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,Je mehr sich bei Erforschung der Natur die Erfahrungen und
Versuche hdufen, desto schwankender werden die Theorien. Es ist
aber immer gut sie nicht gleich deswegen aufzugeben. Denn jede
Hypothese, die gut war, dient wenigstens die Erscheinungen bis auf
ihre Zeit gehorig zusammen zu denken und zu behalten. Man sollte
die widersprechenden Erfahrungen besonders niederlegen, bis sie
sich hinldnglich angehduft haben, um es der Miihe wert zu machen

‘

ein neues Gebdude aufzufiihren.

von Georg Christoph Lichtenberg
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1 EINLEITUNG

1.1 GENTHERAPIE — NEUE CHANCEN — NEUE HERAUSFORDERUNGEN

Mit dem Konzept durch exogenes genetisches Material eine gezielte Genexpression zu
modulieren, um dadurch Krankheiten zu heilen, wurde von Friedmann und Roblin im Jahr

t.'"! Gentherapeutika stellen heutzutage

1972 der Ausgangspunkt fiir die Gentherapie geleg
eine Untergruppe der Arzneimittel fiir neuartige Therapien, die ATMP’s, dar und sind nach
Definition der Richtlinie 2009/120/EG ein biologisches Arzneimittel, das folgende Merkmale

aufweist:'!

a) Es enthilt einen Wirkstoff, der eine rekombinante Nukleinsdure enthilt oder daraus besteht,
der im Menschen verwendet oder ihm verabreicht wird, um eine Nukleinsduresequenz zu
regulieren, zu reparieren, zu ersetzen, hinzuzufiigen oder zu entfernen.

b) Seine therapeutische, prophylaktische oder diagnostische Wirkung steht in unmittelbarem
Zusammenhang mit der rekombinanten Nukleinsduresequenz, die es enthilt, oder mit dem

Produkt, das aus der Expression dieser Sequenz resultiert.

Die Gentherapie weist somit enormes therapeutisches Potential auf, ist jedoch gleichzeitig mit
wissenschaftlichen wie auch mit ethischen Problemen behaftet. Aus eben diesen ethischen
Griinden wird in Deutschland der Gentransfer durch das Embryonenschutzgesetz §5
ausschlieBlich auf somatische Zellen begrenzt (somatische Gentherapie). Die somatische
Gentherapie kann auf drei Wegen erfolgen — Genaddition, Gensubstitution und
Gensuppression. Als Gentransfer wird der Vorgang des Einbringens von Genen in Zellen
bezeichnet. ,Nackte* Nukleinsduren (DNA oder RNA) eignen sich nur bedingt zur
Gentherapie, da sie von Nukleasen abgebaut werden und auf Grund ihrer negativen Ladung
die Zellmembran nur schwierig passieren konnen.”! Um dies zu umgehen bendtigt man ein
Vehikel, welches das genetische Material tibertrdgt. Als Gentransfervehikel eignen sich virale
und nicht virale Systeme. Der Gentransfer kann dabei in vivo, sowie ex vivo durch Entnahme
von autologen Zellen des individuellen Patienten realisiert werden."! Die ex vivo- Methode
wird vornehmlich fiir Genmodifikationen von leicht zu isolierenden Zellen, wie z.B.
himatopoetische Stammzellen, verwendet."” Fiir diese Behandlungsstrategie werden aus dem
Knochenmark autologe CD34" Zellen isoliert und in einem Labor unter definierten
Bedingungen kultiviert. Das therapeutische Gen wird anschlieend in die Zellen eingebracht

und die autologen genmodifizierten Zellen dem Patienten wieder verabreicht."” ® GroBe
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Fortschritte konnten somit bei der Behandlung von primdren Immundefekten und
Stoffwechselstorungen beispielsweise bei X-SCID, ADA-Mangel, WAS und der CGD
gemacht werden.”! Als erstes Medikament zur in vivo- Gentherapie wurde von der EMA im
Jahr 2012 Glybera® (Wirkstoff: Alipogentiparvovec) zur Behandlung der vererbbaren
Krankheit LPL-Mangel zugelassen.™ Der Wirkstoff Alipogentiparvovec enthilt die humane
LPL-Genvariante LPL3**"X in einem Vektor. Der Vektor umfasst u.a. eine Proteinhiille, die
vom AAV Serotyp 1 abgeleitet ist. Glybera® ist nur fiir eine einmalige Anwendung
zugelassen, die mittels mehrerer intramuskulédrer Injektionen in die Beine verabreicht wird."!
Die meisten gentherapeutischen Behandlungsstrategien erfordern jedoch eine wiederholte
Gabe des Gentherapeutikums, welche bei viralen Systemen oftmals als problematisch
anzusehen ist und am Beispiel der Behandlung der zystischen Fibrose néher erldutert werden
soll. Hierbei handelt es sich um eine autosomal rezessive Stoffwechselerkrankung, welche
durch Mutationen des CFTR-Gens verursacht wird. Das klinische Bild ist u.a. charakterisiert
durch zdhfliissige Sekrete sowie Narben und Zysten in der Lunge, Bauchspeicheldriise, Leber

und Darm."

Besonders die Erkrankungen der Atemwege und die damit héufig
wiederkehrenden Lungenentziindungen sind der Hauptgrund der hohen Morbiditétsrate und
der Mortalitdt der Erkrankungen, welche mit einer Lebenserwartung von durchschnittlich 29
Jahren einhergehen.!'”) Eine Herausforderung bei der Therapie der Erkrankung ist die
wiederholte Anwendung einer inhalativen Darreichungsform des Gentherapeutikums. Die
meisten viralen Gentransfersysteme, z.B. auf Basis von Adenoviren oder AAVs, sind nicht fiir
eine wiederholte Gentherapie geeignet. Grund dafiir ist die Induktion von Immunantworten
gegen die viralen Strukturen bei wiederholter Anwendung des Gentherapeutikums. Des
Weiteren stellt die begrenzte Beladungskapazitit im Fall von AAVs ein zusitzliches Problem
dar. Aber auch andere Virustypen sind ungeachtet ihrer hohen Transfereffizienzrate aufgrund
von einem der bereits genannte Nachteile oder ihres Tropismus, welcher den zu
therapierenden Zelltyp stark begrenzt, oftmals als problematisch fiir die Gentherapie
einzustufen.!"!! Nach den Ergebnissen in einer kiirzlich (07/2015) verdffentlichten klinischen
Studie der Phase 2b konnten lipidbasierte nicht virale Gentransfersysteme eine
vielversprechende Behandlungsalternative bei der Therapie der cystischen Fibrose sein.!'"!

Mittlerweile sind bereits 2210 klinische Studien auf dem Gebiet der Gentherapie bekannt. Die
Hauptindikationen sind hierbei die Behandlung von Krebserkrankungen (64%), gefolgt von
monogenetischen Erbkrankheiten (9,5%) sowie kardiovaskuldren Erkrankungen (7,9%).“2]

Dabei spielen heutzutage virus-basierte Vektoren in 66,4 % aller Studien immer noch die

grof3te Rolle. Dies ist nicht zuletzt durch deren effiziente Mechanismen zu begriinden, welche
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Viren im Lauf von Millionen Jahren entwickelt haben, um ihr Genom in Zielzellen zu
integrieren. Der virale Gentransfer wird auch als Transduktion bezeichnet.""*! Hierbei wird
vorher die therapeutische Nukleinsdure in das Virus integriert. Das Virus fungiert somit als
Gentransfersystem und Genvektor, weshalb einfachheitshalber von viralen Vektoren
gesprochen wird. Der genetische Aufbau eines AAV, sowie der des resultierenden Vektors ist
schematisch in Abb. 1 dargestellt. In klinischen Studien kommen vor allem Vektoren
basierend auf Adenoviren (22,2%), Retroviren (18,4%), Vaccinaviren (7,2%) und AAV
(6,0%) zum Einsatz.

Virus Vektor
e Adeno-assozierter Virus
rep | cap
a7 i M [ oo T
ITR ITR ITR ITR

Abbildung 1 Schematische Darstellung der Organisation des viralen Genoms eines AAVs (linke Seite) und des entsprechend
erzeugten AAV-basierten Vektors (rechte Seite).
Die zwei offenen Leserahmen (rep und cap) sind in hellgriin dargestellt; die Lokalisierung der Promotoren wird durch den

Pfeil gezeigt; Folgende Abkiirzungen wurden verwendet: ITR - invertierte terminale Wiederholung; Poly A -
Polyadenylierungsstelle; P - Promotor. Darstellung modifiziert nach Giacca und Zacchigna.*!

Jeder virale Vektor hat je nach Typ verschiedene Vor- und Nachteile und bietet sich fiir
verschiedene therapeutische Einsatzgebiete an (siehe Tabelle 1). Wihrend beispielsweise
retrovirale Vektoren auf Grund ihrer Biodistribution und ihrer Neutralisation durch
Serumbestandteile besonders bei der ex vivo- Applikation Anwendung finden, besitzen adeno-

assozierte Vektoren hohes Potential fiir in vivo- Anwendungen.

Vektoren Vorteile Nachteile
+hohe Transduktionseffizienz ex vivo -begrenzte Beladungskapazitit von max. 7,5 kb
und in vivo'"! fir 1 Gen. und starke Immun- und
+transduziert viele Zelltypen!"! Entziindungsreaktionen!"* '
+transduziert  proliferierende und -2 Gen. Beladungskapazitit bis 14kb, schlechte

Adenovirus nicht-proliferierende Zellen'"' Expression und starke Immunreaktionen
+einfache Produktion und -3 Gen. benétigt Helferadenovirus'™* '®
Aufkonzentrierung zu hohen Titern -einige  Serotypen werden vom  Serum
moglich!"”! neutralisiert'"*!
+hohe  Transduktionseffizienz in -geringe Beladungskapazitit von 4-5 kb !
vivo!'® -Produktion ist schwierig!"”
+transduziert  proliferierende und  -< 1% des AAVs kann sich integrieren'”

AAV nicht-proliferierende Zellen'"® -Restrisiko fiir Tumorgenese vorhanden'!
+anhaltende  Expression bis zu -manche Serotypen werden von Antikdrpern
Jahre!'®! neutralisiert''®!
+nicht pathogen, geringe Toxizitiit'"! -Immunreaktion bei wiederholter Gabe''®!
+Integration ins Zellgenom mégl.m] -ineffiziente Transduktion in vivo'™
+hohe Transduktionseffizienz ex vivo  -Insertionsmutagenese!'”!

Gammaretroviren ~ +stabile Expression''” -transduziert nur proliferierende Zellen''"

+transduziert viele Zelltypen!'”!

-Begrenzte Beladungskapazitiit von 9-11 kb''*!

Tabelle 1 Vor- und Nachteile von ausgewihlten viralen Vektoren
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Weiterhin konnen je nach Virustyp die therapeutischen DNA-Sequenzen in teilende oder sich
nicht teilende Zellen transient oder stabil eingebaut werden.* ' Von einer detaillierten
Betrachtung der verschiedenen viralen Vektoren soll jedoch auf Grund des Umfang dieses
Themas abgesehen und auf zusammenfassende Literatur verwiesen werden. '* 1 Als die
schwerwiegendsten Nachteile viraler Vektoren sollen jedoch das immunogene und
kanzerogene Potential, die begrenzte Beladungskapazitit sowie die schwierige und extrem
kostenintensive Produktion von grolen Mengen an viralen Vektoren genannt werden. Im Fall
vom Gentherapeutikum Glybera® liegen die Behandlungskosten bei durchschnittlich 1
Million $ pro Patient.""™ Ferner wird nicht zuletzt auf Grund dramatischer Riickschlige in der
Gentherapie nach Alternativen gesucht, wie der Fall Jesse Gelsingers deutlich macht, der auf
Grund eines Multiorganversagens starb, welches durch einen adenoviralen Vektor ausgelost

wurde.”!

Nicht virale Gentransfersysteme erweisen sich daher als potente Wahl, da sie einfach zu
produzieren sind und Risiken wie Immunogenitit und Kanzerogenitit minimieren konnen.?
Der nicht virale Gentransfer wird auch als Transfektion bezeichnet. Die nicht viralen
Gentransfersysteme lassen sich in zwei Hauptgruppen einteilen, die physikalischen Methoden
und die chemischen Methoden. Das Prinzip der physikalischen Methoden basiert darauf,
mittels Energie die Zellmembran permeabel fiir das Transgen zu machen. Hierbei kann der
Gentransfer u.a. durch Ultraschall, Elektroporation oder Bioballistik (Gene Gun) erfolgen.m]
Die Effizienz dieser Systeme ist meist sehr hoch und es wird kein viraler oder chemischer
Gentransporter genutzt. Dennoch sind sie fiir eine praktikable in vivo- Gentherapie nicht
geeignet. Hauptvertreter der chemischen Gentransfervehikel sind kationische Polymere sowie
kationische Lipide. Die meist verwendeten Polymere fiir die Gentherapie sind
Polyethylenimin (PEI) und Poly-L-Lsyin (PLL)."*"! Da kationische Polymere nicht Bestandteil
dieser Arbeit sind soll an dieser Stelle auf weiterfithrende Literatur verwiesen werden.**>"
Neben all diesen nicht viralen Vektoren wurden 1987 erstmals durch Felgner et al.
kationische Lipid/DNA-Komplexe, sogenannte Lipoplexe, fiir den Gentransfer beschrieben.
Hierbei wurde das monovalente kationische Lipid DOTMA verwendet (siehe Abb. 3) und der
Gentransfer mittels kationischen Lipiden als Lipofektion bezeichnet.!” Durch die
Entwicklung der Lipofektion wurde eine vielversprechende alternative im Vergleich zur

Transduktion geschaffen. Als Kernpunkt dieser Arbeit wird sie im Folgenden genauer

erldutert.
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1.2 LIPOFEKTION

In den letzten Jahren haben kationischen Lipide, auch Cytofektine genannt, enormes
wissenschaftliches Interesse erlangt und haben in klinischen Studien derzeit den groBten

Anteil an nicht-viralen Vektoren.!'?

Cytofektine zeichnen sich durch hohe
Beladungskapazitit, Bioabbaubarkeit, hohere Sicherheit aufgrund des fehlenden onkogenen
und immunogenen Potentials sowie durch die vergleichsweise einfache, groftechnische und
preisgiinstigere Produktion im Vergleich zu viralen Systemen aus. Die geringe Effizienz, vor
allem in vivo, stellen das Hauptproblem dar.”® Um diese Probleme zu iiberwinden und
Parameter fiir eine effiziente Transfektion ermitteln zu konnen, wurde die Lipofektion in den
letzten Jahren Gegenstand intensiver Untersuchungen. Besonders das Verstdndnis iiber die
Mechanismen der Lipofektion, angefangen bei der Bildung von Lipoplexen bis hin zur

intrazelluldren  Freisetzung der Nukleinsdure, ist entscheidend, um effektivere

Gentransfersysteme entwickeln zu kénnen.

Die Lipofektion ist ein sehr komplexer Prozess, welcher bis heute nicht im Detail verstanden
wird. Bisher gibt es nur wenige vereinheitlichende Konzepte in Bezug auf Struktur-

Wirkungsbeziehungen.”*”

In den nachfolgenden Kapiteln soll ansatzweise auf die
grundlegenden Eigenschaften, sowie den strukturellen Aufbau der Cytofektine eingegangen
werden. AnschlieBend wird die Lipoplexbildung genauer beschrieben und auf Mechanismen
und Barrieren im lipidbasierten Gentransfer eingegangen. Falls nicht explizit anders erwihnt,

handelt es sich nachfolgendend um DNA, wenn von Nukleinsduren gesprochen wird.
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1.2.1 KATIONISCHE LIPIDE

Der Aufbau der kationischen Lipide ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt und ist bei
allen Vertretern im Allgemeinen in drei Bereiche gegliedert. Jedes Lipid besteht aus einer
hydrophilen Kopfgruppe, welche iiber eine Linkerstruktur mit dem lipophilen Grundgeriist

verbunden ist.

R

hydrophiler . lipophiles
Kopf Linker Grundgeriist

Abbildung 2 Schematischer Aufbau kationischer Transfektionslipide

Fiir die kationische Ladung, welche zur Lipoplexbildung bendtigt wird, konnen verschiedene
kationische Funktionen verwendet werden. Die mit am hiufigsten verwendeten funktionellen
Gruppen stellen die priméren, sekunddren und tertidiren Amine sowie die quartidren
Ammoniumionen dar. Weitherhin finden auch unkonventionelle Gruppen, bestehend aus
Phosphor oder Arsen Anwendung, wie beispielweise von Floch et al. im Jahr 1997
beschrieben.”™>"! Des Weiteren kann die Anzahl der kationischen Ladungen variiert werden.
Man spricht in diesem Fall von monovalenten oder von polyvalenten Kopfgruppen. Weiterhin
kann der Aufbau des Kopfbereiches linear, verzweigt oder globulédr erfolgen und damit
malBgeblich die Geometrie der Lipide beeinflussen. In wissrigen Medium bilden
beispielsweise Lipide mit einem groBen Kopfbereich im Vergleich zum lipophilen
Grundgeriist oftmals mizellare Aggregatstrukturen aus.”" In der Regel wird angenommen,
dass durch mehrwertige Aminogruppen mit groferer Oberflichenladungsdichte eine hohere

B So konnte

Transfektionseffizienz bei geringer Toxizitit ermoglicht werden kann.
beispielsweise mit dem polyvalenten Cytofektin DOSPA eine hohere Transfektionseffizienz
im Vergleich zu dem Strukturanalogon DOTMA erzielt werden.”” Jedoch kann eine
tiberméfBige Ladung auch zum gegenteiligen Effekt auf Grund einer zu groBen positiven
Ladungsdichte und der daraus resultierenden starken Nukleinsiurebindung fiithren.> ** Fiir
ausfiihrlichere Betrachtungen der Kopfgruppen von Cytofektinen wird auf folgende Literatur
verwiesen.”™ Die Linkerstruktur verbindet die Kopfgruppe mit dem lipophilen Grundgeriist

und besteht oft aus Funktionen, wie Carbamaten oder Amiden, welche eine gewisse chemisch

Stabilitdt aufweisen und enzymatisch spaltbar sind. Alternativ werden auch Carbonate oder
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Ester (z.B. DOTAP) verwendet, welche jedoch eine geringere Stabilitit gegen nicht-
enzymatische Hydrolyse im Vergleich zu den zuvor erwédhnten Gruppen aufweisen. Aber
auch chemisch stabilere und nicht-bioabbaubare Strukturen, wie Ether im Fall von DOTMA,

kommen zum FEinsatz (siehe Abbildung 3).[28]

HaG
HaC—N o =
HaC

DOTMA (Lipofectin®)

DOTAP
o] GHs -
*HQN/\/\N d H/\/NCI:H 0] —
H2 +H2N 3

DOSPA (Lipofectamine™)

NHg*
Abbildung 3 Chemische Strukturen von drei kommerziell erhdltlichen Cytofektinen

Strukturgebend fiir den lipophilen Teil sind meist aliphatische Ketten oder Steroidstrukturen,
wie z.B. Cholesterol. Dabei kann auch hier die Anzahl der Alkylketten sowie deren Linge
und Séttigungsgrad variiert werden. Die meisten Cytofektine besitzen ein bis vier aliphatische
Ketten.*"! Allerdings erwiesen sich kationische Lipide mit nur einer Kette bei erhohter
Toxizitit im Vergleich zu ihren Vertretern mit zwei aliphatischen Ketten als weniger

effektiv.d!

Weitere Kettenlidngen- Transfektionseffizenz- Korrelationsuntersuchungen,
welche von Felgner et al. im Jahr 1994 an einer Reihe von Hydroxyethyl- funktionalisierten
Lipiden mit quartaren Ammoniumfunktionen im Kopfbereich durchgefiihrt wurden, konnten
fir Lipide mit der Kettenlinge C14:0 (14 C-Atome, keine Doppelbindung) die hochste
Effizienz nachweisen, gefolgt von C18:1, C16:0 und C18:0.”"! Seit diesen Untersuchungen ist
dieser Trend bestitigt worden, was zur allgemeinen Lehrmeinung gefiihrt hat, dass die
Transfektionseffizenz mit einer Abnahme der Kettenldnge korreliert.”® **! Dabei ist zu
beachten, dass unter Kettenlidnge die effektive Kettenlinge gemeint ist, welche zum Beispiel

durch Einfithrung einer Doppelbindung oder Methylverzweigung verkiirzt wird.!*"-*!!
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1.2.2 SELBSTANORDNUNG VON AMPHIPHILEN IN WASSRIGEN SYSTEMEN

Wenn ein Unterschied in der Kohisionsenergie zwischen den aggregierten Molekiilen und
den dispers (monomer) vorliegenden Molekiilen vorliegt, bilden alle amphiphilen Substanzen
bei Uberschreiten der CAC im wissrigem Milieu spontan verschiedene Strukturen aus.!*”!
Treibende Kraft ist der hydrophobe Effekt. Hierunter versteht man das Phinomen, dass sich
unpolare Molekiile in Wasser zu groBeren Aggregaten assoziieren.’! Weiterhin spielt die
hydrophile, ionische oder sterische AbstoBung der Kopfgruppen eine wichtige Rolle, da diese
Kriifte die Voraussetzung schafft, dass die Aggregate im Kontakt mit Wasser bleiben.**! Die
Idee der zwei entgegengesetzten Krifte wurde von Tanford 1980 beschrieben.'**! Man spricht
in diesem Zusammenhang auch von spontan selbstanordnenden Molekiilaggregaten. Eine
Moglichkeit ist es aus der Geometrie der amphiphilen Molekiile mit Hilfe des Formfaktors P
sowohl die Priferenz fiir die verschiedenen Molekiilaggregate (z.B. Mizellen, Vesikel), wie
auch die bevorzugte fliissigkristalline Phase (lamellar, hexagonal, invers hexagonal, kubisch)
vorherzusagen. Erstmals wurde dieses geometrische Konzept 1976 von Israelachvili et al.

beschrieben und ist in Abbildung 4 veranschaulicht.*”!

Vesikel, flexible
Lipiddoppelschichten

12sP<1

i

planare

Lipiddoppelschichten
P=1

i

inverse Mizellen

Kugelmizelle

P<1/3

zylindrische
Mizelle

1/3sP<12

v

P>1

A

Abbildung 4 Schematische Darstellung der Molekiilaggregate von amphiphilen Molekiilen als Funktion ihres
Packungsparameters.

Die Geometrie wird durch den Packungsparameter ausgedriickt, welcher zur Voraussage der bevorzugten Aggregatform der
Molekiile in einer wissrigen Phase genutzt wird. Die Abbildung wurde modifiziert nach Balazs et al. 2011.5%

Als P ist dabei der kritische Packungsparameter zu verstehen. Hierbei wird eine Korrelation
zwischen den Verhiltnissen der Fliachen des hydrophoben Teils und der hydrophilen Region
unter Beachtung der kritischen Léinge des lipophilen Teils aufgestellt. Zu den spontan
gebildeten Molekiilstrukturen gehoren, je nach Geometrie der Lipide, beispielsweise

sphirische, zylindrische und inverse Mizellen, wie auch flexible oder planare
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Lipiddoppelschichten. Auch heutzutage ist diese Theorie anerkannt, wobei beachtet werden
sollte, dass auch andere Parameter, wie z. B. lonenstirke, Losungsmittel, pH-Wert,
Temperatur sowie die Konzentration des Amphiphils, auf die gebildeten Strukturen Einfluss
nehmen. Auflerdem kann durch geeignete Herstellungsmethoden die Bildung bestimmter
Aggregate gesteuert werden.*” Die am hiufigsten fir den Gentransfer verwendeten
Lipidsysteme sind liposomale Formulierungen aber u.a. auch mizellare Systeme oder SLNs
werden verwendet.*” **! Es gibt viele verschiedene Methoden um Liposomen herzustellen.
Die zuerst beschriebene und immer noch hiufig verwendete Methode ist die
Filmbildungsmethode nach Bangham et al. 1965.*' Hierfir werden die Lipide in einem
organischen Solvent gelost und iiber die Phaseniibergangstemperatur erwirmt, dann wird das
Losungsmittel entfernt. Der so gewonnene diinne Lipidfilm wird anschlieBend hydratisiert.
Auf diese Weise konnen sehr heterogene Liposomenformulierungen entstehen, die
anschlieBend durch Extrusion, Ultraschall oder Hochdruckhomogenisation zu kleineren
Liposomen (SUV) homogenisiert werden konnen. Ein Liposom ist ein zwischen ca. 20 nm
und mehreren um groBer, aus Lipiddoppelschichten bestehender Vesikel, in dem eine
wissrige Phase eingeschlossen ist.*? Fir die Bildung von Liposomen werden flexible
Doppelschichten bendotigt, welche hidufig von Lipiden mit einem Packungsparameter
zwischen 0,5 bis <1 gebildet werden (siehe Abbildung 4). Die Liposomen lassen sich je nach
GroBe und Anzahl der Doppelschichten in kleine unilamellare Vesikel (SUV), grofle
unilamellare Vesikel (LUV), sehr groBe unilamellare Vesikel (GUV) und multilamellare
Vesikel (MLV) einteilen. An dieser Stelle soll kurz erwihnt werden, dass die meisten Lipide
unter Riihren hydratisiert werden miissen um Liposomen zu erzeugen. Daher handelt es sich
im Gegensatz zu Mizellen, welche thermodynamisch stabile Syteme darstellen, im
Allgemeinen nicht um einen thermodynamisch stabilen Zustand. Liposomenformulierungen
besitzen deshalb den Nachteil, dass sie nicht kolloidal stabil sind.”" Zur Steigerung der
Transfektionseffizienz sowie zur Verbesserung der Liposomenbildung hat es sich bewéhrt die
Cytofektine mit sogenannten neutralen Helferlipiden zu mischen. Hierbei werden oft das

Phospholipid DOPE und Cholesterol verwendet (siche Abbildung 5).[51'5 4]

o} o}
M U- NH+
— O/ﬁ/\ﬂ/\\,\)/\/ >
o
/\/\W\/\/\/\H/O
OH o

Cholesterol DOPE

Abbildung 5 Struktureller Aufbau von hidufig verwendeten Helferlipiden fiir die Lipofektion.
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1.2.3 INTERAKTIONEN VON DNA MIT KATIONISCHEN LIPIDVESIKELN-
LIPOPLEXBILDUNG

Schliisselelement fiir die Lipofektion ist das kationische Lipid, welches benotigt wird um die
negative Nukleinsdure zu kondensieren und zu komplexieren. Weiterhin vermittelt es die
Bindung an der negativ geladenen Siugetierzellmembran auf Grund von elektrostatischen
Wechselwirkungen. Ohne makromolekulare Kondensation der DNA wiirde beispielsweise ein
5 kb langes lineares DNA Molekiil eine Linge von 1,7 um und einen Durchmesser von 2.2
nm aufweisen.*® Die Interaktion zwischen kationischer Lipidformulierung und Nukleinsiure
resultiert aus einer spontanen Formierung von thermodynamisch quasi-stabilen Strukturen,

welche als Lipoplexe bezeichnet werden.™

In Abbildung 6 ist der Vorgang der
Lipoplexbildung schematisch dargestellt. Im wéssrigen Milieu sind die anionischen Gruppen
der DNA und die kationischen Gruppen des Lipids permanent durch ihre Gegenionen nahezu
neutralisiert. Bei Vereinigung der kationischen Liposomendispersion mit der negativ
geladenen DNA tendiert das kationische Lipid zur vollstindigen Neutralisierung der
Phosphatgruppen der DNA. Infolgedessen werden die eng gebundenen Gegenionen ersetzt
und freigesetzt.[56] Treibende Kraft fiir die spontane Lipoplexbildung ist somit die
Entropiezunahme, welche aus der Freisetzung der Gegenionen resultiert.”’>"! Dieser Vorgang
konnte mit Hilfe von ITC Experimenten (Isotherme Titrationskalorimetrie) am Beispiel der
Interaktion von DOTAP:DOPE (1:1) (n:n) und DNA bestitigt werden.'®” Weiterhin sind
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Lipid und DNA als treibende Kraft nicht zu
vernachlédssigen. Es konnte gezeigt werden, dass die Lipoplexbildung in einem Zwei- Stufen-
Mechanismus erfolgt. Der erste Schritt, in dem die Anlagerung der DNA an die kationischen
Lipidassoziate erfolgt, ist ein sehr schneller exothermer Prozess. Im zweiten Schritt erfolgt die
wesentlich ~ langsamere,  endotherme  Reorganisation  der Lipoplexe.[zg] Der
vollstidndigkeitshalber soll erwdhnt werden, dass sowohl die Morphologie der Lipolexe, wie
auch die Kinetik ihrer Bildung davon abhingig ist, ob und wie schnell die DNA zu den
kationischen Vesikeln hinzugegeben wird oder in welcher Reihenfolge die Komplexierung
erfolgt.[(’” Die durch die Lipoplexbildung erfolgte Kondensation der DNA ist eine
Voraussetzung, um die DNA vor dem Abbau durch Nukleasen zu schiitzen und die Aufnahme

in die Zelle zu gewihrleisten.”!
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Kationische Lipid/Helferlipid DNA Lipoplexbildung unter Freisetzung von
Liposomen in wissriger Phase Gegenionen

Abbildung 6 Schematische Darstellung der Bildung von kationischen Lipid-DNA Komplexen in Anlehnung an
an Ewert et al. 2005.5°%

Kationische Lipide und DNA setzen bei der Lipoplexbildung ihre Gegenionen frei. Die dadurch steigende Entropie ist die
treibende Kraft der Lipoplexbildung. Auf der rechten Seite ist ein typischer Ausschnitt von kationischen Lipid-DNA
Komplexen dargestellt, welche mittels ns-TEM visualisiert wurden.

Je nach Menge des eingesetzten Cytofektins bzw. der DNA koénnen bei der Komplexbildung
negativ, neutral oder positiv geladene Lipoplexe entstehen. Das kationische Lipid:DNA
Ladungsverhiltnis gilt als universeller Einflussparameter fiir die Transfektion und wird oft als

(62, 631 Hierbei handelt es sich um ein stochiometrisches

N/P Verhiltnis ausgedriickt.
Stoffmengenverhiltnis von protonierbaren (in unserem Fall primdren) Aminen des
kationischen Lipids und den negativen Phosphatgruppen der DNA. Fiir die effiziente
Transfektion werden meist Lipoplexe mit positiver Gesamtladung verwendet, da diese iiber
elektrostatische Wechselwirkungen mit der auf Grund von Proteoglykanen negativ geladenen
Zellmembran interagieren konnen'®!,

Durch Rontgenbeugungsexperimente konnten bisher mehrere Typen von supramolekularen
Strukturen von kationischen Lipid-DNA Komplexen nachgewiesen werden. In Abbildung 7

sind drei gingige Strukturvertreter schematisch dargestellt.

O ona
O O o o ” kationisches Lipid
g? Helferlipid
O O O O —  Gegenion
A (L) B (H,) C H

Abbildung 7 Schematische Darstellung der supramolekularen Strukturen von kationischen Lipid- DNA
Komplexen
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Die am hiufigsten vorkommende Lipoplexstruktur ist die Lo~ Formation.”” Bei der L,°
Phase handelt es sich um multilamellare Lipiddoppelschichten, in den die DNA eingebettet
ist. Diese Sandwich- Struktur wurde erstmals im Jahr 1997 von Rédler et. al. beschrieben.>®
Diese relativ stabilen L,C Komplexe kénnen DNA vor Nukleasen schiitzen und die DNA
erfolgreich in Zellen einschleusen. Bei Komplexen dieses Strukturtyps ist die
Transfektionseffizienz in unmittelbarem Zusammenhang mit ihrer Ladungsdichte verkniipft,
welche sich in einer Glockenkurve darstellt.”* ** ®! Kurz darauf wurde von Koltover et al.
1998 die Struktur von invers-hexagonalen kationischen Lipid-DNA Komplexen (HHC)
aufgeklirt, der eine im Vergleich zur L, Phase hohere Transfektionseffizienz in vitro
zugesprochen wurde.'®!. Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine Phasenumwandlung L. >
Hy© durch Zugabe des Helferlipids DOPE bei physiologischer Ionenstirke begiinstigt werden
kann. Jedoch liefern neuere Studien kontrdre Ergebnisse in Bezug auf die allgemeine
Annahme der universellen Transfektioneffizienz von instabilen HHC Strukturen und zeigen
damit auch die generelle Problematik der Korrelation zwischen supramolekularer
Lipoplexstruktur und Transfektionseffizenz."* ® ¢”) Gegenstand von kiirzlich veroffentlichten
Arbeiten ist die Untersuchung der Interaktion zwischen Lipoplexen und negativ geladenen, in
der Zellmembran enthaltenen Lipiden. In diesen Arbeiten wird versucht ein Bezug zwischen
supramolekularer Lipoplexstruktur und ihrer Auswirkung auf die DNA Freisetzung
herzustellen.'®® ®! Die jingst entdeckte Lipoplexformation ist die HIC Phase, bei der die
hexagonal angeordneten kationischen Lipidrohren von DNA umgeben sind. Diese Strukturen
wurden von stark geladenen multivalenten kationischen Lipiden mit dendritischen
Kopfgruppen ausgebildet.'”” ® Im Allgemeinen bilden viele Lipide, welche eine L, oder eine
Hj; Phase bilden, auch Lipoplexe mit dieser Phase.®! Weiterhin lassen sich durch Zugabe von
Helferlipiden die supramolekularen Lipoplexstrukturen, die Lipoplexelektrostatik, die
Hydratation sowie die sekundére und tertidr Struktur der DNA beeinflussen. Fiir in vitro-
Versuche scheint hierbei das Helferlipid DOPE die Transfektionseffizienz im Allgemeinen zu
verbessern. Bei in vivo- Versuchen hingegen stellt Cholesterol das effizientere Helferlipid
dar.”* % Bis heute sind die vollstandigen Funktionen der Lipoplexstrukturen und deren
Einfluss auf die Transfektion nicht abschlieBend gekldrt und erfordern weitere intensive
Untersuchungen. Grund hierfiir ist die grole Anzahl an Einflussparametern. Dennoch gibt es
einige interessante Entdeckungen und Theorien dariiber, wie Lipoplexe nach der Interaktion
mit der Zellmembran in die Zelle gelangen und wie die DNA intrazellulir freigesetzt werden
kann, um so den Zellkern zu erreichen. Dies soll im nachfolgenden Kapitel genauer betrachtet

werden.



EINLEITUNG

1.2.4 MECHANISMEN UND BARRIEREN DES LIPIDBASIERTEN GENTRANSFERS

Fiir eine erfolgreiche Gentherapie sind der Transport sowie die Freisetzung der Nukleinsdure
in den Kompartimenten der Zielzellen entscheidend. Je nachdem, ob eine in vivo- oder ex
vivo- Therapie angestrebt wird und welche Art von Nukleinsduren Verwendung findet, sind
sowohl die Mechanismen als auch die Barrieren des Gentransfers damit verkniipft. Relevante
Hindernisse bei einer systemischen Applikation sind beispielsweise die unspezifischen
Interaktionen mit Serumproteinen, welche zur Instabilitdt des Lipoplexes fithren konnen.
Hierdurch kann die Nukleinsdure vorzeitig im Blutstrom durch darin enthaltene Nukleasen
abgebaut werden. Weitere Risiken stellen die Hamolyse sowie die Aggregation der
Lipoplexstrukturen als auch die Thrombozytenaktivierung und die damit verbundene Gefahr
einer Thrombose dar. AuBBerdem kann es durch Aktivierung des RES zur Elimination des
Lipoplexes kommen. Aber auch die Migration durch die extrazelluldire Matrix ist ein
limitierender Faktor.”” " Die Entwicklung von stabileren Lipoplexen sowie die Reduzierung
der Lipoplexladung oder die sterische Stabilisierung durch Verwendung von pegylierten
Lipiden sind Moglichkeiten die Zirkulationszeit zu verlingern. Des Weiteren bietet die
Targetierung der Zielstrukturen durch Liganden, wie z.B. RGD-Peptide oder das
Glykoprotein Transferrin, interessante Losungsansitze fiir zielgerichtete Therapieansitze in
vivo."”>™ Daneben existieren weitere zellulire Barrieren, die sowohl in vivo als auch in vitro
eine Rolle spielen. Um in die Zielzelle aufgenommen zu werden, muss der Lipoplex auf
Grund von elektrostatischen Wechselwirkungen mit negativ geladenen
Glykosaminoglykanketten der Proteoglykane interagieren, welche auf der Oberfliache der
Zellen lokalisiert sind.'” In den letzten Jahren wurden transmembrane Proteine, die
Syndecane, welche mehrere Heparansulftatketten besitzen, als Hauptbindungsstellen fiir
kationische Vektoren identifiziert.”> 7®' Besonders an Aktin- reichen Zellfortsdatzen, den
Filopodien, sind die Syndecane lokalisiert. Mittels verschiedener mikroskopischen Techniken,
gelang es Rehman et al. 2012 diesen Syndecan- abhingigen Transportmechanismus in
Filopodien von Polyplexen und Lipoplexen zum Erreichen der Zelloberfliche zu

[77]

visualisieren. Abbildung 8 bietet eine schematische Ubersicht zu den Lipoplex-

Zellinteraktionen, Aufnahmewegen und zellulidren Barrieren.
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Abbildung 8 Schematische Darstellung der Lipoplex- Zellinteraktionen, Aufnahmewegen und zelluldren
Barrieren.

Die Bindung an die Zelloberfliche kann in Verbindung mit Filopodien oder durch direkte Wechselwirkungen mit der
Zelloberfliache erfolgen (1). Hiernach erfolgt die Aufnahme iiber verschiedene Endozytosewege (2).Nach anschlieSender
intrazelluldrer Verarbeitung kann die Freisetzung der Nukleinsdure aus den unterschiedlichen endozytotischen
Kompartimenten durch unterschiedliche Mechanismen erfolgen (3). Im letzten Schritt erfolgen der Transport und die
Aufnahme der DNA in den Zellkern. CAE= Clathrin- abhingige Endozytose; CAV- AE= Caveolae- abhingige Endozytose
(Clathrin- unabhiéngig); CCV= Clathrin- umhiillte Vesikel, EE= frithes Endosomen; LE= spites Endosomen; MVB= Multi
vesikulir Body. Die Abbildung wurde modifiziert nach Rehman et al. 2013."!

Aktuell geht man davon aus, dass der Hauptaufnahmeweg von Lipoplexen in die Zelle mittels

Endozytose erfolgt.*” 7*

Die Endozytose kann dabei in mehrere unterschiedliche
Mechanismen eingeteilt werden. Hierzu zidhlen sowohl Phagozytose als auch Pinozytose. Die
Pinozytose wiederum kann in Clathrin-abhingig oder -unabhingig eingeteilt werden. Die
Clatrin-unabhingige Endozytose kann nochmals in Caveolae- abhingig, Caveolae-
unabhiingig oder Makropinocytose eingeteilt werden. Fiir eine detaillierte Auseinandersetzung
der endozytotischen Mechanismen kann an dieser Stelle auf folgenden Ubersichtsartikel
verwiesen werden.”” Der Aufnahmeweg ist dabei von vielen Faktoren abhédngig, wie
beispielsweise Grofle und Struktur des Lipoplexes oder die Art der Zelle. Anschlieend muss
die DNA aus dem Endosom freigesetzt werden, um dem lysosomalen Abbau zu entgehen. Der
Mechanismus dieses transfektionslimitierenden Schrittes ist bisher nicht genau aufgeklart.
Schon Mitte der 90er Jahre wurde der Membranfusion auf Grund von elektrostatischen
Wechselwirkungen der positiv geladenen Lipoplexe mit der Endosomenmembran eine

Schliisselrolle zugesprochen. In Abbildung 9 ist der von Y. Xu und F. C. Szoka 1996

postulierte DNA Freisetzungsmechanismus dargestellt.*” Hierbei fusioniert der Lipoplex mit
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der Endosomenmembran und destabilisiert diese. Im Folgenden resultiert daraus eine Art
Flip- Flop von anionischen Lipiden von der dufleren Seite der Endosomenmembran auf die

innere Seite. Die Freisetzung der Nukleinsdure erfolgt auf Grund der Bildung von

ladungsneutralen Ionenpaaren zwischen anionischen Lipiden und dem kationischen Lipid.[*"

zwitterionisches Lipid
anionisches Lipid
kationisches Lipid

%
3
'
Amn PNA

Schritt 4

Abbildung 9 Schematische Darstellung des Lipoplexaufnahmeweges und des endosomalen
Freisetzungsmechanismus

Schritt 1: Endozytotische Aufnahme des Lipoplexes nach elektrostatischer Interaktion mit der Zellmembran. Schritt 2:
Destabilisation der Membran des frithen Endosomens, daraus resultiert Flip-Flop von anionischen Phospholipiden. Schritt 3:
Anionische Lipide diffundieren in den Komplex und formen ladungsneutrale Ionenpaare mit dem kationischen Lipid. Schritt
4: Die DNA dissoziiert vom Komplex und wird in Zytoplasma freigesetzt. Die Abbildung wurde modifiziert nach Xu und
Szoka 1996."*"!

Nach heutigem Stand der Forschung geht man zwar davon aus, dass kationische Lipide die
Endosomenmembran destabilisieren, der genaue Freisetzungsmechanismus ist jedoch unklar.
Insbesondere ist hierbei nicht geklirt, ob die Freisetzung der Nukleinsidure aus einer lokalen
und voriibergehenden Membrandestabilisierung resultiert oder eine vollstindige
Verschmelzung der Endosomenmembran mit der Lipoplexmembran erfordert.”” In diesem
Zusammenhang wurde in einem Kkiirzlich verdffentlichen Artikel von der Lipoplex-
induzierten Bildung transienter Poren in der Endosomenmembran berichtet, durch die die

.11 Weiterhin wird auch von lamellaren

Nukleinsdure in das Zytoplasma gelang
Lipoplexstrukturen berichtet, welche eine hervorragende Transfektionseffizienz aufweisen

und fiir die mehrere Freisetzungstheorien bestehen:
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1.) auf Grund der Mischung mit Membranlipiden bilden sich nicht-lamellare Strukturen, die
eine erhohte DNA Freisetzung induzieren.®”

2.) die endosomale Freisetzung wird in Abhingigkeit einer hoheren Lipoplexladungsdichte
forciert.

Aber auch andere Strategien, wie die endosomale Membrandestabilisierung durch pH
sensitive Lipide basierend auf der Azidifikation bei der endosomalen Reifung, sind
Gegenstand der Forschung.® Nicht zuletzt scheint die Membranfluiditit der Lipoplexe ein
entscheidender Schliisselparameter bei der endosomalen Freisetzung der Nukleinsdure zu
sein.’® Zusammenfassend kann man sagen, dass bisher keine universell verwendbare Theorie
existiert, wobei nicht auszuschlieBen ist, dass strukturabhingig unterschiedliche
Mechanismen wirken. Die meisten nicht-zelluliren Modellsysteme zur Untersuchung der
zelluldren DNA-Freisetzungsmechanismen besitzen nur wenige Variablen, woraus nur
eingeschrinkte Moglichkeiten zur Nachvollzierbarkeit von zelluldren Prozessen resultieren.
Obwohl der in Abbildung 9 beschriebene Flip- Flop- Mechanismus nicht Anspruch auf
generelle Richtigkeit erhebt, bleibt er einer der plausibelsten Theorien und ist vermutlich
grof3enteils bei der Freisetzung der Nukleinsdure aus Lipoplexen involviert.

Nach der Freisetzung aus den Endosomen miissen die unterschiedlichen Nukleinsduren
unterschiedliche Zielkompartimente erreichen. Fiir antisense ODN's oder siRNA's ist der
Zielort das Zytoplasma. Fir DNA existiert noch eine weitere Barriere, die
Zellkernmembran.”” Um zum Zellkern zu gelangen muss die DNA durch das Zytoplasma
wandern. Jedoch ist die Mobilitdt von groBen Molekiile sehr gering, wodurch die Anfélligkeit
fiir den Abbau durch zytosolische Nukleasen steigt. Die Halbwertszeit von nackter pDNA im
Zytoplasma betrigt ca. 50-90 min.”" In proliferierenden Zellen kann die Aufnahme in den
Zellkern wihrend der Zellteilung passiv erfolgen. Fiir nicht-proliferierende Zellen stellt die
Kernmembran ein weiteres Hindernis dar. Mittels passiver Diffusion durch den
Kernporenkomplex konnen jedoch nur kleine Molekiile mit einer Lidnge von bis zu 9 nm und
eine Molmasse von bis zu ca. 50 kDa gelangen. Fiir groere Molekiile ist ein aktiver
Transport erforderlich, der durch kurze Peptidsequenzen, den Kernlokalisierungssequenzen,
unterstiitzt wird.”* Jedoch sind auch hier die Aufnahmemechanismen noch nicht genau

aufgeklirt.

Abschlieend ldsst sich sagen, dass die Gentherapie eine vielversprechende Behandlungsform
darstellt. Insbesondere die Lipofektion erweist sich als potentes Werkzeug, um
Polynukelotide in Zellen einzubringen. Jedoch ist diese zurzeit mit vielen Limitierungen

verkniipft und bisher konnte noch kein ideales Gentransfersystem etabliert werden. Zudem
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sind fiir zahlreiche Prozesse die Mechanismen nicht vollstindig aufgeklirt. Daher ist es
weiterhin notwendig neuartige Transfektionslipide zu synthetisieren, zu charakterisieren und
Struktur-Wirkungsbeziehungen aufzustellen, um effiziente und sichere Gentransfersysteme zu

entwickeln.
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1.3 ZIELSTELLUNG DER ARBEIT

Fiir eine zielgerichtete Weiterentwicklung lipidbasierter Gentransfersysteme ist ein
grundlegendes Verstindnis der Struktur- Wirkungsbeziehungen notwendig. Einen idealen
Kandidaten fiir die Ableitung dieser Beziehungen stellt die kiirzlich beschriebene zweite
Generation der kationischen Malonséurediamide dar'™®®"). Ein Vorteil dieser potenten Klasse
an Verbindungen ist, dass ihr Aufbau nach dem Baukastenprinzip konzipiert ist und somit
gezielt Strukturmodifikationen im Kopf, Linker und lipophilen Bereich durchgefiihrt werden
konnen. Eine weitere Voraussetzung fiir die hier vorliegende Arbeit war das im Rahmen
dieser Promotion erfolgte Screening einer Reihe, bestehend aus zwolf Malonsdurediamiden,
am Zellkulturmodell. Die gewonnenen Ergebnisse konnten in einer Diplomarbeit und einer
Dissertation bereits verdffentlicht werden und wiirden den Rahmen dieser Dissertationsschrift
iiberschreiten.*® !

Basierend auf den Ergebnissen des in vitro- Screenings wurde sowohl ein effektives (OH4)
als auch ein ineffektives (TH4) kationisches Lipid ausgewihlt. Diese unterscheiden sich
strukturell in nur einer der beiden Alkylketten. Fiir die angefertigte Dissertation sollten diese
beiden Vertreter in Mischungen mit verschiedenen Phospholipiden einer ausgiebigeren
physiko- chemischen und biologischen Charakterisierung unterzogen werden. Insbesondere
galt es hierbei transfektionslimitierende und transfektionssteigernde Parameter zu ermitteln.
Des Weiteren sollte ein Strukturanalogon, welches mit drei C14- Alkylketten modifiziert
(DiTT4) wurde hinsichtlich Transfektionseffizienz und dessen physiko- chemischen

Eigenschaften untersucht werden.



2 KUMULATIVER TEIL

ALLGEMEINE INFORMATIONEN ZU DEN FACHZEITSCHRIFTEN

Titel European Journal Journal of Soft Matter ChemPhysChem Bioconjugate
of Lipid Science Controlled Chemistry
and Technology Release

Impact 1,812 7,705 4,029 3,419 4,513
Factor 2014
5-Year 2.090 8,10 4,29 3,24 4,68
Impact
Herausgeber Wiley-VCH Elsevier Royal Society Wiley-VCH American
Verlag of Chemistry Verlag Chemical Society
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NACHFOLGENDEN VEROFFENTLICHUNGEN

Publikation I

C. Janich, C. Wolk, S. TaBler, S. Drescher, A. Meister, G. Brezesinski, B. Dobner and A.
Langner: Composites of malonic acid diamides and phospholipids - Structural parameters
for optimal transfection efficiency in A549
Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2014, 116, 1184-1194

Eigenanteil: A= ca. 60% B= ca. 60%

cells.

Publikation II

C. Janich, C. Wolk, F. Erdmann, T. Groth, G. Brezesinski, B. Dobner, and A. Langner:
Composites of malonic acid diamides and phospholipids — Impact of lipoplex stability on
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Publikation III

C. Janich, S. TaBler, A. Meister, G. Hause, J. Schifer, U. Bakowsky, G. Brezesinski, C.
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Soft Matter 2016, 12, 5854-5866
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Tabelle 3 Darlegung des prozentualen Eigenanteils an den Veroffentlichungen

Der Eigenanteil setzt sich wie folgt zusammen:

A: eigener Anteil an der Planung, der Durchfithrung, der Auswertung der Experimente und der Anfertigung der
dazugehorigen Abbildungen

B: eigener Anteil an der Anfertigung des Manuskripts
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Der folgende Abschnitt beinhaltet 5 Publikationen, welche als Research Artikel in
internationalen Fachzeitungen unter Anwendung des Peer-Review Verfahren verodffentlich
wurden. Diese Artikel bilden die Grundlage meiner Arbeit und fassen die experimentellen
Ergebnisse zusammen. Die Artikel sind eng miteinander verkniipft, wobei sich die Artikel I-
III mit der Charakterisierung der Transfektionslipide OH4 und TH4 in Mischung mit
verschiedenen Phospholipiden befassen. In den Artikeln IV und V wird das hoch potente
dreikettige Transfektionslipid DiTT4 sowohl separat als auch in Mischung mit verschiedenen
Phospholipiden untersucht. Das Lipid DiTT4 stellt eine Weiterentwicklung der
Malonsdurediamide der 2. Generation dar. Die ausgewdihlten Transfektionslipide sind in
threm Grundgeriist, einer Malonsdurediamidstruktur, gleich. Des Weiteren ist bei allen
Transfektionslipiden eine Carboxylgruppe des Malonsdurebausteins mit einer Tris(2-
aminoethyl)amin-Einheit iiber eine Amidbindung verkniipft, welche einen Teil der
Kopfgruppe darstellt. Den zweiten Teil der Kopfgruppe bildet das L-Lysin, welches durch
eine weitere Amidbindung mit der zweiten Carboxylgruppe des Malonsdurebausteins
verkniipft ist. In Abbildung 10 sind die verschiedenen Transfektionslipide schematisch
dargestellt. Die gemeinsamen Strukturmerkmale sind zur besseren Ubersichtlichkeit rot
hinterlegt. Hierbei wird ersichtlich, dass sich die Lipide nur in ihren Alkylketten
unterschieden. Bei den Lipiden OH4 und TH4 variiert die Alkylkette (OH4: Oleyl, TH4:
Tetradecyl), welche iiber eine Amidbindung mit der Carboxylgruppe des L-Lysins verbunden
ist. An C, Position der Malonsaiirediamidbausteins befindet sich jeweils eine Hexadecylkette.
Das Transfektionslipid DiTT4 besitzt drei Tetradecylketten, wobei zwei davon an Position C,

des Malonsaiirediamidbausteins gebunden sind.

TH4

Abbildung 10 Strukturformeln der in den Veroffentlichungen verwendeten Transfektionslipide
Kopfbereich und Malonsdurediamid-Riickgrat sind bei allen 3 Lipiden gleich und rot hinterlegt. Die Transfektionslipide
unterscheiden sich in der Anzahl und Art der Alkylketten.
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2.1 UNTERSUCHUNGEN VON MALONSAUREDIAMIDEN MIT ZWEI ALIPHATISCHEN
KETTEN IN MISCHUNG MIT PHOSPHOLIPIDEN

2.1.1 PUBLIKATION I: “COMPOSITES OF MALONIC ACID DIAMIDES AND
PHOSPHOLIPIDS — STRUCTURAL PARAMETERS FOR OPTIMAL TRANSFECTION
EFFICIENCY IN A549 CELLS”

Link Artikel:
http://dx.doi.org/10.1002/ej1t.201300405

Link Supporting Information:
http://onlinelibrary.wiley.com/store/10.1002/ejlt.201300405/asset/supinfo/ejlt201300405-sm-
0001-SuppData.pdf?v=1&s=1ffaabec40ftbc4be7blb10c1f616e0e2866ab94

Zitat:
C. Janich, C. Wolk, S. TaBler, S. Drescher, A. Meister, G. Brezesinski, B. Dobner and A.
Langner: Composites of malonic acid diamides and phospholipids - structural parmeters for

optimal transfection efficiency in A549 cells.
Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2014, 116, 1205-1216.
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2.1.2 PUBLIKATION II: “COMPOSITES OF MALONIC ACID DIAMIDES AND
PHOSPHOLIPIDS — IMPACT OF LIPOPLEX STABILITY ON TRANSFECTION
EFFICIENCY”

Link Artikel:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jconrel.2015.10.045

Link Supporting Information:
http://www.sciencedirect.com/science/MiamiMultiMediaURL/1-s2.0-
S016836591530211X/1-s2.0-S016836591530211X-
mmc1.doc/271103/html/S016836591530211X/28fc57d730b0e7a9b17f82d4a3711390/mmcl.

doc

Zitat:

C. Janich, C. Wolk, F. Erdmann, T. Groth, G. Brezesinski, B. Dobner, and A. Langner:
Composites of malonic acid diamides and phospholipids — Impact of lipoplex stability on
transfection efficiency.

J. Controlled Release 2015, 220, 295-307.
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2.1.3 PUBLIKATION III: “STRUCTURES OF MALONIC ACID DIAMIDE/PHOSPHOLIPID
COMPOSITES AND THEIR LIPOPLEXES”

Link Artikel:
http://dx.doi.org/10.1039/C6SMO00807K

Link Supporting Information:
http://www.rsc.org/suppdata/c6/sm/c6sm00807k/c6sm00807k1.pdf

Zitat:

C. Janich, S. TaBler, A. Meister, G. Hause, J. Schifer, U. Bakowsky, G. Brezesinski and C.
Wolk:

Structures of malonic acid diamide/phospholipid composites and their lipoplexes.

Soft Matter 2016, 12, 5854-5866
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2.2 UNTERSUCHUNGEN DES MALONSAUREDIAMIDS DITT4 MIT DREI
ALIPHATISCHEN KETTEN IN MISCHUNG MIT PHOSPHOLIPIDEN

2.2.1 PUBLIKATION IV: “LAMELLAR VERSUS MICELLAR STRUCTURES — AGGREGATION
BEHAVIOR OF A THREE-CHAIN CATIONIC LIPID DESIGNED FOR NONVIRAL
POLYNUCLEOTIDE TRANSFER”’

Link Artikel:
http://dx.doi.org/10.1002/cphc.201500188

Link Supporting Information:
http://onlinelibrary.wiley.com/store/10.1002/cphc.201500188/asset/supinfo/cphc 201500188

sm_miscellaneous_information.pdf?v=1&s=df997b6e45f469966a656971c810881830dab6bb
5

Zitat:

C. Wolk, C. Janich, D. Pawlowska, S. Drescher, A. Meister, G. Hause, B. Dobner, A.
Langner, and G. Brezesinski:

Lamellar versus Micellar Structures - Aggregation Behaviour of a Three-Chain Cationic
Lipid Designed for Nonviral Polynucleotide Transfer.

ChemPhysChem 2015, 16 (10), 2115-2126.
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Abbildung 11 Titelbild der Fachzeitung ,ChemPhysChem® 2015, 16.
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2.2.2 PUBLIKATION V: “INVESTIGATION OF BINARY LIPID MIXTURES OF A THREE-
CHAIN CATIONIC LIPID WITH PHOSPHOLIPIDS SUITABLE FOR GENE DELIVERY”

Link Artikel:
http://dx.doi.org/10.1021/acs.bioconjchem.5b00505

Link Supporting Information:
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Zitat:
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Investigation of Binary Lipid Mixtures of a Three-Chain Cationic Lipid with Phospholipids
Suitable for Gene Delivery.

Bioconjugate Chem. 2015, 26 (12), 2461-2473
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Die hier vorliegende Dissertation soll einen Beitrag fiir die Weiterentwicklung von Lipid-
basierten Gentransfersystemen liefern. Obwohl mittlerweile mehrere Jahrzehnte intensiv auf
dem Gebiet der Gentherapie geforscht wurde, konnte bisher noch kein nicht-virales
Gentransfersystem fiir die in vivo Anwendung zugelassen werden. Um die Vorteile der
Gentherapie in Zukunft sicher nutzen zu konnen, ist ein grundlegendes Verstindnis iiber alle
an ihr beteiligten Mechanismen notwendig. Hierbei ist ein wichtiger Baustein die
Entwicklung von sicheren Polynukleotiden, auf denen die genetischen Informationen
gespeichert sind, erforderlich. Besonderes Interesse aktueller Forschungen auf diesem Gebiet
gilt dem ,,genome editing* mittels der CRISPR- Technologie.”” °'! Der zweite wichtige
Baustein ist die Entwicklung von sicheren und effektiven Transporten. Insbesondere die
Lipofektion ist eine sehr vielversprechende Methode, Polynukleotide in Zellen einzubringen.
Um ein besseres Verstindnis iiber die an der Lipofektion beteiligten Mechanismen zu
erlangen und Parameter, welche mit effektiven Gentransfersystemen verkniipft sind, ermitteln
zu konnen, wurde in dieser Arbeit eine breit geficherte multidisziplindre Charakterisierung
ausgewihlter Lipidformulierungen (Malonsidurediamid:Phospholipid- Mischungen) und der
Lipoplexe durchgefiihrt. Die in dieser Arbeit untersuchten bioabbaubaren kationischen
Malonsdurediamidlipide sind ideale Kandidaten, da sie Strukturverdnderungen sowohl im
Kopfbereich als auch im Alkylkettenbereich zulassen. Ein weiterer Vorteil dieser
Lipidformulierungen ist die bekannte, variierbare Zusammensetzung aus kationischen Lipid
und Helferlipid, welche fiir die physikochemische Charakterisierung zwingend erforderlich
ist. Bei vielen kommerziell erhiltlichen Produkten wie beispielsweise Lipofectamine® 2000
ist hingegen die genaue Zusammensetzung nicht bekannt. Die in den Publikationen
vorgestellten Ergebnisse sind jedoch streng genommen nur fiir das Modellsystem giiltig, in
dem sie untersucht wurden, konnen aber gleichzeitig auch in anderen Modellen zukiinftig
tiberpriift werden. Dieser Aspekt ist umso wichtiger, da die Lipofektion ein hochdynamischer
multifaktorieller Prozess ist, bei dem eine Vielzahl von variablen Einflussgroen vorhanden
ist. In diesem Zusammenhang sollte bei den Publikationen I-V beachtet werden, dass die
Experimente nur mit dem Reportergen peGFP-C2 mit einer Grofe von 4,7 kB und nur mit
drei verschiedenen Transfektionslipiden durchgefiihrt wurden und somit nur einfachen
Modellcharakter besitzen. In Kooperation mit Herrn Dr. Daniel Ivanusic und Frau M. Sc.
Elena Plotzki vom Robert Koch Institut (Berlin, Deutschland) konnten wir jedoch zeigen,

dass unsere Lipidformulierungen (OH4:DOPE, 1:1, n:n) in der Lage sind, sogar sehr groB3e

JEX)
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Plasmide (>15 kB) einzuschleusen, wodurch eine gewisse Ubertragbarkeit auf andere
Systeme gezeigt werden konnte. Abbildung 12 zeigt eine drei- dimensionale Aufnahme der
Zelloberflache von HEK-293, auf der sich HIV-Partikel (griin dargestellt) ausgebildet haben.
Die Zellen wurden hierfiir 24 h vorher mit dem Lipidsystem (OH4:DOPE, 1:1, n:n) und dem
Molekularklon HIV-1jrp, Gag-iGFP, welcher eine PlasmidgroBe von 15,6 kB besitzt,

transfiziert.

Abbildung 12 3D-CLSM Aufnahme von einer HEK-293 Zelle, welche HIV Partikel ausbildet.

HEK-293 Zellen wurden hierfiir mit dem HIV-1;g i Gag-iGFP Molekularklon und der Lipidmischung OH:DOPE (1:1, n:n)
im N/P Verhiltnis 4 24 h vorher transfiziert. Die HIV-Partikel sind mit GFP markiert und sind griin dargestellt, als Lipidlabel
wurde ein 18:1 Liss Rhod PE (rot; 0,02 mol-%) verwendet. Das Bild wurde mit einem invertierten konfokalen Laser
Mikroskop (Zeiss LSM 780) angefertigt. Hierfiir wurde ein Stapel von optischen Schnitten durch die Probe (z-stack)
aufgenommen und mit Hilfe der Zeiss ZEN-Software zu einer 3D-Projektion umgewandelt.

Ein weiterer allgemeiner Punkt, welcher groBen Einfluss auf die Ergebnisse hat und damit
unbedingt beachtet werden sollte, ist eine einheitliche und geeignete Herstellungsmethodik
sowie die Verwendung eines geeigneten Puffersystems der Lipiddispersion. Relevante Punkte
sind hierbei die chemische Stabilitit der Lipide (z. B. Hydrolyse), welche beispielsweise von
Temperatur, pH-Wert, Lagerungsbedingungen, Zeit und Intensitédt der Ultraschallbeschallung
abhingig sind. Die von uns hergestellten Lipiddispersionen wiesen keine Zerfallsprodukte auf
und wurden nicht ldnger als drei Tage verwendet. Weiterhin sollte nur mit steril filtrierten
Puffern gearbeitet werden, um biologische Kontaminationen, aber auch Schwebstoffe zu
vermeiden. Mit der Herstellungsmethode der Lipiddispersion sind somit auch ihre
physikochemischen Parameter verbunden, wie beispielsweise GroBe und Form der
Lipidaggregate und der daraus entstehenden Lipoplexe. In den fiir diese Arbeit vorliegenden
Artikeln wurden alle Herstellungsparameter konstant gehalten, um eine Vergleichbarkeit zu
gewihrleisten.

In Publikation I erfolgte die Korrelation ausschlieBlich zwischen den physikochemischen
Parametern der reinen Lipidmischungen und der Transfektionseffizienz an A549 Zellen.

Obwohl Korrelation zwischen physikochemischen Parametern und der Transfektionseffizienz
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der Lipoplexe, wie in Publikation II und III beschrieben, direktere Ableitungen zulassen,
besitzt die Charakterisierung der reinen Lipidmischungen auch einige Vorteile. Hierbei ist der
vergleichsweise geringere experimentelle und zeitliche Aufwand zu nennen. Besonders die
DLS- Messungen, DSC Versuche oder Zeta-Potential Messungen sind relativ einfach
durchfiihrbar und bieten sich fiir ein Screening von diversen Lipidformulierungen an. Ein
Gentransfersystem, welches beispielweise i.v. appliziert werden soll, sollte eine Grofle von
100-200 nm nicht iiberschreiten.”” Aus pharmazeutischer Sicht ist daher eine kleine
TeilchengroBe der Lipidaggregate erstrebenswert. Sollten diese Lipidaggregate schon deutlich
groBer als 200 nm sein, kann versucht werden diese zu reduzieren oder diese
Lipidmischungen sind nicht fiir den i.v. Applikationsweg geeignet. In diesem Zusammenhang
ist das kationische Lipid DiTT4 duflerst interessant, da es sowohl bei pH 5,0 als auch bei pH
7,3 stets Aggregate unter einer Gréfe von 200 nm ausbildet.

Mittels Zeta-Potenial Messungen lassen sich die Partikelladung und erste Erkenntnisse iiber
die Stabilitdt der Dispersion ableiten. Des Weiteren lassen sich mit Hilfe der DSC erste
Information iiber das Mischungsverhalten, Phasenumwandlungen und somit auch {iiber die
Fluiditdt der Lipidmischungen gewinnen. In diesem Zusammenhang bedeutet, wie in
Publikation I beschrieben, die Fihigkeit einer kationischen Lipidmischung Vesikel
auszubilden nicht pauschal, dass diese gleichzeitig eine hohe Transfektionseffizienz aufweist.
Jedoch zeigen die Ergebnisse im Fall der getesteten Malonsdurediamid:Phospholipid-
Mischungen die Tendenz, dass Eigenschaften von Lipidformulierungen, die fiir die
Vesikelbildung vorteilhaft sind, mit einer guten Transfektionseffizienz korreliert sein konnen,
obgleich die aus den Lipidvesikeln gebildeten Lipoplexe in den allermeisten Fillen keine
liposomalen Strukturen mehr aufweisen. Es kann somit festgehalten werden, dass Lipoplexe
meistens keine Liposomen sind, an denen oder in denen sich die DNA befindet, obwohl
dieses Modell hidufiger postuliert wird. Diese Aussage wird durch die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen in Publikation III bestdtigt. Im Fall der mit den
Transfektionslipiden OH4 und TH4 untersuchten Lipidmischungen bilden alle unter Zugabe
von pDNA lamellare Lipoplexe aus, die sich jedoch in charakteristischen Parametern
unterscheiden, siehe Publikation III. Lipoplexe welche DPPC als Helferlipid beinhalten bilden
Stapel aus kleinen Lipidscheiben und pDNA aus. Lipoplexe mit dem Helferlipid DOPE
hingehen formen undefinierbare 3-dimensionale Strukturen, in denen die pDNA lamellare
Schichten mit der Lipidmischung bildet. Welchen Einfluss diese Lipoplexstrukturen genau

auf die Transfektion ausiiben, kann derzeit nicht genau gesagt werden.
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Weiterhin ist das Anfertigen von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der
Internalisierung der Lipoplexe in die Zelle bzw. deren zeitlicher Aufnahmeverlauf in die
verschiedenen Zellkompartimente ein wichtiger Schritt, um die Aufnahmemechanismen
aufzuklédren. Er ist Bestandteil gegenwirtiger Untersuchungen. Abbildung 13 zeigt eine 3D-
CLSM- Aufnahme, in der die Internalisierung des OH4:DOPE (1:1, n:n) — peGFP-C2 DNA
Komplexes in A549 nach einer 4 h Inkubationsphase dargestellt ist. Deutlich zu sehen ist die
Interaktion der Lipoplexe mit den Membranausstiilpungen, sogenannte Filopodien oder
Lamellipodien, welche wie in der Einleitung beschrieben an der Lipoplexaufnahme beteiligt
sind. Im Gegensatz dazu waren nach 1h Inkubationsphase die Membranausstiilpungen nicht

so stark ausgeprigt (Bild nicht gezeigt).

Abbildung 13 3D-CLSM Aufnahme zeigt die Internalisierung von OH4:DOPE (1:1, n:n) - pDNA Komplexen
in A549 nach einer 4 h Inkubationsphase.

Die Zellmembran wurde mit WGA- Alexa Fluor® 633 markiert (rot), die peGFP-C2 DNA wurde mit YoYo-1® (griin) und
als Lipidlabel wurde ein 18:1 Liss Rhod PE (gelb; 0,02 mol-%) verwendet. Das Bild wurde mit einem invertierten

konfokalen Laser Mikroskop (Zeiss LSM 710) angefertigt. Hierfiir wurde ein Stapel von optischen Schnitten durch die Probe
(z-stack) aufgenommen und mit Hilfe der Zeiss ZEN-Software zu einer 3D-Projektion umgewandelt.
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Ein weiterer noch nicht abschlieBend gekliarter Punkt, welcher in den Publikationen I-III
angesprochen wird, ist das Entmischungsphinomen der unterschiedlichen Lipidmischungen
und ihren Einfluss auf die Ladungsdichteverteilung und somit auch auf die
Transfektionseffizienz. Jedoch lassen die vorliegenden Ergebnisse der Publikationen I und III,
sowie weitergehende unverdffentlichte epi-fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen die
Aufstellung von Thesen fiir die Anforderungen an Lipidformulierung fiir den Gentransfer zu:
Die Lipidmischung sollte bei biologisch relevanten Driicken (30 mN/m) im fluiden
Phasenzustand sein und es sollte auch in Anwesenheit von DNA nicht zu starken

Entmischungen kommen.
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Abbildung 14 Isotherme und epi-fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen am Langmuir-Monolayer der
Lipidmischung OH4:DPPC (1:1, n:n) in Anwesenheit von DNA in der Subphase.

Links Isotherme der Lipidmischung OH4:DPPC im mol. Verhiltnis 1:1 gespreitet auf 10 mM MES-Puffer pH 6,5 bei 25°C
unter Anwesenheit von DNA (c= 0,1 mM ynukieoria ) in der Subphase. Rechts epi-fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen der
Domainen an verschiedenen Punkten dieser Isotherme. Als Fluoreszenzmarker wurde BODIPY® 558/568 C12 (0,01 mol-%)
verwendet.

Abbildung 14 zeigt am Beispiel der ineffizienten Lipidmischung OH4:DPPC im Gegensatz zu
OH4:DOPE (nicht gezeigt) in Anwesenheit von DNA in der Subphase eine Doménenbildung
schon bei sehr kleinen Driicken. Inwiefern es sich hierbei um eine direkte Entmischung der
Lipidkomponenten oder zumindest zwischen fluider und kondensierter Phase handelt, ist noch
nicht gekldrt und ist u.a. Gegenstand aktueller Untersuchungen.

Weiterhin konnen sich je nach Zelllinie, Art und GroBe der Nukleinsdure unterschiedliche
Lipoplexstrukturen als effektiv erweisen. Welche Struktur und Lipidzusammensetzung ein
»effizienter” Lipoplex haben muss, ist somit nicht allgemein vorhersagbar und muss fiir das
jeweilige System experimentell ermittelt werden. Besonders die Ubertragbarkeit von in vitro
Versuchen auf in vivo Versuche sollte kritisch hinterfragt werden. Dennoch sind in vitro
Versuche fiir erste Voruntersuchungen essentiell und konnen erste Hinweise auf mogliche
potenzielle Kandidaten liefern. Erwihnenswert ist an dieser Stelle nochmals, das in

Publikation IV und V untersuchte Transfektionslipid DiTT4, welches am Zellkulturmodell
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ohne Helferlipid eine moderate Transfektionseffizienz aufwies. Erste
Transfektionsuntersuchungen mit dem Lipid DiTT4 am Hiihnerei-Test an der Chorion-
Allantois-Membran (HET-CAM), welche von unserem Kooperationspartner (AG Bakowsky,
Philipps-Universitidt Marburg) durchgefiihrt wurden, belegen eine hohe Transfektionseffizienz
von nahezu 100% bei gleichzeitig sehr geringer Toxizitdt und sind gegenwiértig Bestandteil

von weitergehenden Untersuchungen.



4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Fir eine zielgerichtete Weiterentwicklung von sicheren und biokompatiblen
Gentransfersystemen ist eine detaillierte biologische und physiko- chemische Untersuchung
sowohl der Lipidformulierungen als auch ihrer Komplexe mit Nukleinsduren unumgénglich.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden drei neuartige Malonsdurediamidlipide,
welche sich strukturell nur in den Alkylketten unterscheiden, in Kombination mit
verschiedenen Phospholipiden auf ihre Transfektionseffizienz am Zellkulturmodell
untersucht. Hierfiir wurden gezielt effiziente und uneffiziente Lipidformulierungen
ausgewihlt. Mittels einer Vielzahl von verschiedenen physiko- chemischen
Untersuchungsmethoden wurden diese Lipidformulierungen und deren Lipid- DNA-

Komplexe charakterisiert.

Im Folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse der fiir die Dissertation relevanten

Publikationen zusammengefasst.

1. Im Fokus der Publikation I stand die physikochemische Untersuchung der reinen
Transfektionslipid : Helferlipid Mischungen in verschiedenen molaren Verhiltnissen
und die Ermittlung der Transfektionseffizienz, welche mittels eines
Zellkulturscreenings an A549 Zellen durchgefithrt wurde. Die Lipidmischungen
bestehen aus einem kationischen Lipid mit Malonsidurediamidriickgrat, welches in der
Alkylkette variiert (OH4 oder TH4), und einem neutralen Co-Lipid (DOPE, DOPC
oder DPPC). Obwohl die kationischen Lipide nur geringe Unterschiede in ihrer
Struktur zeigen, verdndert sich die Transfektionseffizienz drastisch. Als Reportergen
wurde das Plasmid peGFP-C2 verwendet. Die Ergebnisse zeigen, dass die Fihigkeit
dieser Lipidmischungen, Vesikel mit einer schmalen GroBenverteilung zu bilden, mit
einer guten Transfektionseffizienz assoziiert ist. Weiterhin sollten fiir eine hohe
Transfektionseffizenz Helferlipid und Transfektionslipid im gleichen Phasenzustand
sein und sich gut mischen. Eine gute Mischbarkeit ist u.a. ein wichtiger Parameter fiir
eine gleichmiBige Ladungsdichte. Die fluide Lipidmischung OH4:DOPE wies eine
Transfektionseffizienz auf, welche mit der des kommerziell erhiltlichen
Lipofectamine 2000® vergleichbar ist. In der Publikation konnte somit neben der
Priasentation eines effizienten Gentransfersystems (OH4:DOPE) an A459 Zellen
gezeigt werden, dass die Alkylkettenfluiditit, Lipidmischbarkeit und die gleichméfige

Ladungsdichte wichtige Einflussfaktoren fiir einen effizienten Gentransfer darstellen.
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2. In der Publikation II wurden die Transfektionsergebnisse an zwei weiteren Zelllinien
verifiziert (HeLa und LLC-PK1 Zellen). Aus den gewonnen Daten, ergaben sich zwei
Fragestellungen:

1. Warum ist die Lipidmischung OH4:DOPE (1:1 n:n) den anderen Lipidmischungen
in der Transfektionseffizienz iiberlegen?

2. Wie wichtig ist der Einfluss der Mischbarkeit der Lipide auf die DNA
Komplexierung und daher auch auf die Transfektionseffizienz?

Aus diesem Grund wurden die Lipoplexformulierungen hinsichtlich ihrer Fihigkeit,
DNA zu komplexieren, und ihres DNA Freisetzungsverhaltens verglichen. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Fihigkeit der Lipidmischungen, DNA zu komplexieren
notwendig ist, aber nicht hinreichend fiir eine effiziente Transfektion ist. Es konnte
gezeigt werden, dass alle Lipidmischungen die gleiche Menge an DNA binden
konnen. Weiterhin spielt eine optimale Bindungsstirke von Lipid zu DNA eine
wichtige Rolle fiir eine effiziente Transfektion. In diesem Zusammenhang sind die
effektive Ladungsdichte und die Zusammensetzung des Lipoplex wichtige Faktoren.
Wie aus der Literatur bekannt ist, stellt fiir einen effizienten Gentransfer die
Interaktion zwischen extrazelluldren GAGs auf der Zelloberflidche und den Lipoplexen
einen sehr wichtigen Prozess dar. Jedoch resultiert aus dieser Interaktion oft eine
Lipoplex-Destabilisierung und damit auch eine vorzeitige DNA Freisetzung. Dadurch

ist diese Interaktion zugleich ein starker transfektionslimitierender Schritt.

3. Als Fortsetzung der bisherigen Arbeiten wurde in Publikation III der
Selbstanorganisationsprozess der bindren Lipidmischungen in Anwesenheit und
Abwesenheit von DNA untersucht. Die Lipidformulierungen wurden sowohl in 3D-
Systemen als auch in 2D- Systemen untersucht. Hierfir wurden SAXS-, WAXS-
Messungen und TEM Experimente (3D) sowie IRRAS-Messungen auf Langmuir-
Filmen (2D) durchgefiihrt. In Abwesenheit von DNA =zeigen die untersuchten
Lipidmischungen eine sehr unterschiedliche Selbstorganisation mit heterogenen
Strukturen. Hierbei sind diverse Aggregatformen, angefangen bei Vesikeln
(OH4:DOPE; TH4:DOPE), iiber R6hren (TH4:DOPE) bis hin zu diskoiden Strukturen
(OH4:DPPC; TH4:DPPC) zu erkennen. Verdrehte Bénder und flichige Strukturen,
welche iiber ein Netzwerk von Wasserstoff-Bindung stabilisiert sind, wurden in allen
untersuchten Lipidmischungen in Abwesenheit von DNA gefunden. Die Zugabe von

DNA fiihrt bei allen untersuchten Lipidformulierungen zur Bildung von lamellaren
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Lipoplexen. Die Lipoplexe unterscheiden sich in entscheidenden Parametern wie im
lamellaren Wiederholungsabstand oder im Abstand zwischen den DNA-Stringen,
welche auf Unterschiede in der Bindungsstirke zwischen DNA und der jeweiligen
Lipidformulierung hindeuten. Fiir einen effizienten DNA-Transfer konnte daher die
Bildung von Lipoplexen mit einer idealen Ladungsdichte ein wichtiger
Schliisselparameter sein. Weiterhin lassen die unterschiedlichen Strukturen der
Lipidformulierungen in Abwesenheit von DNA Spielraum fiir andere Anwendungen

neben der Gentherapie.

. Das Ziel der Publikation IV war die physikochemische Untersuchung des
Selbstorganisationsverhaltens des reinen, mit drei Alkylketten modifizierten
Transfektionslipids DiTT, in wissriger Dispersion bei verschiedenen pH-Werten (5,
7,3, 10). Des Weiteren wurde die Transfektionseffizienz des Transfektionslipids
mittels eines Zellkulturscreenings an A549 Zellen bestimmt. Die Experimente belegen
ein aulergewohnliches Aggregationsverhalten des dreikettigen Lipids. Bei pH 10
bildet das Lipid lamellare Strukturen. Bei pH 7,3 sind Vesikel die bevorzugten
Lipidassoziate, wihrend bei pH 5 sehr kleine Stibchenmizellen ausgebildet werden.
Besonders unter dem Aspekt, dass DiTT4 das Vermogen besitzt, auch ohne
Helferlipid Zellen zu transfizieren, ist dieses Lipid ein sehr vielversprechender

Kandidat fiir weitergehende in vivo Untersuchungen.

. In der Publikation V wurden die bindren Lipidmischungen unterschiedlicher
Zusammensetzung, bestehend aus dem kationischen Lipid DiTT4 und verschiedenen
Phospholipiden (DOPE, DMPE, DMPC) im wissrigen System charakterisiert.
Weiterhin wurde der Einfluss von unterschiedlichen Serumkonzentrationen auf die
Transfektionseffizienz der Lipoplexe untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass mit einer
effizienten Transfektion die folgenden Parameter korrelieren: 1. gute
Lipidmischbarkeit, 2. hoher Anteil von Lipiden, deren Alkylketten im fluiden
Phasenzustand sind, 3. Fihigkeit Vesikel zu bilden, 4. hohe effektive Ladung, 5.
kleine Partikelgrofle mit einer schmalen Groenverteilung.

Die Lipidmischung DiTT4/DOPE xpitra = 0,2 war ein sehr effektives
Gentransfersystem, welches auch in Anwesenheit von 50% Serum eine gute
Transfektionseffizienz aufwies. Weiterhin bestétigen die neu gewonnen Erkenntnisse

die Thesen, welche in den vorherigen Publikationen aufgestellt wurden.
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Abschliefend ldsst sich sagen, dass durch diese Untersuchungen zwei &duBlerst potente
kationische Lipide (OH4, DiTT4) entdeckt wurden, welche sich fiir kiinftige in vitro und in
vivo Experimente eignen. Auflerdem konnten diverse physikochemische Parameter von
effektiven und ineffektiven Malonsdurediamid:Phospholipid- Lipidformulierungen bestimmt
und miteinander verglichen werden. Diese Ergebnisse konnen fiir die Weiterentwicklung von

lipidbasierten Gentransfersystemen verwendet werden.

In zukiinftigen Forschungsarbeiten konnten aufbauend auf dieser Dissertation mit den
Lipidformulierungen verschiedene Themen untersucht werden. Hierzu zdhlt neben der
Aufklirung der Internalisierungsmechanismen mittels CLSM auch die Bestimmung der
eingeschleusten Nukleinsduren in den verschiedenen Zellkompartimenten, beispielsweise
mittels Ultra- Zentrifugation und PCR. Weiterhin konnte die Plasmid-DNA durch siRNA
ausgetauscht werden und die FEinfliisse auf die Transfektionseffizienz sowie auf die
physikochemischen Eigenschaften der Lipoplexe bestimmt werden. Des Weiteren sollte
demnéchst die genauere Charakterisierung der Lipoplexe von DiTT4 verdffentlicht werden.
Insbesondere die Ermittlung der in vivo Transfektionseffizienz des Lipids DiTT4 sollte
demnéchst in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Bakowsky (Philipps-
Universitit Marburg, Deutschland) begonnen werden. In diesem Zusammenhang ist die
Pegylierung der Liposomen ein weiterer interessanter Forschungspunkt, da hierdurch laut
Literatur die liposomale Stabilitit erhoht, die Zirkulationshalbwertszeit verldngert und das
Profil der Bioverteilung verbessert werden kann. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Dr. Groth (Martin-Luther- Universitit Halle-Wittenberg, Deutschland) konnte das
Entwickeln von Bioimplantaten, welche lokal transfizieren, ein weiteres sehr interessantes
Projekt werden. Ein weiteres duBerst vielversprechendes Projekt stellt der Austausch der
natiirlichen Phospholipide gegen die von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Zumbiihl
(Universitit Freiburg, Schweiz) synthetisierten 1,3-Diamidphospholipide dar. Nicht zuletzt
konnten auch andere Anwendungsgebiete neben der Gentransfektion, wie beispielsweise die

Verwendung der kationischen Lipide (z.B. OH4) als Adjuvans, untersucht werden.
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