolgern, daf die
Hohe der HC-Protonisierung abhéngig ist von der Struktur des kationischen Lipides,
von der Art und der Menge des zugesetzten Helferlipides, der Ionenkonzentration und
der Art der Gegenionen im Dispersionsmedium sowie von dessen pH-Wert. Cholesterol
als Helferlipid bzw. als lipophiler Anker des kationischen Lipides erhoht, eine grofe
Menge an Helferlipid sowie eine hohe Ionenkonzentration im Medium dagegen verrin-
gern die Protonisierung der HC-Molekiile.

3.1.2 Eigenschaften der Lipoplexe
3.1.2.1 Grofle, Tritbung und Stabilitit

Der Verlauf der Lipoplexbildung nach dem Mischen von DNA und Liposomen kann
durch die Bestimmung der dynamischen Lichtstreuung oder durch das photometrische
Messen der Triibung, d.h. der statischen Lichtstreuung, verfolgt werden. Neben der
Analyse der Groflenverdnderungen, welche mit Hilfe der statischen Lichtstreuung un-
tersucht wurden, erfolgten auch PCS-Messungen, die eine exaktere Bestimmung der
Vesikelgrofien erlauben.

Fiir die Untersuchung der Lichtstreuung wurden die Lipoplexe wie im Abschnitt 2.2.3
(S. 44) beschrieben in 96-Well-Zellkulturschalen hergestellt und anschliefend die Licht-
streuung an einem Spectra-Mikrotiterplattenphotometer bei einer Wellenldnge von
405 nm bestimmt. Dabei wurde ein konstanter Betrag an DNA mit steigenden Mengen
an kationischen Liposomen gemischt.

Chemie und Zusammensetzung: In Abhéngigkeit von der chemischen Struktur und
dem Mischungsverhéltnis zwischen kationischem Lipid und Helferlipid zeigten die li-
posomalen Formulierungen ein unterschiedliches Triibungsverhalten. DOCSPER-100-
Liposomen verursachten hingegen ohne den Zusatz von DNA wegen ihrer geringen
Grofle keine Streuung des Lichtes im sichtbaren Bereich. Wenn DNA zugesetzt wurde
war eine starke Zunahme der Lichtstreuung bei der Lipoplexbildung zu beobachten.
Dies 1483t auf eine erhebliche Grofenveréinderung der Vesikel nach der Zugabe der DNA
schlieflen (vgl. Abb. 3.3).

Mit zunehmender Lipidmenge nahm die Lichtstreuung der Lipoplexe zu, erreichte
dann bei etwa 5 ug Lipid je pg DNA ein Maximum und nahm bei 10 pg Lipid je ug DNA
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Abbildung 3.3: Einflufl der Lipidkonzentration auf den EtBr-
Ausschluf3, die Licht-Streuung und die j-Gal-
Expression.

Von unterschiedlichen liposomalen Formulierungen wurde der EtBr/DNA-Ausschlu$, die Streuung und
die Gentransfereffizienz von F98-Zellen bestimmt. Die Werte sind Mittelwerte von 2-3 Bestimmungen
(+ SD). A: DAC-30-Liposomen; B: DAC-40-Liposomen; C: DOCSPER-100-Liposomen

wiederum ab. Somit scheinen die Lipoplexe bei einem Uberschuf an kationischem Lipid
wieder kleiner zu werden. Diese Beobachtungen wurden in geringerem Umfang auch
fiir DAC-30 und DAC-40-Liposomen gemacht. Bei diesen Liposomen, die auch ohne
den Zusatz von DNA wegen ihrer Grofe {iber eine starke Eigenstreuung verfiigen, war
keine bzw. nur eine schwache Zunahme der Triibung festzustellen. So blieb bei DAC-30-
Liposomen die Triibung der Lipoplexe zwischen 1.25 und 5 pg Lipid je ug DNA konstant
und sank dann bei 10 pug Lipid leicht ab, wéahrend bei DAC-40-Liposomen die Triibung
nur leicht anstieg und bei 5 pug Lipid je ug DNA der héchste Wert der Lichtstreuung
bezogen auf die Gesamtmenge an Lipid beobachtet wurde.

Konzentration: Grofle und Stabilitdt der hergestellten Lipoplexe waren auflerdem
abhéngig von der Konzentration der Einzelkomponenten, dem Mengenverhéltnis zwi-
schen den kationischen Liposomen und der DNA sowie der Art des Mediums, in dem
die Herstellung der Komplexe erfolgte.

Es wurde festgestellt, dal die Grofle von Lipoplexen, die bei hoher Konzentration
und neutralen Mischungsverhéltnissen zwischen Liposomen und DNA hergestellt wor-
den waren, sehr rasch zunahm und Prézipitate zu beobachten waren. Somit war die
Stabilitdt unter diesen Bedingungen sehr gering. Im Gegensatz dazu war die Vesikel-
grofle bei Lipoplexen mit stark positiven Mischungsverhéltnissen und einer niedrigen
Konzentration der Einzelkomponenten geringer und die Stabilitat grofier. So kam es bei
einem Mischungsverhéltnis von 1:1 (w/w) bei DAC-30/DNA-Komplexen mit Lipidkon-
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Abbildung 3.4: Einflu3 des Mediums auf die Lipoplexgrofle

A: 100 ul DOCSPER-100-Liposomen wurden in 3 ml Wasser, Ringerlésung oder 150 mM NaCl/20 mM
NaHCOj3 verdiinnt. Die Grolenbestimmung erfolgte mittels PCS am N4-Plus bei einem Mefiwinkel von
90 Grad. Dargestellt sind die Mittelwerte der Bestimmung bei Annahme einer unimodalen Verteilung
(£ SD). Nach der ersten Messung wurden 10 ug DNA zugegeben und die Messungen wurden nach 5,
10, 30 und 180 min wiederholt.

B: 500 ug DAC-40-Liposomen und 100 pug PS wurden in 500 pl Ringerlésung (R) oder Saccharose (S)
verdiinnt und mit 50 pg Plasmid-DNA pUT651, verdiinnt in 500 pl Ringerlésung oder Saccharose,
gemischt und fiir 4, 24 oder 48 h bei RT inkubiert. Die Untersuchung der Groflenverteilung erfolgte
wie unter Abb. A beschrieben.

zentrationen von 1mg/ml innerhalb weniger Minuten zum Prézipitieren der Komplexe,
wéahrend Lipoplexe mit einem Mischungsverhéltnis von 10:1 bei gleicher Lipidkonzen-
tration iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen stabil blieben.

Medium: In weiteren Untersuchungen wurde der Einflufl des Mediums auf die Grofien-
verdnderung von DOCSPER-100/DNA- und DAC-30/PS/DNA-Komplexen iiber eine
Zeit von wenigen Minuten bis zu 48 h analysiert. Dazu wurden die Liposomen in Me-
dien mit hoher Ionenkonzentration, wie Ringerlosung bzw. isotonischer NaCl-Losung
mit Bicarbonatpuffer, oder in Medien ohne zugesetzte Ionen, wie Wasser bzw. 10 %-
Saccharoselosung, mit der Plasmid-DNA gemischt.

Kurzeitstabilitat: Bei den Kurzzeitstabilitdtsuntersuchungen mit DOCSPER-100/
DNA-Lipoplexen wurde festgestellt, dal diese bei der Verwendung von Wasser iiber
einen Zeitraum von 3 h mit etwa 150-200 nm sehr klein blieben. Wurde Ringerlésung
fiir die Komplexherstellung verwandt, stieg die Grofie sehr schnell auf etwa 300 nm an,
blieb dann aber konstant. Wenn hingegen 20 mM Bicarbonat zum Medium hinzugesetzt
wurden, waren die Liposomen ohne DNA mehrere hundert nm bis zu 1 pm grofl und
bei der DNA-Zugabe stieg die Lipoplexgrofie kontinuierlich auf mehrere pym an (vgl.
Abb. 3.4A).

Langzeitstabilitdt: Auch bei Langzeitstabilitits-Untersuchungen mit DAC-30/PS/
DNA-Komplexen zeigte sich, da} bei der Verwendung von Medien mit einer hohen
Ionenkonzentration die Grofle der Lipoplexe stdndig zunimmt, wéahrend bei der Ver-
wendung von Medien ohne zugesetzte Ionen, wie Saccharoselosung, die Komplexgrofie
tiber mehr als 48 h konstant blieb (vgl. Abb. 3.4B). So betrug die Gréfle von DAC-30/
PS/DNA-Komplexen anfénglich etwa 750 nm und stieg innerhalb von 48 h auf 1000 nm
an. Das optische Erscheinungsbild der Lipoplexe verdnderte sich dabei von opaleszie-
rend zu triib, was ebenfalls auf eine Groflenzunahme schlielen liefl. Teilweise wurden
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Abbildung 3.5: Einflu3 der Lipidmenge auf die Fluoreszenz von
EtBr/DNA-Komplexen

Die Lipoplexe wurden in isotonischer NaCl-Losung aus 0.6, 1.25, 2.5, 5 oder 10 pg Lipid und 1 pg
Plasmid-DNA hergestellt. Nach etwa 30 min erfolgte die Zugabe von EtBr zu einer Endkonzentra-
tion von 1 pg/ml. AnschlieBend wurde bei einer Anregungswellenléinge von 540 nm und bei einer
Emissionswellenldnge von 590 nm die Fluoreszenz bestimmt.

nach 48 h auch kleine Prézipitate in der Suspension beobachtet. Demgegeniiber wurden
bei Komplexen die in Saccharoselosung bzw. Wasser hergestellt worden waren, keine
Groflen- bzw. Strukturverdnderungen beobachtet. Wurden die Lipopolyplexe in einem
Gemisch von Ringerlosung und Saccharoselosung hergestellt, d.h. 50 % Ringerlosung
und 5 % Saccharose, so lagen das Erscheinungsbild und die Grole der entstehenden
Lipoplexe zwischen der Grofle der in Ringerlosung bzw. 10 % Saccharose hergestellten
Vesikel.

Die Grofle der Lipoplexe und deren Stabilitdt wird somit mafigeblich vom Mi-
schungsverhéltnis des kationischen Lipides und Helferlipides, von der Konzentration
der Einzelkomponenten, also der Liposomen und der DNA, sowie von der Ionenkonzen-
tration des umgebenden Mediums bestimmt. Eine hohe Ionen- bzw. Komponentenkon-
zentration und ein neutrales Ladungsverhéltnis zwischen den kationischen Liposomen
und der DNA beeinflussen die Lipoplexstabilitéit negativ, wahrend niedrige Ionen- und
Komponentenkonzentrationen und ein stark positives Ladungsverhiltnis die Stabilitét
der Lipoplexe vergrofiern.

3.1.2.2 Elektrophoretische Mobilitdt und DNA /EtBr-Interkalation

Eine weitere Moglichkeit die Lipid/DNA-Komplexe zu charakterisieren, besteht in der
Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitdt bzw. in der Untersuchung des EtBr-
Ausschlusses auf DNA-Ebene nach der Zugabe der kationischen Liposomen zur DNA.
Nach Zusatz des fluoreszierenden EtBr-Molekiils interkaliert dieses in die DNA-Doppel-
helix (ein EtBr-Molekiil je 4-5 DNA-Basenpaaren). Bei Anregung mit Licht der Wel-
lenlénge von etwa 500 bis 540 nm, wird im Bereich von ca. 590 bis 610 nm langerwelliges
Licht emittiert. Die Fluoreszenz des interkalierten EtBr-Molekiiles ist dabei 20-30fach
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hoher als die Fluoreszenz des freien EtBr [66].

Nach der Zugabe der kationischen Liposomen korreliert der Grad der Packung der
DNA [55, 162] mit der Abschirmung gegen das interkalierende EtBr. Je geringer die
Fluoreszenz, desto stéarker die Packung der DNA bzw. die Ummantelung durch das
Lipid.

Lipopleze: Fiir die Fluoreszenzstudien wurden Lipoplexe in isotonischer NaCl-Losung
durch Mischen von unterschiedlichen Mengen kationischer Liposomen mit einer kon-
stanten Menge DNA hergestellt. Etwa 30 min nach dem Mischen der kationischen
Liposomen mit der DNA wurde EtBr zugesetzt und die Fluoreszenz bestimmt.

Bei den untersuchten DAC-30, DAC-40, DAC-100, DOCSPER-100, Sp-20 und DO-
TAP-100-Liposomen nahm mit einer zunehmenden Menge an Liposomen die EtBr/DNA-
Fluoreszenz ab (vgl. Abb. 3.5). Dieser Abfall der Fluoreszenz war besonders ausgepragt
bei Liposomen die polykationische Lipide enthielten. So sank bei Sp-20-Liposomen die
Fluoreszenz auf weniger als 10 % des Ausgangswertes ab wenn =2.5 ug Lipid zu 1 ug
Plasmid-DNA zugesetzt wurden. Bei DOCSPER-Liposomen sank die Fluoreszenz auf
weniger als 25 % des Ausgangswertes ab wenn =5 pug Lipid verwandt wurden. Sowohl
bei Sp-20- als auch bei DOCSPER-100-Liposomen sank die EtBr-Fluoreszenz bei einer
Lipidmenge von mehr als 5 ug per ug DNA nicht weiter ab.

Bei DOCSPER-100-Liposomen wurde auflerdem der Grad der Mobilitat der Li-
poplexe in einem Agarose-Gel untersucht. Dabei war festzustellen, dafl mit einer zu-
nehmenden Lipidmenge die DNA immobilisiert wurde, bzw. es zu einem vollsténdigen
Ausloschen der Fluoreszenz kam und die DNA nicht mehr beobachtet werden konnte.
Der Grad dieser Immobilisierung war weiterhin von der Art des Mediums, in dem die
Lipoplexe hergestellt wurden, abhingig: In DMEM-Medium war die Immobilisierung
am schwéchsten, in Wasser oder in niedrigioniger Kochsalzlosung stérker.

Bei der DNA-Komplexierung mittels DAC-Chol-Liposomen war die EtBr/DNA-
Fluoreszenz sowohl von der Menge an Liposomen als auch vom Anteil des DAC-Chol’s
in den Liposomen abhéngig. War der Anteil des kationischen Lipides in den Liposomen
gering, wie z.B. bei DAC-30-Liposomen, wurde das EtBr nicht oder kaum ausgeschlos-
sen. Im Vergleich dazu sank bei DAC-40- und DAC-100-Liposomen die Fluoreszenz in
starkerem Mafle ab. Die Fluoreszenz verringerte sich hier bis zu einer Menge von 5 ug
Lipid je pug DNA etwa proportional mit der Menge an zugesetzten Liposomen. Trotz
seiner quarterndren Aminokopfgruppe war die Starke der Komplexierung der DNA
durch das monokationische Lipid DOTAP niedriger als bei den DAC-100-Liposomen.

Polykationen: Im weiteren wurde auch der Einflu} von Polykationen wie PS und
PLL auf die DNA-Komplexierung untersucht. Bei der Vorkomplexierung der DNA mit
diesen Polykationen kam es bei Uberschreiten eines bestimmten Peptid/DNA-Verhilt-
nisses zu einem vollstdndigen Abfall der Fluoreszenz. Auf diese Ergebnisse wird zu
einem spéteren Zeitpunkt eingegangen werden (vgl. Abschnitt 3.2.3, S. 73).

Triibung, EtBr-Ausschluff und Gentransfer: Im Zusammenhang mit der Mo6glich-
keit die Gentransfereffizienz von kationischen Liposomen durch den Zusatz von Poly-
kationen zu erhchen, wurde auch versucht den Grad der Packung der DNA mit der
Triibung der Lipoplexe und diese mit den erzielten Gentransferresultaten zu korrelieren
(vgl. Abb. 3.3). Dazu wurde die EtBr/DNA-Fluoreszenz mit dem Grad der Triibung
je Lipideinheit und der (-Gal-Expression verglichen. Es konnte festgestellt werden,
dafl sowohl Lipide, die die DNA fast vollstiandig gegen EtBr abschirmen (DOCSPER-
100), als auch Liposomen mit nur schwach komplexierenden Eigenschaften (DAC-30,
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DAC-40) in wvitro wirksame Gentransfersysteme darstellen. Somit scheint eine starke
Komplexierung keine notwendige Voraussetzung fiir den Gentransfer in vitro zu sein.

Bei der Bestimmung der Lipoplextriibung lief3 sich hingegen ein Zusammenhang zur
Gentransfereffizizienz herstellen. Die auf die Menge an Liposomen normierte Triibung
von DOCSPER-100 und DAC-40-Liposomen nahm mit der Lipidmenge bis 5 pug Lipid
zu und sank dann bei 10 pug Lipid wieder ab. Anstieg und Abfall der Triibung kor-
relierte mit der erreichten Reportergenexpression. Bei DAC-30-Liposomen blieb von
1.25 pg bis 5 pg Lipid die Triibung konstant und sank bei 10 pg Lipid leicht ab. Die
Reportergenexpression der DAC-30/pUT651-Lipoplexe stieg dagegen von 0.06 ug Li-
pid bis zu 10 pg Lipid kontinuierlich an. Bei der Auswertung und Interpretation der
Ergebnisse ist zu beriicksichtigen, dafi die Lichtstreuung der Lipoplexe die Fluoreszenz
der EtBr/DNA-Komplexe schwécht. Die erhaltenen Daten sind deswegen nur unter
Vorbehalt zu interpretieren.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dafl der Grad der DNA-Komplexierung we-
sentlich von der Ladung der kationischen Kopfgruppe, vom Anteil des Helferlipides
in den kationischen Liposomen und vom Medium in dem die Lipoplexherstellung er-
folgt abhéngt. In Medien mit hoher Ionenkonzentration kam es zu einer schwécheren
Komplexierung der DNA, wihrend in deionisiertem Wasser die stiarkste Komplexierung
erreicht wurde.

3.2 Transfektionsergebnisse

In diesem Abschnitt werden zuerst die Gentransfereigenschaften der verschiedenen ka-
tionischen Lipide miteinander verglichen und anschlieBend wird der Einflul der Kom-
plexbestandteile, wie des Helferlipides, der DNA-Qualitiat und des Zusatzes von Po-
lykationen auf die Generierung effizienter Gentransfervesikel untersucht. Im weiteren
werden die Faktoren, welche die Komplexbildung beeinflussen wie Komplexkonzentra-
tion und Medium untersucht. Abschliefend werden einige der Einflulfaktoren die zum
Transfektionsverfahren gehoren analysiert.

3.2.1 Gentransfereigenschaften verschiedener kationischer Li-
pide

Untersucht werden sollte zuerst, inwiefern sich die Gentransfereffizienzen der verschie-
denen kationischen Lipide auf den Zellinien unterscheiden und ob bestimmte chemische
Strukturen fiir den Gentransfer besonders geeignet sind.

Fiir die Untersuchung der Abhéngigkeit der Gentransfereffizienz der Lipoplexe von
der chemischen Struktur des kationischen Amphiphiles wurden die Rattenglioblastom-
zellinie F98, die Rattenkolonkarzinomzellinie CC531, die humane Mammatumorzellinie
MaTu und MCF7 sowie die humane Glioblastomzellinie N64 mit verschiedenen liposo-
malen Formulierungen und der Plasmid-DNA pUT651 transfiziert. Verwendet wurden
dabei verschiedene liposomale Formulierungen eines jeden kationischen Lipides mit dem
Helferlipid DOPE, aber auch Liposomen, die ohne Helferlipid hergestellt worden wa-
ren. Folgende Lipide wurden fiir die Herstellung der kationischen Liposomen verwandt
(vgl. auch Tab. 2.3, S. 42 sowie Abb. 1.4, S. 22):
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