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1 Einleitung

1.1 Nanocarrier und Gentherapie

Die Nanotechnologie beschatftigt sich mit Partikielder Grof3enordnung von Nanometern
(1 nm = 10 m) und erlangte in den letzten Jahrzehnten umtéer@m in den medizinischen
und pharmzeutischen Anwendungsbereichen an gra&guBung. Ein Meilenstein stellte die
Entwicklung von Nanocarriern als Arzneistofftrageteme flr Wirkstoffe wie Zytostatika,

Antiinfektiva, Vakzine oder DNA dar (Biopharmazé). In der Praxis bewegen sich
Nanocarrier im PartikelgroRenbereich von 10 — 4®0 ie Anforderungen, die an die

Tragersysteme gestellt werden, sind vielfaltig @aertereret al.2012):
* hohe Sicherheit der eingesetzten Systeme durchggehnmunogenitat bzw. Toxizitat
e ausreichender Schutz des transportierten Arznéstobr enzymatischem Abbau
* Umgehung des angeborenen Immunsystems
* gute Gewebeverteilung
* Reduktion von Nebenwirkungen durch spezifischesduern der Zielzellen

» effiziente Freisetzung des transportierten Arzofissé im gewlnschten

Zielkompartiment

Der Einsatz von Nukleinsduren als Biopharmazeultiggriindete Ende der 80er Jahre die
Gentherapie (www.wiley.com/legacy/wileychi/genmdidical). Das Haupteinsatzgebiet fur
gentherapeutische Ansatze sind Krebserkrankungemeheén wird der Einsatz bei
Infektionskrankheiten, kardiovaskularen Krankheitemer monogenen Erbkrankheiten
untersucht. Genetisch bedingte Erkrankungen wie dviiskidose, Muskeldystrophie oder
rheumatoide Arthritis sind h&ufig mit der Uberexgmien oder fehlerhaften Expression
einzelner Gene assoziiert (Opalinska & Gewirtz 2002ittels viraler bzw. nicht-viraler
Gentransfersysteme sollen therapeutische Nukleiesd{Plasmid-DNA oder siRNA) in die
Zielzellen bzw. -gewebe eingebracht werden. DuielEpression und Funktion dieser Gene
soll therapeutischer oder praventiver Nutzen veatbitund somit die Funktionalitat der
~erkrankten“ Gene erhalten werden (Zhaigl.2010).
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Der Einsatz von viralen Vektoren beschrankt sichbedaauf nicht vermehrungsféhige,
attenuierte Viren, die von Retroviren, Lentiviréxdenoviren, Adeno-assoziierten Viren oder
Herpes simplex-Viren abgeleitet sind (Kaal. 2001). Virale Gentransfersysteme zeichnen
sich zwar durch ihre hohe Effizienz aus, jedochneth wie vor mit einer erhéhten Gefahr
spontaner Mutationen zu rechnen (Ferber 2001, RautBeymour 2001, Simoet al. 1993).
Die Integrationsstelle der Nukleinsdure in das Geiwer Zielzelle ist nicht vorhersehbar und
birgt somit das Risiko einer potentiellen Funktisisung eines bisher intakten Gens.
Beeintrachtigung der normalen Zellwachstumfunk#ann zu ungerichtetem Wachstum und
somit zur Tumorbildung fuhren, wodurch eine neusegjisch bedingte Krankheit ausgelost
werden kann (insertionelle Mutagenese). Aber aashtchnsfizierte Gen an sich kann an der
Tumorentstehung entscheidend beteiligt sein. Weeitéiufige Nebenwirkungen nach viraler
Gentherapie sind auf die Aktivierung des korpenmegye Immunsystems zurtickzufiihren
(Baumet al.2003, Karmali & Chaudhuri 2007).

Um dieser Problematik zu begegnen, konzentriecte die Aufmerksamkeit vermehrt auf den
Einsatz nicht-viraler Gentransfersysteme, die eigeringere Toxizitat wie auch
Immunogenitat aufweisen (Hoekstea al. 2007, Li & Szoka 2007). Neben Polymer- und
Nanopartikel-basierten Nanocarriern werden auchokstche Lipide als Vektoren fur
Plasmid-DNA eingesetzt. In den erstenvivo Versuchen im Jahr 1989 konnte das CAT
(Chloramphenicol-Transferase)-Gen erfolgreich nsttapofektion in pulmonale Zellen von
Mausen transfiziert werden (Brigharat al. 1989). Das therapeutische Potential von
Lipid/DNA-Komplexen beim Einsatm-vivo konnte 1993 in einer ersten klinischen Studie
am Menschen gezeigt werden. Dort gelang die edalge Transfektion des HLA-B7-Gens
in HLA-B7-negative Patienten mit fortgeschritteneielanom (Stadium 1V) und
demonstrierte  gleichzeitig die  Effizienz und Sidlet des eingesetzten
DC-Cholesterol/DOPE-Tragers (Nabetl al. 1993). Trotz erster therapeutischer Erfolge mit
nicht-viralen Gentransfersystemen bleiben diese dealen Strategien bis heute in ihrer

Effizienz deutlich unterlegen.

Gentransfer in Keimzellen (Ei- und Samenzellenges@annter ,Keimbahngentransfer®, ist
durch das Embryonenschutzgesetz in Deutschland oteetb Der Einsatz von
gentherapeutischen Arzneimitteln ist ausschlie3high Korperzellen (somatische Zellen)
erlaubt, deren genetische Information nicht wegesgvbt werden (somatische Gentherapie).
Zum heutigen Zeitpunkt befinden sich weltweit 1 g&®itherapeutische Ansétze in klinischen

Studien (www.wiley.co.uk/genmed/clinical; Stand 2Pidabei liegt der Anteil der klinischen
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Phasen Il und IV unter 5 %. Zur Gesamtheit degesetzten Vektorsysteme tragen lipid-
basierte Vektoren lediglich mit 6 % bei.

1.2 Lipid/DNA-Komplexe

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit LipidMA-Komplexen als einem Vertreter der
nicht-viralen Gentransfersysteme. Lipid/DNA-Kompdewurden erstmalig durch Felgner et
al. im Jahre 1987 eingefuhrt (Felgretral. 1987). Die Herstellung der Komplexe gestaltet
sich denkbar einfach durch Mischen der Einzelkonepten (kationische Liposomen und
anionische Plasmid-DNA). Die Komplexbildung erfolgpontan durch elektrostatische
Anziehungskréafte zwischen den positiv geladenenf¢fojppen der Lipide und den negativ
geladenem Phosphat-Rickgrat der Plasmid-DNA (Felghal. 1987). Trotz der einfachen

Herstellung von Lipid/DNA-Komplexen ist der Prozesssich, und damit die sich bildenden

Komplexstrukturen, schwer kontrollierbar und wirdnvverschiedenen Faktoren beeinflusst

(Elouahabi & Ruysschaert 2005). Als kationischgsd_wird in der vorliegenden Arbeit die
Lipidmischung DC 38 (DC-Cholesterol/DOPE 3:7 (w/w)) eingesetzt.

Abbildung 1-1: Strukturformeln der Lipidmischung DC 30°
DC-Cholesterol (3p-N[N’, N’-Dimethylaminoethan)-carbamoyl]-Cholesterol-HCI) und
DOPE (Dioleoylphosphatidylethanolamin) werden im Verhdltnis 3:7 (m/m)
eingesetzt.
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In vorausgehenden Arbeiten konnten mit dieser lopsthung akzeptable zellulare
Transfektionsraten bei geringer Toxizitat der Koexg erzielt werden (Gao & Huang 1991,
Kiefer et al. 2004). Fur die zellulare Toxizitat der Komplexet idie kationische
Lipidkomponente verantwortlich (Let al. 2006). Weiterhin wurde das Ladungsverhéaltnis
+/— (Lipid / DNA) optimiert (Schneider 2010), so s#a in der vorliegenden Arbeit
Lipid/DNA-Komplexe mit einem Ladungsverhéltnis var6/1 (+/-) eingesetzt werden. Ein
leichter kationischer Ladungstiberschuss begurditgtellulare Transfektionseffizienz durch
bessere Interaktion des Nanocarriers mit der asobein Zellmembran (Sakurai al. 2000).
Als DNA-Komponente wird der pEGFP-C1-Vektor als MdeDNA eingesetzt
(vergleiche 3.2).

SnaB |

Nhe | (592
Eco47 Il (597)
Age |l (s01)

Eco0109 |
(3854)

poly A

pEGFP-C1

4.7kb SV40
poly A

BsrG | (1323

Kan'/

Neo'

(1330-1417)

Miu | 1642)

Dra lll (1872)

Stu |
(2577)

Abbildung 1-2: pEGFP-C1-Vektorkarte
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1.3 Zellulare Barrieren fur Lipid/DNA-Komplexe

Die Effizienz eines Gentransfersystems wird primdérch die Fahigkeit, zellulare Barrieren
zu Uberwinden, bestimmt. Als Hirden sind unter amtedie zellulare Aufnahme, die
intrazellulare Prozessierung, die Freisetzung desrid-DNA sowie die nukleare Aufnahme
und die Expression des transfizierten Gens zu me(lne Bihanet al, Rejmanet al. 2006).
Trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet ist wenig Uber den genauen Ablauf der
beteiligten zellularen Prozesse bekannt. Dieseevan je nach betrachtetem Zellsystem nicht
nur in der Kinetik der zellularen Aufnahme, sondauch im Aufnahmemechanismus und der
sich daraus ergebenden intrazellularen Prozesgiemute. Die interzellulare Individualitat
wie auch die Eigenschaften des Nanocarriers anb&enflussen das zellulare Verhalten der
Tragersysteme (Sahagt al. 2010). Um die Effizienz eines Nanocarriers auf den
verschiedenen zellularen Stufen analysieren unetiew zu kénnen bedarf es etablierter und
aussagekraftiger Methoden mit Hilfe denen klaredRegum Design der Carrier aufgestellt

werden konnen.

1.3.1 Zellulare Assoziation

Der erste Kontakt zwischen Lipid/DNA-Komplex undekelle erfolgt unspezifisch tber
elektrostatische Wechselwirkungen der positiv getath Komplexe mit negativ geladenen
Glycosaminoglykanen (GAGs) wie Chondroitinsulfatf aler Zelloberflache (Mislick &

Baldeschwieler 1996). Bei den Proteoglykanen handsl sich um komplexe Protein-
Polysaccharid-Strukturen, die aus einem membrankergen Teil, einem Kernprotein und
einem extrazellularen GAG-Substituenten bestehen elti(§ 2003).

Heparansulfatproteoglykane spielen eine wichtigelleRals primare Bindestelle flr
kationische Gentransfersysteme wie Lipid/DNA-Konxaglg Kopatzet al. 2004, Mislick &

Baldeschwieler 1996, Mounkest al. 1998). Nach Bindung der Komplexe an die
Zelloberflache wird anschlielBend die zellulare Eaylosemaschinerie aktiviert und der

Nanocarrier internalisiert.
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1.3.2 Zellulare Aufnahme

Die erste und wichtigste Transfektionsbarriere filipid/DNA-Komplexe stellt die
Internalisierung des Carriers in die Zielzelle dals Hauptaufnahmemechanismus werden
hier endozytotische Prozesse diskutiert (Khalilal. 2006). Per Definition wird bei der
Endozytose das zu internalisierende Gut durch éskaEin- bzw. Ausstilpen der
Plasmamembran umschlossen und nach Abschnirungetbdseten Vesikels in die Zelle
aufgenommen (Mayor & Pagano 2007). Die in Saugstlen bekannten
Endozytosemechanismen kodnnen durch die Anordnungden Plasmamembran, der
zugrundeliegenden Endozytosemaschinerie und derit daartbundenen intrazellularen
Prozessierung des aufgenommenen Liganden diffenénzerden (Vercautereet al. 2012).
Eine Ubersicht Uiber die zum heutigen Zeitpunkt beken Endozytosemechanismen ist in
Abbildung 1-3 dargestellt.

‘ Endozytose ’

‘ Phagozytose ’ ‘ Pinozytose ’

Clathrin-abhangige
Endozytose

Clathrin-unabhéngige
Endozytose

‘ Makropinozytose ’

Caveolae-abhdngig

‘ CLIC / GEEC ’ ‘ Arf6-abhangig ’ ‘ Flotillin-abhangig

Abbildung 1-3: Klassifizierung der bekannten Endozy  tosewege in Saugetierzellen

.Endozytose” lasst sich zunachst einmal in die Ukaegorien ,Phagozytose und
.Pinozytose” einteilen. Unter Phagozytose wird dedlulare Aufnahme von festen grof3en
Partikeln (25 nm — 20 um) sowie Bakterien verstangied ist in der Regel auf spezialisierte
Phagozyten wie Makrophagen, Monozyten oder desdné Zellen beschrankt (Germain
2004, Swanson 2008). Nach Opsonisierung der Phrtik 1gG-Antikdrpern oder
Komplementproteinen werden diese durch spezidksigellen erkannt, aufgenommen und
lysosomal abgebaut (Aderem & Underhill 1999).
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Pinozytose hingegen bedeutet die zellulare Aufnalvare kleineren Flissigkeitsmengen
sowie darin gel6ster Substanzen und ist im Gegengat Phagozytose in samtlichen
Zelltypen ubiquitér vorhanden (Sahayal. 2010). Eine Moéglichkeit der Klassifizierung der
hier einzuordnenden Endozytosewege beruht auf dmriligten Proteinen. So kénnen
Makropinozytose, Clathrin-abhangige- und Clathnabhéngige Endozytose unterschieden
werden. Die Clathrin-unabhangige Endozytose kanitevten in Caveolae-, Arf 6-, Flotillin-

und CLIC/GEEC-abhéngige Endozytose unterteilt werdeDie verschiedenen

Endozytosewege werden im Folgenden kurz vorgestellt

Makropinozytose

Makropinozytose dient der Aufnahme grofRer Flussigkeengen in Makropinosomen mit
einem Durchmesser von 0,2 —10 um (Kirkham & Par2005). Charakteristisch ist das
Auftreten von Membranausstilpungen, die spontan r odeter Einfluss von

Wachstumsfaktoren bzw. bestimmten Bakterien (Skig&almonella) geformt werden. Die
genaue Regulation der Makropinozytose ist nochtnimtDetail verstanden, eine Beteiligung
von Rezeptortyrosinkinasen an der Aktivierung desg@é konnte allerdings gezeigt werden
(Mercer & Helenius 2009). Brefeldin A-ADP ribosylies Substrat (BARS), Substrat der
p2l-aktivierten Kinase (PAK1), konnte eine Schliredle in der VerschlieBung der

Makropinosomen zugeordnet werden (Liberadt al. 2008). PAK1 ist auf den

Makropinosomen lokalisiert und fir die Regulierurtps Zytoskeletts wéhrend der

Makropinozytose mitverantwortlich (Dharmawardhatel.2000).

Clathrin-abhéangige Endozytose

Die Clathrin-abhéngige Internalisierung von Subatanverlauft rezeptorvermittelt. So wird
beispielsweise Cholesterol in Form viow density lipoproteir{LDL) Uber LDL-Rezeptoren
oder Eisen in Form von Transferrin (Tf) GUber deAREzeptor aufgenommen. Weiterhin sind
Clathrin-abhéngige Endozytoseprozesse an der Regulder zellularen Signaltransduktion
durch Internalisierung von Rezeptoren beteiligthg8eet al. 2010). Im Zuge der Aufnahme
polymerisiert das zytosolische Protein Clathrin-it Hilfe der Adapterproteine AP180 und
AP-2 und fihrt somit zur Bildung eines Clathrin-geleideten Vesikels mit einem
Durchmesser von etwa 120 nrolathrin coated pit Diese Vesikel werden Dynamin-
vermittelt Gmall GTPasp von der Plasmamembran abgeschnirt und mittels des
Aktinzytoskeletts intrazellular zu endosomalen Kamimenten prozessiert (Pucadyil &

Schmid 2009). Nach der Depolymerisation des Clat@erists konnen die Vesikel mit den
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fruihen Endosomen fusionieren. Der intravesikula@reVidert wird damit einhergehend auf
etwa 6,0 abgesenkt. Die internalisierte Fracht kaver frihe Endosomen zum Golgi-Apparat
oder Uber Recycling-Endosomen zurtick zur Plasmamamnttansportiert werden (Rappoport
2008). Die Reifung der frihen Endosomen zu spatetog§omen (naturation modef) wird
von der weiteren Acidifizierung der Vesikel (pH 5;®,0) sowie intraluminaler
Vesikelbildung begleitet. Die Fusion dewltivesicular bodiesnit den Lysosomen resultiert
im Abbau der aufgenommenen Fracht durch die Vi¢laahhier vorhandenen Hydrolasen
(Luzio et al.2007).

Clathrin-unabhangige Endozytose

Alle unter dem Begriff ,Clathrin-unabhéangig” eingdoeten Endozytosewege gehen aus
hydrophoben, cholesterol- und glykosphingolipidneic Membrandomanen, sogenannten
lipid rafts hervor (Mayor & Pagano 2007). Die genaue Funkta@serlipid rafts ist nicht
abschlieBend geklart, sie dienen in der Plasmanmsmbrals ,dynamische
Membranmikrodoménen®, in denen Endozytose- und &liggnsduktionsrezeptoren

geclustert werden kénnen (Kirkham & Parton 2005).
Caveolae-abhangige Endozytose

Caveolae stellen eine Untergruppe dipid rafts dar und weisen eine charakteristische
flaschenformige Struktur mit einer Grof3e von 6M-n& auf. Sie bestehen hauptséchlich aus
dem Protein Caveolin-1 und werden durch sogenabatene stabilisiert (Dralet al. 2001).
Neben Caveolin-1 kommen zelllinienabhangig weitdsoformen des Proteins vor
(Caveolin-2 und -3) (Galbiagt al. 2001). Caveolae finden sich vor allem in Endotékdn,
Fibroblasten und Muskelzellen (Doherty & McMahon 090 Nachdem die zu
internalisierende Fracht an dipid rafts der Plasmamembran gebunden hat, wird diese
eingestilpt und die Caveolae-Vesikel ebenfalls Dyineabhangig abgeschnirt. Im
Folgenden fusionieren die Vesikel entweder mit redeh Caveosomen oder auch frihen
Endosomen (Sharmat al. 2003, Wonget al. 2007). Die Umgehung des Lysosoms bei
Caveolae-abhangiger Prozessierung ist daher moglmdr nicht zwangslaufig gegeben. Zur
Aufklarung der Caveolae-Prozessierung trug wesamdas Simian Virus 40 (SV 40) bei, das
selbst Uber Caveolin-1-positive Vesikel in die £gllaufgenommen und Uber neutrale
Caveosomen zum Golgi-Apparat transportiert wirdlKipans et al. 2001). Caveolae sind
neben endozytotischen auch an transzytotischeregsen beteiligt (Schnitzext al. 1994).

Caveolae-abhangige Endozytose kann durch die Amiegevon Liganden wie SV 40,
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Choleratoxin-B (CTXB), Shigatoxin oder Lactosylamid induziert werden (Sharmet al.
2004).

Flotillin-abh&ngige Endozytose

Flotilline sind ubiquitdr vorkommende membrangelems Proteine, die eine strukturelle
Ahnlichkeit zu Caveolin-1 aufweisen. Sie sind inrsghiedenste zellulare Prozesse wie
T-Zell-Aktivierung, Membrantransport, Zellbewegllait, etc. miteingebunden (Vercauteren
et al. 2012). Unverzichtbar scheinen sie bei der zekuar Aufnahme von
Glykophosphatidylinositol (GPIl)-verankerten Protginwie CD 59 zu sein (Glebost al.
2006). Flotillin-1 und -2 dimerisieren und l6senmsb den Endozytosemechanismus aus
(Frick et al. 2007). Flotilline sind sowohl an Dynamin-abhangigeie auch —unabhangigen
Endozytoseprozessen beteiligt, zum genaueren Viersg dieser bedarf es allerdings noch

weiterer Aufklarung.
CLIC/GEEC-abhéangige Endozytose

Glycosphingolipide, bakterielle Toxine und verscl@ee GPIl-verankerte Proteine werden
Clathrin-  und Dynamin-unabhangig Uber tubulare mRE®embraneinstilpungen
(CLICs: clathrin independent carriejsaufgenommen (Lundmarlet al. 2008). CLICs
zeichnen sich durch Abwesenheit von Caveolin-1 kiadllin-1 aus, sind allerdings mit der
Aktivitat der kleinen GTPasen Cdc42 und Arf 1 asisoz GPl-abhangige Proteine werden in
CLIC-Vesikeln  zu  GPl-angereicherten  frihen  endodema Kompartimenten

(GEECs:GPI-enriched endosomal compartmgrnisozessiert (Sabharanjakal.2002).

Als weitere Clathrin-unabhangige Endozytoseweged dRhoA- sowie Arf 6-abhéngige
Endozytose beschrieben. RhoA-abhéngige Endozytesean der Internalisierung des
Interleukin-2-Rezeptors beteiligt, Arf 6-abhéngigedozytose spielt bei der Aufnahme von

MHC-I-Proteinen sowie Integrinen eine Rolle (Lamatal.2001).

Welche Endozytosewege an der zellularen AufnahmeseNanocarriers beteiligt sind, hangt
unter anderem von den Tragereigenschaften (Catusammensetzung, Partikelgrole,
Oberflachenladung, Konformation, etc.) als auch Awiityp ab. Die Vorgangerarbeiten von
Sebastian Schneider aus der eigenen ArbeitsgruggaEhdftigten sich unter anderem mit der
Aufklarung der Endozytosewege, die an der zellmd@fnahme und der intrazellularen
Prozessierung von DC 3MNA-Komplexen beteiligt sind. Es konnte gezeigtrden, dass
Clathrin- und Caveolae-abhangige Endozytosewegdi@iAufnahme und Prozessierung der

Komplexe verantwortlich sind (Schneider 2010).
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1.3.3 Intrazellulare Prozessierung

Die intrazellularen Prozessierungsrouten der GQlathrund Caveolae-abhangigen
Endozytosewege wurden im vorherigen Abschnitt berdiurz erlautert und sind in
Abbildung 1-4 zusammenfassend dargestellt. Als Mgmoteine fur die beteiligten
Endozytosewege dienen LAMRlysosomal membrane associated proteirall) Clathrin-
und Caveolin-1(Cav-1) als Caveolae-Marker (Andrejewskit al. 1999, Caiet al. 2008,
Eskelinenet al.2003, Karlsson & Carlsson 1998, Parton & Simor@72@&wetheaet al).

Clathrin-abhdngige Caveolae-abhdngige

Endozytose {(ﬁ Endozytose AL

O ,Clathrin- »~Endocytic
coated pit" l caveolar carrier"

Caveosom

e}
?
o

Recycling-Kompartiment

i

Frihes Endosom

Transzytose
—_——
/ %
/ Zellkern

Abbildung 1-4: Beteiligte Endozytosewege bei der Pr  ozessierung von DC 30 ®/DNA-KompIexen

Lysosom

Eine weitere Barriere auf dem Weg zur zellularemngfektion ist die Freisetzung der
Komplexe aus den endosomalen Struktussrd¢somal escape)m dem Abbau im Lysosom
zu umgehen, sowie die Dissoziation der Plasmid-DE##s dem Komplex mit dem
kationischen Lipid. Fur die intrazellulare Freisetg von Lipid/DNA-Komplexen aus den
frihen und spaten Endosomen sowie den Caveosometenvgerschiedene Mechanismen
diskutiert. Vorstellbar ist die Fusion der Komplexét der endosomalen Membran und der
dadurch bedingten Freigabe der Plasmid-DNA ins @lggma (Elouahabi & Ruysschaert
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2005). Die endosomale Komplexfreisetzung kann duiebatz eines fusogenen Helferlipids
wie DOPE positiv beeinflusst werden (Fasbenderl. 1997, Koltoveret al. 1998). Eine
weitere Hypothese zur endosomalen Freisetzung wuodeXu et al. aufgestellt (Xu & Szoka
1996). Hier wird ein Flip-Flop der anionischen Pplualipide der &ufReren in die innere
endosomale Membran unterstellt. Im Zuge dieser Uteleng bilden sich mit den
kationischen Kopfgruppen der Komplexlipide neutrédmenpaare, die Anziehungskrafte
zwischen Lipid und DNA werden abgeschwacht undetidgosomale Membran destabilisiert,
was letztendlich in der Freisetzung der Plasmid-Digultiert (Duaret al. 2009, Hafezt al.
2001, Rejmaret al.2006).

1.3.4 Nukleare Aufnahme von Plasmid-DNA

Nach der Freisetzung der Plasmid-DNA in das Zywmpka stehen einer erfolgreichen
Transfektion zunachst der Transport zum Zellkerd die Aufnahme in diesen als nachste
Barrieren entgegen. Die Mobilitdt von freier DNA idytoplasma ist gering. Vor allem das
Zytoskelett mit seiner netzartigen  Struktur und di@ohen  zytosolischen
Proteinkonzentrationen (bis 100 mg/ml) behindemn fdeie Diffusion von Makromolektlen
wie DNA (Luby-Phelps 2000). Die Uberwindung der Heille stellt eine weitere
Herausforderung dar: Sie enthalt kleine Offnungauckear pore complex, NBCdurch die
kleine Molekule mit einer GroRRe bis zu 50 kDa (préshend einem Durchmesser von
10 nm) frei diffundieren kdonnen (Mattaj & Englmei@®98). GroRRere Molekile muissen
hingegen aktiv in den Zellkern aufgenommen werd2ese Translokation wird durch die
Proteinfamilie der Importine vermittelt (Paschal02p Importine. erkennt und bindet am
Transportmolekil an eine spezifische Kernlokalisgssequenz (NLS) und bildet im
Folgenden einen Komplex mit Importfh- Dieser ternare Komplex wird dann Uber die
GTPaseaan energieabhangig durch die Kernporen transpofi@otlich et al. 1996, Zantaet

al. 1999). Wie die nukleare Aufnahme von Plasmid-DNgxau ablauft, ist bis heute noch
nicht vollstandig geklart. Der Zellteilung wird Ihieebenfalls eine wichtige Rolle
zugeschrieben. Die Zellkernmembran wird in der Bighase vortubergehend abgebaut und
somit die passive Diffusion von Plasmid-DNA in dgtellkern ermdglicht (Brunneret al.
2000). Beim Wiederaufbau der Kernmembran konnem dasmid-DNA-Kopien zufallig in
den Kern miteingeschlossen werden (Synetred. 2012).
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1.4 Einfihrung der verwendeten Methoden und Zelllinien

1.4.1 Durchflusszytometrie

Die zellulare Aufnahme sowie die Transfektion vo@ BJ°/(Cy3-) DNA-Komplexen werden
durchflusszytometrisch bestimmt. Eine schematiscBarstellung des eingesetzten
FACSCalibuf™ ist in Abbildung 1-5 gezeigt. Die Durchflusszytame ermoglicht die
Messung verschiedener zellularer Parameter wahdendellen in einem Flussigkeitsstrom
perlschnurartig durch einen Laserstrahl (488 bz8b 1&m) geleitet werden (Mandst al.
1995). Hat eine Zelle fluoreszenzmarkierte Lipidd®Komplexe aufgenommen bzw. wurde
sie erfolgreich transfiziert und exprimiert dasofleszierende Transgen, werden die in der
Zelle vorhandenen Fluorophore beim Passieren deserfaangeregt. Das emittierte
Fluoreszenzlicht wird mit Hilfe geeigneter Strahiler und Filter in verschiedenen Kanélen
detektiert (FL 1 — 3). Das von der Zelle gestrdidserlicht wird in zwei Kanélen detektiert.
Das Vorwartsstreulicht (FSC) gibt Hinweise auf dieligrol3e, das Seitwartstreulicht (SSC)
auf die Zellgranularitat. Korrelation von FSC ged®BC ermdglicht die Differenzierung in
vitale und tote Zellengating).

(]
o 9 Filter Detektor
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35

]

Linse M
Laser PMT
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= ] (FL-3)
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 ——
Computer
e | =
Detektor l j

Abbildung 1-5: Schematische Darstellung des FACSCal iburTM-Durchqusszytometers
(nach M. Rahman ,Introduction to flow cytometry”; www.ab-direct.com)
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Als Ergebnis einer durchflusszytometrischen Analyged der Anteil der Zellen (in %)
angegeben, deren Fluoreszenzintensitat den Sciwelie der unbehandelten Kontrollzellen
Uberschreitet. Man erhélt also primar Informatiommtber, wie viele Zellen Lipid/DNA-
Komplexe aufgenommen haben bzw. erfolgreich tramsti wurden. Die mittlere
Fluoreszenzintensitat der Zellpopulationgan fluorescence intengitjisst zudem Schliisse
auf die Menge der pro Zelle aufgenommenen Komphexe. die Transgenexpressionsstarke
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Abbildung 1-6: Durchflusszytometrie - Zellulare Auf nahme von DC 30 ®/(Cy3-) DNA-Komplexen
in A-10 SMC
A-10 SMC wurden 5h mit Cy3-DNA-Komplexen inkubiert und die zellulare
Aufnahme durchflusszytometrisch bestimmt. A, B: Histogramm bzw. Dotplot-
Darstellung der unbehandelten Kontrollzellen. C, D: Verschiebung der Zellpopulation
im Kanal FL2 (Histogramm- bzw. Dotplot-Darstellung).

Die Durchflusszytometrie ermdglicht somit eine ditative Analyse von Zellpopulationen,
allerdings werden keine Informationen Uber die utéfe Lokalisation des Fluorophors
erhalten. Eine Unterscheidung in internalisiert rodeellular assoziiert ist mittels

Durchflusszytometrie nicht moglich.
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1.4.2 Quantitative Imaging

1.4.2.1 Konfokale Mikroskopie

Das erste konfokale Mikroskop wurde 1957 von MamMimsky entwickelt und zum Patent
angemeldet (Minsky 1957, 1988). Durch viele tectimes Weiterentwicklungen steht zum
heutigen Zeitpunkt ein breites Sortiment an Systefiie verschiedenste Fragestellungen und

Anforderungen zur Verfigung.

Bei einem herkommlichen Lichtmikroskop entsteht dgikl aus der Uberlagerung der

Abbildungen der beleuchteten Bildpunkte. Dabei warBunkte in der Fokalebene der Probe
scharf abgebildet, sdmtliche Punkte aul3erhalb davscharf. Im Gegensatz dazu wird bei
der konfokalen Mikroskopie das Anregungslicht ire d?robe fokussiert und somit eine
punktférmige Beleuchtung der Probe ermdglicht. Buglésung entlang der optischen Achse,
die sogenannte Tiefenschérfe, wird somit verbes&ene schematische Darstellung eines

konfokalen Mikroskops ist in Abbildung 1-7 gezeigt.

Detektor
(Photomultiplier)

Detektor Pinhole

Anregungs Pinhole

Laser

Objekt

Fokusebene

———  Fluoreszenzlicht aus der Fokusebene
----------- Out of Focus - Licht

Abbildung 1-7: Schematische Darstellung eines konfo kalen Laser-Rastermikroskops
(www.univie.ac.at)
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Anregung und Detektion liegen Ubereinander, alstfdal. Kondensor-Linse und Objektiv
sind so angeordnet, dass sie einen gemeinsamen@iekt bilden. In diesem befindet sich
die Probe, die senkrecht zur optischen Achse PfimkPunkt abgerastert wird. Durch das
Objektiv wird das eingestrahlte Auflicht in eineredtimmten Probentiefe fokussiert
(Fokusebene). Das von der Probe reflektierte Lwfmd durch das Objektiv auf eine
Lochblende [finholg geleitet und somit nur die relevanten Lichtsignabn einem dahinter
angeordneten Photomultiplier detektiert. Punktweisgrd dann ein Schnittbild
zusammengesetzt. Die Dicke des optischen Schniitd durch den Durchmesser der
Lochblende, dem Objektiv und seiner numerischen ripe(NA) bestimmt. Eine hohe
numerische Apertur (NA) des Objektivs garantierteei moglichst steilen Einfallwinkel des
Lichts auf die Probe. Dieser bestimmt die Ausdelnaies Fokuspunktes entlang der
optischen Achse, die fir eine hohe Tiefenscharfglictist gering sein muss. Stérlichtsignale,
die ober- und unterhalb der Fokusebene entstehenmaew zum einen durch die punktférmige
Beleuchtung der Probe im Fokus und zum andererhdliecEinstellung der Lochblende auf
1 AU (airy unit) minimiert. Eine dreidimensionale Darstellung dpbe ist durch Rastern
von aufeinanderfolgenden Ebenen und Stapelung distebenden Schnittbilder méglich
(z-stack. In der vorliegenden Arbeit wird fur die Mikrogkaufnahmen ein konfokales Laser-
Rastermikroskopdpnfocal laser scanning microscope CLSMrwendet. Die Anregung der
Fluorophore erfolgt hier mit einem Laser (Corle @99addock 1999, Stelzer 1991).

1.4.2.2 Konfokale Kolokalisationsstudien

Kolokalisationsstudien stellen eines von vielensaiagebieten der konfokalen Mikroskopie
dar. Die hohe raumliche Auflésung ermoglicht di@lde Lokalisierung von Fluorophoren in
der Probe. In der vorliegenden Arbeit wird die aagllulare Prozessierung von
fluoreszenzmarkierten Lipid/DNA-Komplexen entlangférbter zellularer Kompartimente
verfolgt. Das Ausmald der Kolokalisation wird congrgestitzt ermittelt. Der Pearsons
Koeffizient PC korreliert die Intensitat der Pixel ersten Bild linear gegen die des anderen
Bildes und bewegt sich folglich zwischen 0 (0 % #etation) und 1 (100 % Korrelation). Der
Manders Kolokalisationskoeffizient M basiert auind@®earsons Koeffizient. Hier wird das
Verhéltnis der summierten Intensitaten der Pixal eesten Bildes, die im zweiten Bild eine
Intensitat > 0 haben, zur Gesamtintensitat desreBildes gebildet. Angegeben wird also der
Anteil der Signale des ersten Bildes, die mit demeiten Bild kolokalisieren (M = 0 — 1)
(Bolte & Cordelieres 2006).
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1.4.2.3 CellProfiler ™ Software

Zur Quantifizierung der nuklearen Aufnahme von RI@sDNA werden die konfokalen
Bilder mit deropen sourceSoftware CellProfile? quantitativ ausgewertet. Die Software
wurde 2006 von Carpenter et. al fur verschiedehgilgische Fragestellungen entwickelt
(Carpenteret al. 2006). Im Vordergrund steht neben einer benutzenidlichen Oberflache
die einfache Bedienung der Software. Nach dem Bsakarinzip wird aus verschiedenen
Modulen eine Pipeline aufgebaut, mit der die eipgesen Bilder automatisch prozessiert,
analysiert und ausgewertet werden. Jedes Moduljeishach Fragestellung individuell
einstellbar. Mit CellProfile™ konnen Standard-Assays wie Ermittlung von Zelleahl
GroRenmessung von Zellen, Analyse von zellulareteRtieveln, etc. aber auch komplexere
Untersuchungen wie Bestimmung von Zellstrukturearaibzellulérer Verteilung von DNA
durchgefuhrt werden. Die Software ermdglicht einergitative Bildanalyse im Niedrig-
(< 100 Bilder) bis Hochdurchsatz, die theoretiseim durch die Leistung des verwendeten
Computers limitiert wird. In der vorliegenden Arbewird die nukleare Aufnahme von
komplexfreigesetzter fluoreszenzmarkierter PlasDindA mit Hilfe von
Intensitatsmessungen im Zellkern quantifiziert. Dieerwendete Pipeline und das

Analysenprinzip ist in Abschnitt 3.9.2 erklart.
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1.4.3 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit werden die Zelllinien 18- SMC und MDCK Il fur die

Untersuchungen zur Transfektionseffizienz von DE&/BMA-Komplexen verwendet. Die
beiden Zellmodelle wurden in Vorgangerarbeiten it&re hinsichtlich ihrer

Transfektionseigenschaften nach Lipofektion mit B&/DNA-Komplexen sowie ihres

Endozytoseprofils charakterisiert. In beiden Zeilin sind die Clathrin- wie auch die
Caveolae-abhangige Endozytose in die zellulare @&uime und Prozessierung von
Lipid/DNA-Komplexen involviert (Schneider 2010).

Bei den A-10 SMC handelt es sich um glatte MusKkielmeder Ratte, die urspriinglich aus
embryonalen Aortenzellen abstammen. Die Zelllinieurde als Clathrin-dominant
charakterisiert und zeigt gute Transfektionseigleaten fur Lipid/DNA-Komplexe (Kiefeet
al. 2004, Parton & Simons 2007, Schneider 2010). Didlare Verdopplungszeit von
A-10 SMC betragt etwa 100 Stunden.

Als zweites zellulares Modell wird die Zelllinie MIX Il verwendet. Hierbei handelt es sich
um Zellen aus den proximalen Nierentubuli eineskémpaniels. MDCK [I-Zellen zeichnen
sich durch Caveolae-Dominanz (Bushal. 2006) sowie relativ schlechte Transfizierbarkeit
nach Lipofektion aus (Schneider 2010). Die mittl&ferdopplungszeit betragt hier etwa
11 Stunden.

Mit A-10 SMC und MDCK IlI-Zellen stehen somit zweielimodelle mit gegensatzlichen
Eigenschaften zur Verfugung: Clathrin-dominantet guansfizierbare A-10 SMC und
Caveolae-dominante, schlecht transfizierbare MDGRellen. Mit Hilfe der beiden Modelle
sollen intrazellulare Transfektionsbarrieren von BE/DNA-Komplexen identifiziert und

der Einfluss der Endozytoseroute auf die Effizidee Lipid/DNA-Komplexe geprift werden.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ein grol3es Problem beim Einsatz von Lipid/DNA-Koey#n als nicht-virale
Gentransfersysteme ist die mangelnde Effizienznigen Zelllinien (z.B. Primarzellen). Das
transportierte Gen soll nicht nur in die Zielzedlgfgenommen, sondern in dieser auch in den

Zellkern transportiert und letztendlich exprimiestrden.

Die Effizienz von Lipid/DNA-Komplexen wird durch vechiedene zellulare Barrieren
reduziert. Hier sind neben der zellularen Aufnahmd der intrazellularen Prozessierung die
Dissoziation der DNA vom Lipid-Trager, der Transpder DNA in den Zellkern sowie die
Expression des Transgens zu nennen. Inwiefern d&tséionen die Effektivitat von
Lipid/DNA-Komplexen reduzieren wurde bereits in gangerarbeiten am Lehrstuhl mit
Hilfe zweier Zellmodelle mit unterschiedlichen Tséektionseigenschaften fir DC 3ONA-
Komplexe (A-10 SMC und MDCK II-Zellen) untersucl8ahneider 2010).

Die zellulare Aufnahme der Komplexe via ClathrimduCaveolae-abhangiger Endozytose
konnte als erste entscheidende und gleichzeitihtigiste Transfektionsbarriere identifiziert
werden, da hierdurch die fir die weitere Prozessmgr zur Verfigung stehende
Komplexmenge unmittelbar beeinflusst wird. Die B&stion von Lipid und DNA leistet
ohne Frage einen weiteren wichtigen Beitrag zunmdfektionsprozess, denn nur freie DNA
kann letztendlich in den Zellkern transportiert whatt transkribiert werden. FRET-basierte
Untersuchungen zur intrazelluldren Dissoziation éh3(0°/DNA-Komplexen ergaben, dass
der Dissoziationsgrad zwar von der betrachtetetliiel abhangig ist, dass die erreichten
Level jedoch fur eine effiziente Transfektion ausmend sein sollten. Die intrazellulare
Dissoziation von Lipid/DNA-Komplexen ist demnach inhrer Relevanz als
Transfektionsbarriere hinter der zellularen Aufnah@mzuordnen.

Die vorliegende Arbeit baut auf diesen Vorgadngesdem auf und beschaftigt sich
tiefergehend mit der Identifizierung weiterer ieHularer Transfektionsbarrieren fur
DC 30°/DNA-Komplexe in den zwei Zellmodellen A-10 SMC uMDCK II. Augenmerk
wird zunachst erneut auf die zellulare Aufnahmevatstigste Transfektionsbarriere gelegt
und diese mittels verschiedener Methoden (Durcefiyimetrie, CellProfilé!) detaillierter

charakterisiert und quantifiziert.

Als weitere potentielle Transfektionsbarriere witie nukledre Aufnahme von dissoziierter

Plasmid-DNA mittelsQuantitative Imaginguntersucht, quantifiziert und bewertet. Diese
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Methodik kombiniert konfokale Laser-Rastermikrosicop mit guantitativer
computergestitzter Bildanalyse.

Weiterhin soll die Effizienz der intrazellularenoRessierung von DC $fDNA-Komplexen

via Clathrin- und Caveolae-abhangiger Endozytosewgerprift werden. Die Bedeutung
der intrazellularen Prozessierungsroute fir eirielgreiche Transfektion der Zielzelle wird
mit Hilfe von endozytoseaktiven Substanzen sowienfddkalen Kolokalisationsstudien

analysiert.

AulRerdem werden Untersuchungen zur Transgenexpnsssiirke nach erfolgreicher
zellularer Transfektion durchgefuihrt, um die E#z der postnukledren Prozessierung
(Transkription der Plasmid-DNA und Translation irasd codierte Protein) in beiden
Zellmodellen miteinander zu vergleichen. Ob sichtdgschiede in der Zellproliferationsrate
auf die Transfektion von DC 3(DNA-Komplexen auswirken, wird nach Arretierung der

Zellen in der @G;-Phase des Zellzyklus durchflusszytometrisch bestim

AbschlieRend und als Ausblick auf zukinftige Arbeitwird das Lipoplex-basierte System
(Lipid/DNA-Komplex) mit einem Nanopartikel-basienteSystem (Lipid/Protamin/DNA-
Partikel, LPD) verglichen. Die Arbeiten hierzu wardin Zusammenarbeit mit Maximilian
Wittmann im Rahmen seiner Diplomarbeit durchgefibds LPD-System bietet neben der
standardisierten und reproduzierbaren Herstellunge dOption auf zahlreiche
Modifizierungsmdglichkeiten der Partikeloberflaclsm kann die Lipidhille mit spezifischen
Liganden versehen werden, um bestimmte Zielstrektigelektiv anzusteuern. Ein aktives

Targeting mittels LPD-Partikeln ware somit méglich.

Alle Studien werden mit zwei DC 8MNA-Komplexpraparationen durchgefiihrt. Neben der
klassischen Herstellung von DC®DNA-Komplexen wird der Einfluss einer
Ultraschallspitzenbehandlung der Ausgangsliposomeaaf die Charakteristika der
Komplexpraparationen untersucht. Die Auswirkungen kerstellungsweise und der damit
einhergehenden Unterschiede in PartikelgroRe undrpimlogie auf das intrazellulare
Verhalten und somit die Transfektionseffizienz d@mplexe sind ebenfalls Gegenstand

dieser Arbeit.
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2 Material und Gerate

2.1 Lipide und Transfektionsreagenzien

Tabelle 2-1:  Lipide und Transfektionsreagenzien

Bezeichnung M [g/mol] Abkurzung Hersteller
Cholesterol 387 Chol Sigma-Aldrich,
Steinheim
DC-Cholesterol (3B-N[N’, N'- .
Dimethylaminoethan)-carbamoyl]- Avi?t'i dF;oIar
Cholesterol-HCI / DOPE 667 DC 30° _ LIPIOS,
. . . Birmingham,
(Dioleoylphosphatidylethanolamin) USA
3:7 (m/m), lyophilisiert
Avanti Polar
DOTAP (1,2-d|-(92-qctadecenoyl)- 699 DOTAP _ L|_p|ds,
3-trimethylammonium-propan) Birmingham,
USA
. s Roche
Kationische Lipidmischung Diaanostics
Fugene®HD - unbekannter g >
Zusammensetzun Indianapalis,
9 USA
2.2 Plasmid

Tabelle 2-2: Plasmid

Plasmid Bezugsquelle

pEGFP-C1 BD Clontech, Heidelberg
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2.3 Fluoreszenzfarbstoffe

Tabelle 2-1: Fluoreszenzfarbstoffe
Substanz Anregung Emission M [g/mol] Bezugsquelle
[nm] [nm] 9 9sq
7-Aminoactinomycin D Becton Dickinson,
(7-AAD) 546 647 1270 Heidelberg
BD QuantiBRITE'™ PE
Phycoerythrin 565, 530, 498 578 ) Becton Dickinson, San
Fluorescence Jose, USA
Quantitation Kit
Bodipy® FL Cs
Lactosylceramid 505 511 ~ 66 000 M%?gug: Pdgtxes,
komplexiert mit BSA gon,
™ GE Healthcare,
C)(; 3-CTP 550 570 1267 Buckinghamshire, UK
Label IT® Cy"™ 3 Nucleic . .
Acid Labeling Kit 550 570 - Mirus, Madison, USA
R-Phycoerythrin 565, 539, 498 578 ~240000 | AMasPec. g‘g’AFreemO”t'
® A
SYTOX _Green_ Nucleic 504 523 ) Molecular Probes,
Acid Stain Eugene, USA
Transferrin aus humanem 495 519 ) Molecular Probes,

Serum, Alexa Fluor® 488

Leiden, NL
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2.4 AntikOrper

Tabelle 2.4.1:

Primérer Antikorper

Priméare Antikérper

Spezifikation

Bezugsquelle

Mouse-anti Caveolin-1 IgM

Monoklonaler Antikérper gegen
Caveolin-1, Klon C060

Becton Dickinson, Heidelberg

Rabbit anti-LAMP1

Monoklonaler Antikérper gegen
LAMP1

Sigma-Aldrich, Steinheim

Tabelle 2.4.2: Sekundéare Antikorper

Sekundarer Antikérper

Anregung [nm]  Emission [nm]

B ezugsquelle

Goat anti-mouse IgG (H+L)

Chromeo™ 642 642 660 Abcam, Cambridge, UK
Goat anti-mouse IgG (H+L) . e
MFP 488 501 523 MoBiTec, Gottingen
Goat anti-rabbit IgG (H+L) .
Chromeo™ 546 540 565 Abcam, Cambridge, USA
Goat anti-rabbit 1I9G (H+L) 501 593 MoBiTec, Gottingen

MFP 488
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2.5 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2-5: Verbrauchschemikalien und Reagenzien

Abkiirzung

Bezeichnung Reinheitsg oder M Bezugsquelle
rad [g/mol]
Summenformel
Albumin Bovine essential > 96 % DE-BSA ~ 66 000 Sigma-Aldrich,
fatty acid free Steinheim
Ammoniumheptamolybdat
Tetrahydrat p.a. NH,)¢M0,0,, (4 H,O | 1235.86 Merck, Darmstadt
Bafilomycin A; von o Sigma-Aldrich,
Streptomyces griseus >90 % CasHseOs 622,83 Steinheim
BD FACS Clean Solution - FACS Clean - BeCtOU Dickinson,
Heidelberg
BD FACS Rinse Solution - FACS Rinse - BeCtOU Dickinson,
Heidelberg
BD FACS Flow Sheath Fluid i FACS Flow : Becton Dickinson,
Heidelberg
™ Genlantis, San
CellScrub ™ Puffer - CellScrub - Diego, USA
Cell-Titer-Glo® Luminescent ] c1G ] Promega,
Viability Assay Mannheim
Chloroform Ph.Eur. ChCls 119,4 Roth, Karlsruhe
Chlorpromazin HCI UsP C17H19CIN,S HCI 355,33 Sigma,
v 2 ’ Deisenhofen
Clathrin-Enhancer aus ) ) i M. F. Melzig, Freie
Glypsophila paniculata L. Universitat, Berlin
Dimethylsulfoxid Zellkulur | - 1\ 5/ DMSO 78,13 Sigma-Aldrich,
getestet Steinheim
1 kb DNA ladder - - - Qiagen, Hilden
® n
Endo Free Eiltasm|d Mega ) ) i Qiagen, Hilden
Ethanol HPLC C,HsOH / EtOH 46,01 Roth, Karlsruhe
Ethylend|am|n_tetrae33|gsaur >99 % EDTA 372,24 Merck, Darmstadt
e, Natriumsalz
Fiske-Subbarow-Reducer - - - Fluka, BU.ChS'
Schweiz
Gelatine Zellkultur ) i Sigma-Aldrich,
getestet Steinheim
L A.G. Scientific, Inc.
0 1 1
Genistein >98 % Ci5H1005 270,24 San Diego, USA
L-Histidin >99 % His 155,16 Fluka, Neu-Ulm
Isopropanol p.a. C3HgO 60,1 Roth, Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat o :
(Phosphorstandard) >99 % KH,PO, 100,11 Fluka, Deisenhofen
Kupfer(Il)sulfat, wasserfrei >99 % CuSO, 159,61 Roth, Karlsruhe
Lactosylceramid > 98 % Cs3H101NOy3 / LacCer 960,0 Merck, Darmstadt
Methanol p.a. CH30H / MeOH 32,01 Roth, Karlsruhe
. Zellkultur Sigma-Aldrich,
Methyl-B-Cyclodextrin getestet MBCD 1310 Steinheim
MobiGLOW® . MobiGLOW® . MoBiTec,

Gottingen
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Abkiirzung

Bezeichnung Reinheitsg oder M Bezugsquelle
rad [a/mol]
Summenformel
Natriumchlorid Ultra NaCl 58,44 Sigma-Aldrich,
Steinheim
Natriumhydroxid >99 % NaOH 40,01 Merck, Darmstadt
Synthetisiert nach
Maleinimid-PEG,gp0-Chol- GPC ) i Mayenfels, Zimmer
Anker gereinigt Mal-PEGz000-Chol 2400 (2011), Uni
Freiburg
Sigma-Aldrich,
Paraformaldehyd >95% (CH,0), - Steinheim
Protaminsulfat Grade X - ~5,1kDa | Sgma-Aldich,
Steinheim
Sigma-Aldrich,
Saccharose > 99,5 % C1oH2011 342,3 %temheim
Salzséaure 30 % HCI 36,46 Merck, Darmstadt
Saponin 8-25 % ) i Fluka, Buchs,
P Sapogenin Schweiz
Schwefelsaure p.a. H,SO, 98,08 Merck, Darmstadt
LifeTein LLC,
SH-TAT-Peptid 95,38 % TATp 1663,0 South Plainfield,
USA
4- (1, 1, 3, 3 Tetramethyl- Far
butyl) Molekularbi Triton X-100 576,6 Fluka, Buchs,
. Schweiz
phenylpolyethylenglykol ologie
Wasserstoffperoxid 30 % ACS H.,0 340 Sigma, St. Louis,
(m/m) Qualitat 2-2 ’ USA
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2.6 Puffer
Tabelle 2-6: Pufferzusammensetzungen
Bezeichnung Substanzen Molaritat EmvE/da/ﬁgen

a HEPES 10 mM 2,4
HEPES-Puffer pH 7,4 NaCl 140 mM 818
a HEPES 20 mM 4.8
HSS-Puffer pH 7.4 Saccharose 270 mM 92,43
Trypton - 10,0
LB-Medium pH 7,4 ¢ Hefeextrakt - 5,0
NaCl - 5,0
NaCl 137 mM 8
24 g 2+ KCI 2,68 mM 0,2
PBS ohne Ca”'/Mg”~ pH 7,4 Na,HPO, 7:81 mM 111
KH,PO, 1,47 mM 0,2
NacCl 137 mM 8
KCI 2,68 mM 0,2
. 2+ 2+ Na,HPO, 7,81 mM 1,11
PBS mit Ca” /Mg pH 7,4 KH,PO, 1.47 mM 0.2
CaCl, 1mMm 0,1
MgCl, x 6 H,O 500 uM 0,1
a Tris-HCI 10 mM 1,211
TE-Puffer pH 7,4 EDTA 1mM 0,372
. . a NaCl 25 mM 1,46
Transfektionsmedium pH 7,4 Saccharose 250 mM 85,58

% Der pH-Wert der Lésungen wird bei Bedarf mit 1 N HCI bzw. 1 N NaOH auf den Sollwert eingestellt.
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2.7 Zellen
Tabelle 2-7: Verwendete Zelllinien und deren Kultiv  ierung
Typ Beschreibung Kulturmedien und Zusatze Bezugsque I
DMEM DSMZ
A-10 SMC Glatte Muskelzellen der Ratte +20 % FCS .
; Braunschweig
+ 1 % Natriumpyruvat
ATTC (American
. DMEM Type Culture
MDCK Il Distale Tubuluszellen des Hundes +10 % ECS Collection),
Manassas, USA

2.8 Reagenzien zur Zellkultivierung und Aufarbeitung

Tabelle 2-8:

Bezeichnung

Reagenzien zur Zellkultivierung und Au

farbeitung

Bezugsquelle / Herstellung und Lagerung

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Biochrom, Berlin

FCS (fetales Kalberserum)

PAN-Biotech, Aidenbach

DF-BSA Lésung (1 % (m/m))

Frisch hergestellt

Gelatinelosung (0,2 % (m/V))

Sigma Aldrich, Miinchen

Natriumpyruvat

Biochrom, Berlin

Paraformaldehyd (4 % (m/m) pH 7,4 *°

Hergestellt und Aliquots bei —20 °C gelagert

PBS (Phosphate buffered saline) mit/ohne Ca®*/Mg**

Biochrom, Berlin

Saponinlésung (1 mg/ml)

Hergestellt und bei 4 °C gelagert

Triton X-100 (0,1 % (v/v))

Hergestellt und bei 4 °C gelagert

Trypsin 0,5 % / EDTA 0,25 %

Biochrom, Berlin

Der pH-Wert der Lésungen wird bei Bedarf mit 1 N NaOH auf den Sollwert eingestellt.

®Bei der Herstellung der L6sung nicht > 50 °C erhitzen, sonst Depolymerisation des PFAs.

Alle Lésungen werden in PBS (ohne Ca**/Mg?*) hergestellt.
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2.9 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-9 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Deckglaschen (8, 12 mm) und Objekttrager

Langenbrinck, Teningen

Einmalkivetten fur PCS, Polystyrol 1,5 ml halbmikro

Brand, Wertheim

Einmalpipetten (2, 5, 10, 25 ml)

Greiner, Frickenhausen

Einmalspritzen (1, 5, 10, 20, 30 ml)

Braun, Melsungen

Eppendorf Reaktionsgefalie

Eppendorf, Hamburg

F 96 Microwel™ Platten (Polystyrol, weil) fur Luminometer

Nunc, Wiesbaden

FACS Rohrchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Falcon® Rohrchen aus PP (15, 50 ml / steril)

Becton Dickinson, Heidelberg

HPLC Vials (1,5 ml)

VWR International GmbH, Darmstadt

Kanilen (Grof3e 1 und 20 / steril)

Braun, Melsungen

Multiwell-Platten (6, 12, 24, 48 Well)

Becton Dickinson, Heidelberg

Parafilm M®

Pechniney Plastic Packaging,
Chicago, USA

Pasteurpipetten

Braun, Melsungen

Petrischalen (100 x 200 mm)

Becton Dickinson, Heidelberg

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Schraubkappen mit Loch, schwarz, mit Septum aus Silicon
PTFE 1,3 mm, rot

VWR International GmbH, Darmstadt

Sterilfilter 0,2 pm Rotilabo®
Steriffilter 0,2 pm Acrodisc® 13 mm mit HA

Roth, Karlsruhe
Pall, Dreieich
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2.10 Gerate
Tabelle 2-10 Konfokales Mikroskop
Gerat Typenbezeichnung Hersteller
CCD-Kamera C4880-80 Zeiss, Jena
Inverses Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop LSM I-UV 510 Meta Zeiss, Jena
20 x Plan-Apochromat
Objektiv 63 x Plan-Apochromat Zeiss, Jena
100 x Plan-Neofluar
Quecksilberdampflampe HBO 200 Zeiss, Jena
Vorschaltgerat - Zeiss, Jena
LSM Image Browser Rel. 4.0 Zeiss, Jena
Zen 2009 Zeiss, Jena
Software National Institute of
ImageJ 1.45 Health, USA
S T™ Broad Institute,
CellProfiler USA
Tabelle 2-11: Cryo-Transmissions-Elektronenmikrosko p
Gerat Typenbezeichnung Hersteller
Cryo-Kammer Cryo-Box 340719 Zeiss, Jena
Oxford
Kamera TEM Proscan HSC 2 Instruments,

Abingdon, USA

Cryo-Probenbehalter

Model 626-DH

Gatan, Warrendale,

USA
PIRTIC) P n
Grids (Kupfer mit Kohlefilm) Quantifoil” s7/2 Cu 400 mesh, Quantifoil Micro
holey carbon films Tools, Jena

Transmissionselektronenmikroskop

Leo 912 O-mega

Leo, Oberkochen

Software

iTEM 5.0 (Bulid 1054)

Soft Imaging
System, Minster

Tabelle 2-12: Sonstige Geréate
Geréat Typenbezeichnung Hersteller
Sartorius,
Analysenwaage BP 301 S Gottingen
Autoklav Tuttnauer Systec 3850 EL Systec, Wettenberg

Durchflusszytometer
Software

FACSCalibur™
CeIIQuestTM Pro

Becton Dickinson,
Heidelberg
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Gerat

Typenbezeichnung Hersteller
Evaporationszentrifuge (SpeedVac) Concentrator 5301 Eppendorf,
Hamburg
Perkin-Elmer,
Fluorimeter LS50B Massachusetts,
USA
Fluoreszenzmikroskop mit: Axiovert 40 CFL
Quecksilberdampflampe HBO 50 Zeiss, Jena
Vorschaltgerat Mbq 52 ac-z
Hamiltonspritzen 10, 50, 100, 500, 1000 il Hamilton, Bonaduz,
Schweiz
Heizblock Liebisch SON/D Aich Gebr. Liebisch,
Bielefeld
Binder, Tuttlingen
Inkubatoren APT Line CB Heraeus
Hera cell 150 Instruments,
Fellbach
Laborschiittler Vibramax 100, Heidolph Ngo Lab,
Instruments Heidelberg
Laborwaage LP 3200 D Sqrtpnus,
Gottingen
Magnetrihrer MR 3002 Heidolph, Kelheim
Microplate Luminometer Software Microlumat Plus LB 96 V Win EG & Berthold, Bad
P Glow Wildbad

Minischuttler

Vortexer Reax control

Heidolph, Kelheim

Nanodrop-Spektrophotometer

Nanodrop ND-1000

Thermo Scientific,

Waltham, USA
Neubauer Zahlkammer Multlme_d,
Kirchheim

pH-Meter CG 843P Schott, Mainz
BIA-Brookhaven
Photonenkorrelationsspektroskop BI-90 Plus® Instruments, Wien,

Osterreich
Pipetten Pipetman, Gilson Laborshop

Neolab®, Freiburg

Prazisionskuvette 115F-QS

Quarzglas Suprasil

Hellma, Mullheim

Gesellschaft fur

Schittelwasserbad GFL 1083 Labortechnik,
Burgwede
Heraeus
Sicherheitswerkbanke Herasafe HSP 18 (Zellkultur) Instruments,
Herasafe KSP 18 (Zellkultur)
Fellbach
Thermostatierter Schiittler Thermomixer Comfort Eppendorf,
Hamburg

Ultraschallspitze

Sonoplus GM70

Bandelin, Berlin

Ultraschallbad

Bandelin Sonorex RK 100

Bandelin, Berlin

UV/VIS-Spektrophotometer

Pharmacia Biotech

Ultrospec 1000 (Biochrom),
Cambridge, GB
. - . Millipore GmbH,
Wasseraufbereitung Milli-Q Academic Schwalbach
Centrifuge 5804 R
Zentrifugen Eﬁperé)dorf,
Centrifuge 5417 R amburg
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3 Methoden

3.1 Herstellung von DC 3¢-Ausgangsliposomen

3.1.1 Herstellung der Lipid-Aliquots

Die Ausgangsliposomen fur die Lipid/DNA-Komplexe nden aus der kommerziell
erhéltlichen Lipidmischung DC 30(DC-Cholesterol/DOPE 3:7 (m/m)) tiber die modifizse

Filmmethode hergestellt (Schneider 2010). DE 3Gird vom Hersteller lyophilisiert in

10 mg-Ampullen geliefert. Das Lipid wird in 3,3 relner Chloroform/Methanol-Mischung
im Verhaltnis 3:1 (V/V) gelost und davon Lipidaliots & 100 pl hergestellt. Uber den
Aliquotierprozess verteilt werden finf Proben a | 80flir den Bartlett-Assay gezogen
(siehe 3.1.2). Das Ldsungmittelgemisch wird mit dEwvaporationszentrifuge bei

Raumtemperatur abgedampft und die Lipidaliquots86i °C gelagert.

3.1.2 Bestimmung des Lipidgehalts nach Bartlett

Die Quantifizierung des Lipidgehalts der nach 3letgestellten Aliquots erfolgt mit Hilfe
des Bartlett-Assays (Bartlett 1959). Nach oxidatVeraschung der in der Probe enthaltenen
Phosphoratome werden die entstehenden Phosphatmmaiometrisch im Komplex mit
Ammoniummolybdat quantifiziert. Aus der Lipidmiseigu DC 3¢ kann demnach nur das
Phospholipid DOPE direkt bestimmt werden.

Zur Herstellung aller benétigten Lésungen und Reaige wird phosphatfreies Millipofe
Wasser verwendet. Fiur die Erstellung der Kalibeeagen wird in phosphatfrei gespulte
Reagenzglaser 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 umduB®les 1 mM Phosphatstandards
(KH.PQ;) eingewogen. Uber den Aliquotierprozess der D& -B@idmischung wurden
jeweils funf Proben fur den Bartlett-Assay gezogPa. die Kalibratorkonzentrationen den
erwarteten Phosphatgehalt der Proben einschliefiessan, ist die theoretische maximale
Phosphatmenge der Probe fir den Bartlett-Assay @& M begrenzt. Das
Probenzugsvolumen wurde entsprechend gewahlt, tdirekdie phosphatfrei gespulten
Reagenzglaser einpipettiert und das Losungsmitiekgh bei RT abgedampft. Zu den
Proben und Kalibratoren werden jeweils 500 pl 1 #$®} pipettiert, kurz gevortext und 3 h
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bei 160 °C verascht. AnschlieBend folgt die Zugabe je 200 pl 30 %iger ¥D,-Losung
(V/V) und weitere 1,5stindige Inkubation bei 160 Mach dem Abkuhlen werden zu den
Ansatzen zunachst 4,5 ml frisch hergestellte 0,8%m/V) Ammoniummolybdatiésung
pipettiert und gemischt, danach wird mit je 20034,8 %igem (m/V) Fiske-Subarrow-
Reducer versetzt und gevortext. Die Reagenzglasedes mit Glasmurmeln verschlossen
und fir exakt 10 Minuten im Heizblock bei 96 °C ukert. Nach Abkuhlen auf RT und
erneutem Vortexen wird die Absorption der Probewisaler Kalibratoren bei = 830 nm
gegen den Leerwert vermessen und eine Kalibriedgerstellt. Der Phosphatgehalt der
Proben (in pumol) wird tber die Kalibriergerade duExtrapolation bestimmt. Die ermittelte
Phosphatmenge entspricht der Stoffmenge an DOPE Atipuot. Uber das bekannte
Massenverhalntis von DOPE/DC-Cholesterol von 7:8enLipidmischung DC 30kann nun
auf den Gesamtlipidgehalt der Aliquots hochgeretivaeden.

3.1.3 Liposomenherstellung

Fur die Herstellung der Ausgangsliposomen fiur dipidlDNA-Komplexe werden zwei
Protokolle (+/— US) verfolgt. Die DC 36Lipidaliquots aus 3.1.1 werden zun&chst mit
sterilem Transfektionsmedium (TM, pH 7,4) versaind fir 30 Minuten bei RT quellen
gelassen (c =1 pg/ul). Anschlieend wird der Llfiprd im Ultraschallbad fir 3 Sekunden
redispergiert. Die Ausgangsliposomen werden mitilsta Transfektionsmedium auf eine
Endkonzentration von 0,08 pg/pl verdinnt (ProtoKollunbehandelte Ausgangsliposomen
— US"). Das zweite Protokoll sieht eine Behandludgr Ausgangsliposomen mit der
Ultaschallspitze vor. Die Liposomen werden im Patgeb (50 %) in 5 Zyklen a
30 Sekunden mit der US-Spitze beschallt (ProtoRolUS-behandelte Ausgangsliposomen
,+ US"). Zwischen den Zyklen erfolgt jeweils einealde von 2 Minuten. Um eine
Ubermafige Erwarmung der Lipiddispersion wahrendt& Behandlung zu vermeiden, wird

mit Eis gekuhlt.
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3.2 Gewinnung und Charakterisierung der Plasmid-DNA

Das pEGFP-C1-Plasmid hat eine Grél3e von 4,7 kbcoddert CMV-Promotor-kontrolliert
fur eine Variante des Wildtyp-Fluoreszenzproteifd®GDas Wildtyp-Protein mit einer Grol3e
von 26,9 kDa wurde urspringlich aus der Qualkquoria victoriaisoliert (Shimomura
2005). Durch Mutation konnte eine 35-fach gestégydfluoreszenzintensitat sowie eine
starkere Expression des Proteins in S&augetierzedliemelt werden d€nhanced green
fluorescent protein, EGFP)Neben EGFP codiert pEGFP-C1 zusatzlich fir dagyin
Phosphotransferase, welches nach erfolgreicher sfmanation und Expression in

kompetenten E. coli Kanamycin-Resistenz vermittelt.

Die Herstellung kompetenter E. coli sowie Transfation der Zellen wurde von Herrn
Andreas Pradg (Pharmazeutische und Medizinische @herdniversitat Freiburg)
durchgefuhrt. Die Plasmidisolierung und -charakierung erfolgte durch Frau Birgit Erhard

(Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie, &Jsitét Freiburg).

3.2.1 Herstellung von kompetenten E. coli

Zur Erzeugung kompetenter Zellen wird E. coli imbLB-Medium Utber Nacht bei 28 °C
angezogen. Am Folgetag werden 500 ml LB-Mediumdait Ubernachtkultur angeimpft und
bis zu einer optischen Dichte (@9 von 0,3 — 0,5 kultiviert. Die Bakterienkultur ainn
einen sterilisierten Zentrifugenbecher Uberfihrd 0 Minuten auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation (30 min, 4 °C, 2500 rpm) wird dasll®ein 50 ml TSS-Puffer (85 % LB-
Medium, 10 % PEG 6000 bzw. 8000, 5% DMSO, 50 mMQiy aufgenommen. PEG,
DMSO und MgC} fuhren zur Stérung und somit Permeabilitdtserhghuder
Bakterienmembran, so dass diese flur die spatemesfbranation vorbereitet wird (Chureg
al. 1989). Der Ansatz wird aliquotiert, in flussigenic&stoff schockgefroren und bei —80 °C

gelagert.
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3.2.2 Transformation von kompetenten E. coli

Zu den auf Eis gelagerten kompetenten E. coli wertle- 2 pl (5 ng) der Plasmidlésung
gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Um di@anBformation des Plasmids in die
Bakterienzellen zu beschleunigen wird ein Hitzeskhdurchgefiihrt (42 °C, 90 sec) und die
Zellen anschlieRend wieder auf Eis zurtickgesteitwerden 800 ul LB-Medium zugegeben
und 1 h bei 37 °C inkubiert. 200 ul der Bakterispmnsion werden auf LB-Platten mit
Kanamycin als Selektionsmarker Uber Nacht bei 37rnktibiert. Am Folgetag werden die

wachsenden Kolonien geerntet und subkultiviert.déu Bakterienkultur wird Glycerol als

Cryoprotektivum (Endkonzentration 20 %) zugesatrf]issigem Stickstoff schockgefroren
und der Glycerolstock bei —80 °C gelagert.

3.2.3 Isolierung des Plasmids

Fur die Anzucht bzw. Vermehrung des Plasmids wimhdzhst eine 4 ml Vorkultur in
kanamycinhaltigem Medium (50 ug/ml) mit einer Kdkndes Glycerolstocks des
transformierten E. coli-Stamms aus 3.2.2 beimpét bai 37 °C fir 6 h im Flachbettschiittler
bei 200 rpm inkubiert. AnschlieRend wird die Vorkulin einen Erlenmeyerkolben mit
550 ml kanamycinhaltigem LB-Medium Uberfuhrt undefidNacht bei 37 °C und einer
Schittelfrequenz von 170 rpm weiter inkubiert. Awlgetag wird das pEGFP-Plasmid mit
Hilfe des Endofree Plasmid Mega Kits von QiaJemach Angaben des Herstellers isoliert:
Die Bakterien werden zunachst durch Zentrifugapetietiert (6000 x g, 15 min, 4 °C) und
lysiert. Das Zelllysat wird nun Uber eine Anionesi@auschersaule gegeben um zellulare
Verunreinigungen, wie Proteine oder RNA, abzutrentach mehreren Waschschritten wird
die Plasmid-DNA von der Saule eluiert, mit Ethapdizipitiert, pelletiert (4500 x g, 60 min,
4 °C) und mit autoklaviertem TE-Puffer (pH 7,4) gethommen.
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3.2.4 Bestimmung der Plasmidkonzentration und —reinheit

Konzentration und Reinheit der isolierten PlasmiADwerden photometrisch bestimmit.
ds-DNA zeigt charakteristische Absorptionsbandem 280 und 280 nm. Die isolierte
Plasmid-DNA aus 3.2.3 wird mit TE-Puffer 1:100 v@ndt und im Photometer bei 260 und
280 nm vermessen. Das VerhaltnisesA2s0 gibt Hinweise auf den Reinheitsgrad der
Plasmid-DNA und sollte zwischen 1,8 -2,0 liegenn wveitgehende Protein- und
Kohlenhydratfreiheit zu gewahrleisten (Mulhardt 3R0Aus den Absorptionsmessungen

berechnet sich die Konzentration der Plasmid-DNAtlig nach:

Coona = Asso [005Verdinnungfaktor

CoDNA Konzentration der Plasmid-DNA (mg/ml)

As0 Absorption bei 260 nm

3.2.5 Fluoreszenzmarkierung der Plasmid-DNA

Die erfolgreiche Transfektion von Zielzellen mit EP-C1 kann durch die fluorimetrische
Analyse der GFP-Expression bestimmt werden. Um @enexpression vorgeschaltete
zellulare Prozesse, wie zellulare Aufnahme undamghulare Prozessierung der Plasmid-
DNA verfolgen zu kdnnen, muss diese visualisientdea. Daflr wird die Plasmid-DNA mit
Hilfe des LabellT® Cy™ 3 Kits der Firma MIRUS mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3
markiert. Um die Bioaktivitat der Plasmid-DNA durcle kovalente Markierung so wenig
wie moglich zu beeinflussen, wird das Farbeprotold#s Herstellers zurlabellT®
Tracker™ Intracellular Nucleic Acid Localization Kibefolgt (Cy3/DNA 0,3/1 (V/w)).
Zunachst wird das Cy3-Pellet mit 100 pl Rekonstnglésung (DMSO) resuspendiert,
gevortext und kurz abzentrifugiert. In einem 50&Eppendorfgefal? werden 38,5 ul steriles,
RNase/DNase-freies Wasser (Millipore-Wasser) vagelEs werden 5 pl Labeling Buffer A
(10 X), 5pl Plasmid-DNA-L6sung (c =1 mg/ml) sowiel,5 pl LabellT®-Reagenz
dazugegeben, vorsichtig gemischt und der Reaktnmasa lichtgeschuitzt fur eine Stunde bei
37 °C im Wasserbad inkubiert. Um den Verdampfurfgkefzu minimieren und die
Konzentrationen der Reaktionspartner im passendgaié zu halten, wird der Farbeansatz

nach der Halfte der Inkubationszeit kurz zentriduggiDas Cy3-DNA-Konjugat wird tber die
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im Kit enthaltene und zuvor vorbereitetecrospinSaule aufgereinigt (3000 rpm, 2 min) und
bei —20 °C gelagert.

Fur die Quantifizierung der zellularen und nuklegreufnahme von Cy3-pDNA muss das
Farbeverhaltnis Idbeling ratio von Cy3/DNA bekannt sein. Die Aufreinigung des
Cy3-DNA-Konjugats fur die Bestimmung démbeling ratios erfolgt mittels ethanolischer

Préazipitation, da die Aufreinigung Uber die im Kanthaltenenmicrospin Saulen laut

Hersteller erhdhte Absorptionswerte im UV-Bereicarwrsachen kann. Das Cy3-DNA-
Konjugat wird unter Zusatz von NaCl 5 M mit Etharadds. fir 1 h bei —20 °C prazipitiert,
pelletiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen und nacteuter Zentrifugation in TE-Puffer
resuspendiert. Das Verhaltnis DNA/Farbstoff wircbfmmetrisch durch Absorptionsmessung

des Konjugats bei 260A(,,pna) UNd 550 nm 4,..s) nach den Angaben des Herstellers

bestimmt. Zunachst wird die gemessene AbsorptiorD8&A bei 260 nm um den Beitrag des

Cy3-Farbstoffs korrigiert:

ADNA = Azso - (ACys |:([:Fzso)

Apna Absorption der DNA

A2s0 Absorption der DNA bei 260 nm
Acys Absorption Cy3 bel, ., (550 nm)
CFe0 Korrekturfaktor fur Cy3 (0,08)

Anschlie3end wird das Farbeverhaltiabgeling ratio)  DNA-Basen/Cy3 berechnet:

DNA _ (Aona [€cys)
Cy3  (AlE )

Eona Extinktionskoeffizient der DNA (6600 |-mibicrmi?)

£oya Extinktionskoeffizient des Cy3-DNA-Konjugats (1600 |-mot*-cm?)
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3.3 Herstellung von Lipid/DNA-Komplexen

DC 3(°/DNA-Komplexe werden nach den Arbeiten von Sebas8ahneider im Verhaltnis
Lipid/DNA von 8/1 (m/m) hergestellt (Schneider 201Die resultierenden Komplexe weisen
ein Ladungsverhéltnis Lipid/DNA (+/-) von 1,6 aubDie nach 3.1.3 hergestellten
+/-US Ausgangsliposomen sowie die DNA-L6ésung werdenit sterilfiltriertem
Transfektionsmedium auf eine Endkonzentration vg@8 @ug/ul bzw. 0,01 pg/ul verdinnt.
Fir die Komplexierung von pEGFP mit DC®0iposomen werden gleiche Volumina der
Lipiddispersion und der DNA-L6sung auf einem Vodexbei 1000 rpm tropfenweise
zusammenpipettiert und anschlie3end fur 3 Sekurm@n2400 rpm intensiv gemischt. Je
nach Groél3e des Versuches wird die herzustellendepkéxgesamtmenge durch Variation der
1:1-Lipid-/DNA-Volumina angepasst. Die hergesteilter/— US Komplexe werden fir

20 Minuten bei RT inkubiert und anschlie3end chimadiert bzw. im Zellversuch eingesetzt.

3.4 Charakterisierung von DC 3(°-Ausgangsliposomen und
Lipid/DNA-Komplexen

3.4.1 GroRRenbestimmung von Liposomen und Lipid/DNA-Kompleen

mittels Photonenkorrelationsspektroskopie

Die GroRe der nach 3.1 bzw. 3.3 hergestellten Awugglmosomen und Lipid/DNA-
Komplexe wird mittels Photononkorrelationsspektaysk (PCS) bestimmt. Das Prinzip der
GroRRenbestimmung beruht auf der Messung von Streurdtensitdtsschwankungen. Auf
Grund der Brown’schen Molekularbewegung diffundiecee Partikel in der Messzelle. Die
Diffusionsgeschwindigkeit ist dabei von der Grofer éPartikel abhangig, kleine Partikel
bewegen sich schneller als grof3e. Die Probe witcemem Laser 4 = 635 nm) bestrahlt und
das von den Partikeln gestreute Laserlicht im 9@iké&l zur Einstrahlrichtung detektiert.
Dabei streuen grofe Partikel starker als kleine. rcbu die unterschiedliche
Diffusionsgeschwindigkeit der Partikel interferierdie Streulichtwellen auf dem Weg zum
Detektor, so dass an diesem zu verschiedenen B&tgru unterschiedliche
Streulichtintensitdten gemessen werden. Die Flauktnades Messsignals ist von der
Diffusionsgeschwindigkeit der Partikel und somitnvaleren Gr6Re abhangig. Dieser
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Zusammenhang gilt streng genommen nur fur kugelfenPartikel und wird durch die
Stokes-Einstein Gleichung beschrieben:

_ kT
3070 [

D Diffusionskoeffizient (m-s™)

k Boltzmann-Konstante (fh-K™)
T Temperatur (K)

n  dynamische Viskositat (&#m?)

d hydrodynamischer Durchmesser (m)

Die GrélRenbestimmung von +/— US Ausgangsliposonmehder resultierenden Lipid/DNA-
Komplexe erfolgt in sterilfiltriertem Transfektiomgdium in einem BI-90 Pl@sbei 25 °C.
Standardgemal wird der intensitatsgewichtete Zaaeei(Z,o als Mald fur den mittleren
hydrodynamischen Teilchendurchmessgrbéstimmt und anhand des Polydispersitatsindex
(PDI) die Breite der PartikelgroRenverteilung alogészt. In der vorliegenden Arbeit wird die
mittlere GrélRenverteilung (MSD) der Proben mitekds NNLS-AlgorithmusNon Negatively

constrained Least Squadefsir einen Brechungsindex n von 1,339 und einskbdsitats; von
1,211 mPe fur Liposomen bzw. n =1,203 ungl= 1,346 mP& fir Lipoplexe bestimmt
(Clementet al.2005).

3.4.1.1 Einfluss der Lagerungstemperatur auf die GroéRRenentucklung von
Lipid/DNA-Komplexen

Die PartikelgroRenentwicklung von +/— US DC*ADNA-Komplexen soll in Abhangigkeit
von der Lagerungstemperatur bestimmt werden. Dazmudem +/—US DC 3UDNA-
Komplexe nach 3.3 mit einem Massenverhaltnis vdn (8Ipid/DNA) hergestellt und die
Komplexausgangsgrofl3en nach 20-minutiger Aquiliphese mittels
Photonenkorrelationsspektroskopie bestimmt. Ane@elind werden die Proben bei 4, 20 und
37 °C eingelagert und die Partikelgrof3en tber 3fiittels PCS verfolgt. Mit Hilfe des
NNLS-Algorithmus wird der intensitatsgewichtete Yesage (4o der Partikel bestimmit.
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3.4.1.2 Einfluss des pH-Werts auf die GroRenentwicklung von
Lipid/DNA-Komplexen

Bei der intrazellularen Prozessierung der Kompleer endosomale Strukturen erfolgt eine
kontinuierliche Absenkung des intravesikularen ple+¥ durch vesikuldre Protonenpumpen
(Simoes et al. 1999). Der Einfluss dieser pH-Wert-Absenkung aufie d

PartikelgroRenentwicklung von DC%ONA-Komplexen soll im Folgenden untersucht
werden. +/—US DC 3UDNA-Komplexe werden nach 3.3 hergestellt und die
AusgangskomplexgrofRen analog zu 3.4.1.1 bestimmt.Sfmulation der frihendosomalen

Bedingungen wird der pH-Wert der Komplexdispersmméchst auf pH 5,5-6 und zur
Simulation der spatendosomalen Bedingungen auf 8,®ingestellt und die Partikelgrof3en
mittels PCS bestimmt.

3.4.2 Charakterisierung von Liposomen und Lipid/DNA-Komplexen

mittels Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie (Gyo-TEM)

Die Cryo-TEM-Untersuchungen der +/—US Ausgangsigmen und der resultierenden
Lipid/DNA-Komplexe wurden von Frau Sabine Barnektelfrstuhl fur Pharmazeutische

Technologie und Biopharmazie, Universitat Freibuhg)chgefihrt.

DC 30°-Ausgangsliposomen und Lipid/DNA-Komplexe (8/1 (m)ymverden nach 3.1.3 bzw.

3.3 hergestellt und unmittelbar fir die Cryo-TEM#{Aahmen weiterverarbeitet. Etwa 5 pl
der Liposomen bzw. Lipoplexe werden auf ein mit kobedampftes Kupfergrid aufgetragen
und Uberschissige Flussigkeit mit einem Filterpapr@fernt. Unmittelbar danach wird die
Probe in flissigem Ethan bei 90 K schockgefrordie Aun folgenden Arbeitsschritte werden
unter Einsatz von Flussigstickstoff bei etwa 90 K einer klimakontrollierten Cryo-

Praparationskammer durchgefiihrt. Das probenhaftigeergrid wird mit einem Probenstab
in das Transmissionselektronenmikroskop eingebracit anschlieRend Aufnahmen der

gefrorenen Proben mit VergrélRerungen zwischen 288&1 6300 x gemacht.
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3.5 Herstellung von Lipid/Protamin/DNA-Komplexen (LPD)

Die eingesetzten Lipid/Protamin/DNA-Komplexe (LPDyverden im Rahmen der
Diplomarbeit von Maximilian Wittmann (PharmazeukiscTechnologie und Biopharmazie,
Universitat Freiburg) hergestellt und gegen dastebemde Lipid/DNA-Komplex-System

getestet.

Die Protamin/DNA-Partikel werden im Verhaltnis f8/m) hergestellt. Daftir werden 5 pg
Protaminsulfat (in HSS-Puffer, pH 7,4) und 25 p@s® (in TE-Puffer, pH 7,4) mit sterilem
HSS-Puffer auf je 50 ul, entsprechend einer Endkoimation von 0,1 bzw. 0,5 pg/ul,
verduinnt. AnschlielRend wird die DNA-LOsung tropfamse zu der Protaminlésung gegeben,

durch Auf- und Abpipettieren vorsichtig gemischtdutO Minuten bei RT inkubiert.

Fur die Herstellung der Liposomen werden zunaolhs2g mmol DOTAP und Cholesterol
(Verhaltnis 1/1 (mol/mol)) in ein Eppendorfcup eewgpgen, in Ethanol abs. gelést und das
Loésungsmittel in der Evaporationszentrifuge bei BRAgezogen. Der Lipidfilm wird mit
sterilem HSS-Puffer aufgenommen (Zielkonzentratton 40 mmol/l), gevortext und Uber
Nacht im Thermomixer redispergiert (1000 rpm, RANschlielend werden die Liposomen
durch Behandlung mit der US-Spitze zerkleinert y&l&n a 30 sec im Pulsbetrieb (50 %), ein
Zyklus a 30 sec (100 %)). Zwischen den Zyklen gif@weils eine Pause von einer Minute.

Die Liposomen werden mit sterilem HSS-Puffer anfEendvolumen von 100 pl verdinnt.

Zur Herstellung der LPD-Komplexe werden 100 ul Ildpmendispersion zu 100 pl
Protamin/DNA-Partikeln pipettiert, vorsichtig gemrid und die LPD-Komplexe fir
10 Minuten bei RT inkubiert. Fur die Zellversucherden drei LPD-Partikelpraparationen
mit Lipid/DNA-Verhéltnissen (nmol/ug) von 12/1, 14/und 16/1 hergestellt. Die
Lipidkonzentration wird entsprechend angepasst, degs stets gleiche Volumina an
Liposomen und Protamin/DNA-Partikeln zusammenpieetiverden.
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3.6 Kultivierung von A-10 SMC und MDCK lI-Zellen

Beide Zelllinien werden subkonfluent bei 37 °C, ®5F und 5% C@ auf 100 mm
Petrischalen kultiviert. Das Zellmedium wird alle 3 Tage gewechselt und die Zellen bei
80%iger Konfluenz subkultiviert. Dafir werden dieell@n zunéchst mit PBS (ohne
cd*/Mg**, 6 ml, 37 °C) gewaschen. A-10 SMC werden auf Grdes hoheren Serumanteils
im Medium zwei Mal mit PBS (ohne €#Mg?") gewaschen, MDCK lI-Zellen werden
zusatzlich mit 1 ml Trypsin/EDTA (0,05/0,02 % (w)\ewaschen. Anschliel3end werden die
Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA bei 37 °C im Inkubateon der Zellkulturplatte abgel6st. Dies
dauert bei A-10 SMC etwa 4 —5 Minuten, bei MDCKZHIlen 8 — 10 Minuten. Durch
Zugabe von 5 ml Medium wird die Trypsinreaktion ebigppt. MDCK Il-Zellen werden
1/6 — 1/10 (V/V), A-10 SMC 1/10 (V/V) mit Medium w@linnt und auf eine neue Petrischale

uberfuhrt.

3.7 Durchflusszytometrie

3.7.1 Bestimmung der zellularen Aufnahme von Lipid/DNA-Kamplexen

Fur die durchflusszytometrische Bestimmung derukién Aufnahme von Cy3-DNA-
Komplexen werden A-10 SMC und MDCK ll-Zellen 24 horv dem Versuch in
Mikrotiterplatten (24-Well-Platten) mit einer Zeitthte von 40 000 pro Well ausplattiert. Am
Versuchstag erfolgt ein Medienwechsel und nachr&tende werden die Zellen mit nach 3.3
hergestellten +/— US Cy3-DNA-Komplexen (Zielkonzatibpn 1 pg DNA/Well) far 5h
inkubiert. Um eine optimale Verteilung der Komplekxa Zellmedium zu gewahrleisten
werden die Multititerplatten fir 8 Minuten bei 8@ auf der Schittelplatte inkubiert und

anschliel3end in den Inkubator zurtickgesetzt.

Fir die durchflusszytometrische Aufarbeitung werd@n Zellen mit PBS (ohne €zMg?",
1 ml, 4 °C) gewaschen. Um bei den Aufnahmeversuekéschen zellularer Assoziation und
Internalisierung der Cy3-DNA-Komplexe zu unterscesi werden extrazellulare
Lipid/DNA-Komplexe durch zuséatzliches Waschen deglléh mit CellScruB” Puffer
(300 pl, 10 min, RT) entfernt. Nach erneutem 2-gaii Waschen mit PBS (ohne“&1g**,
1 ml, 4 °C) werden die Zellen mit Trypsin/EDTA (6/0,02 % (w/V), 200 pul, 4 °C) geerntet,
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mit 800 ul Medium aufgenommen und in FACS-Ro6hrcliderfihrt. Die Zellen werden
pelletiert (1200 rpm, 4 min, 4 °C), mit 1 ml PBShge C&/Mg?*, 4 °C) gewaschen und
erneut zentrifugiert (1200 rpm, 4 min, 4 °C). AnssRend wird das Zellpellet in 200 ul PBS
(mit C&*/Mg?*, 4 °C) aufgenommen, auf Eis bei 4 °C lichtgeschgetagert und innerhalb

von 30 Minuten am Durchflusszytometer vermessen.

Am FACS-Calibuf™ werden pro Probe 10000 Zellen analysiert. Die eong der
Fluoreszenzfarbstoffe erfolgt dabei durch einenofrgaser (488 nm) und das emittierte
Licht wird in 3 Fluoreszenzkanélen (FL-1 - 3) deigk. Um nur intakte, lebende Zellen zu
analysieren wird die Zellpopulation mit Hilfe deelEvolke (Detektion des Vorwarts- und
Seitwartsstreulichts) entsprechend eingegrenzt. Big@ Aufnahmeversuche wird die
Verschiebung im Kanal FL-2 (Cy3) im Vergleich zunbehandelten Kontrolle ausgewertet.

3.7.2 Bestimmung der zellularen Aufnahme von Endozytoseni&ern

Um das Endozytoseprofil der verwendeten Zelllinidgnl0 SMC und MDCK Il zu

charakterisieren, werden diese mit so genannterdgBriosemarkern® inkubiert. Dabei
handelt es sich um fluoreszenzmarkierte Substandergn zellulare Aufnahmeroute und
Prozessierung bekannt ist. Als Endozytosemarker dever nach Vorgangerarbeiten
Transferrin-488 als Clathrin-Marker unds-Bodipy-Lactosylceramid als Caveolae-Marker
eingesetzt und die zellulare Aufnahme durchflussmgtrisch bestimmt (Schneider 2010).
A-10 SMC und MDCK lI-Zellen werden am Tag vor denerSuch in Mikrotiterplatten

(24-Well-Platten) mit einer Zelldichte von 40 00@opWell ausplattiert. Am Versuchstag
erfolgt ein Medienwechsel und eine Stunde danakbbation der Endozytosemarker nach
Tabelle 3-1 Uber 5 h. Die durchflusszytometrisch&afbeitung entspricht 3.7.1. Um die
zellulare Aufnahme der Marker von zellularer Asstibin abzugrenzen wird parallel zu

jedem Aufnahmeversuch ein 4 °C-Versuch durchgefthrt

Tabelle 3-1:  Eingesetzte Endozytosemarker

Substanz Zielkonzentration pro Well

Transferrin aus humanem Serum, Alexa Fluor® 488 1,5ug

Bodipy® FL Cs Lactosylceramid komplexiert mit BSA 1ug
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3.7.3 Bestimmung der Transfektion von Lipid/DNA-Komplexen

Zur Bestimmung der Transfektion von DC®3DNA-Komplexen werden A-10 SMC und
MDCK lI-Zellen 24 h vor dem Versuch mit einer Zeddte von 20 000 pro Well ausplattiert.
Am Versuchstag werden die Zellen mit ungefarbten U$ DC 36/pEGFP-Komplexen

(1 ng DNA/Well) fur 5 h inkubiert. Anschlie3end eldt ein Medienwechsel sowie weitere
Kultivierung. Fur die Kinetikversuche wird die Tiektion der Zellen nach 12, 24, 48, 72
und 96 h durchflusszytometrisch analysiert. Fir Ftdgeversuche wird die Transfektion in
MDCK Il nach 24 h und in A-10 SMC nach 48 h bestimmie durchflusszytometrische
Aufarbeitung entspricht dabei 3.7.1. Fir die TrakBbnsversuche wird die Verschiebung im

Kanal FL-1 (EGFP) im Vergleich zur unbehandeltemtfolle ausgewertet.

3.7.4 Bestimmung der Transgenexpressionsstarke

Das Design der Kinetikversuche zur Bestimmung detdihexpressionsstarke Uber die Zeit
entspricht 3.7.3. Die Aufarbeitung der Zellen erntdp 3.7.1. Uber die Verschiebung der
Zellen im Kanal FL-1 im Vergleich zur unbehandelt&ontrolle werden zunachst die
erfolgreich transfizierten Zellen detektiert undggtet. Die EGFP-Expressionsstarke wird

mittels des geometrischen Mittels der Fluoreszeaamsitét dieser Zellpopulation bewertet.

3.7.5 Bestimmung des Einflusses der kovalenten Cy3-Markiang auf die
Bioaktivitat der Plasmid-DNA

Der Einfluss der Cy3-Markierung der Plasmid-DNA ali# Integritat dieser wird in einem
Transfektionsversuch in der Zelllinie A-10 SMC usteht. A-10 SMC werden dafir nach
3.7.3 vorbereitet und zum Zeitpunkt t=0 mit Cydagbten sowie ungefarbten
+ US DC 36G/DNA-Komplexen fiir 5 h inkubiert. Danach erfolgheiledienwechsel sowie
weitere Inkubation fir 43 h. Nach 48h wird die rskektion der Zellen
durchflusszytometrisch nach 3.7.3 im Vergleich nlbehandelten Kontrollzellen bestimmt.
Bei Anregung der GFP-Fluoreszenz ist eine gleidlggeAnregung des Cy3-Farbstoffs durch
den 488-Laser nicht zu umgehen. Das GFP-SignalZdken wird im Kanal FL-1 (515 —

545 nm) detektiert. Das Emissionsmaximum von CQggtlbei 570 nm, der zusatzliche
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Beitrag zum EGFP-Signal im Kanal FL-1 ist daher aleringfligig anzusehen.
Nichtsdestotrotz wird dieser mittels Cy3-Einzeli@mgen durch entsprechende
Detektoreinstellungen am Durchflusszytometer korspgh Ausgewertet wird die relative
Transfektseffizienz der Cy3-DNA-Komplexe im Verglei zu ungefarbten Lipid/DNA-

Komplexen.

3.7.6 Abh&ngigkeit der Transfektion von Lipid/DNA-Komplexen von der
Zellproliferationsrate

Um den Einfluss der Zellproliferationsrate auf digansfektion von DC 3UDNA-
Komplexen zu bestimmen, werden zunachst Wachstuweskuder Zelllinie A-10 SMC
erstellt. Durch FCS-Verarmung wird eine Arretierudgr Zellen in der @G;-Phase des
Zellzyklus provoziert. A-10 SMC werden dazu 24 it viersuchsbeginn mit einer Zelldichte
von 50 000/Well in einer Multititerplatte (12-WedHllatte) ausplattiert. Zum Zeitpunkt t =0
werden die Zellen 2-mal mit 1 ml PBS (ohne’®dg®") gewaschen und das Medium
gewechselt (Kontrolle: + 20 % FCS, Proben: 0,75@8KV/V)) und die Zellen weiter bei
37 °C kultiviert. Nach 24, 48 und 72 h wird die Zahl pro Well mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Dazu werden die Zellen mitl PBS (ohne Cd/Mg?") gewaschen,
mit Trypsin/EDTA (0,05/0,02 % (w/V), 200 ul, 37 °Cjyeerntet und mit 800 ul des
entsprechenden Mediums aufgenommen. 10 ul denBpekssion werden anschlieRend in die
Zahlkammer eingebracht, ausgezahlt und die ZellgahWell berechnet.

Um fir den Transfektionsversuch vergleichbare Zeflgetn in Kontroll- sowie arretierten
Zell-Wells zu gewéhrleisten werden A-10 SMC fir dégiG:-Block 48 h vor dem Versuch
mit einer Zelldichte von 25 000/Well in Multiwelli&ten (24-Well-Platten) ausplattiert, die
Kontrollzellen werden 24 h vor dem Versuch mit eingelldichte von 20 000/Well
ausplattiert. Nach 24 h werden die zu arretierendetien mit PBS (ohne G&Mg*)
gewaschen und mit FCS-verarmtem Medium (0,75 % M 36 h inkubiert. Anschlie3end
erfolgt bei Kontroll- sowie arretierten Zellen @iiediumwechsel 1 h bevor sie mit den nach
3.3 hergestellten DC S{pEGFP-Komplexen inkubiert werden. Nach 5h erfokjh
Medienwechsel (20 % FCS fir Kontrollzellen und 0%83-CS fur arretierte Zellen (V/V)).
Die Transfektion der Zellen wird nach 24 h durchfimytometrisch bestimmt. Die

Aufarbeitung hierfur entspricht 3.7.1.
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3.7.7 Bestimmung der zellularen Aufnahme und Transfektion von
Lipid/DNA-Komplexen - Einfluss von Endozytoseinhibtoren und

—enhancern

Das Versuchsdesign fur Aufnahme- und Transfektierswche entspricht 3.7.1 bzw. 3.7.3.
Als Endozytoseinhibitoren werden als Clathrin-Intab Chlorpromazin (clz), als Caveolae-
Inhibitor Genistein (gen) und als Clathrin- und €ahae-Inhibitor MethyB-Cyclodextrin

(mbcd) eingesetzt. Als Endozytoseenhancer kommetosgceramid (laccer) als Caveolae
Enhancer und der Clathrin-Enhancer (ce) Saponirdbomazum Einsatz. Die Inhibitoren und
Enhancer werden nach Tabelle 3-2 bzw. Tabelle 3& pnd anschlieRend mit den
Lipid/DNA-Komplexen  fur 5h  koinkubiert.  Die  Aufaditung fur die

durchflusszytometrische Analyse entspricht 3.7.1.

Tabelle 3-2:  Eingesetzte Endozytoseinhibitoren

Inhibitor Konzentration Pralnku[errc;zlitr;(])nszelt Mechanismus
Chlorpromazin 28 uM 60 Clathrin-Interaktion (Wang et al. 1993)
Genistein 200 M 60 Tyr05|nk|nasehe1n;g14l;ng (Parton et al.
Methyl-3- 2,5% bzw. 15 Bildung einer Einschlussverbindung mit
Cyclodextrin 5 mM° Cholesterol (Kilsdonk et al. 1995)

% eingesetzte Konzentration in A-10 SMC

b eingesetzte Konzentration in MDCK I

Tabelle 3-3:  Eingesetzte Endozytoseenhancer

Prainkubationszeit

Enhancer Konzentration [min] Mechanismus
Clathrin- Steigerung des Clathrin-vermittelten
Enhancer 10 pg/mi 0 Ligandentransports am Rezeptor (Weng

et al. 2009)

Lactosviceramid 4 ua/ml 0 Selektive Caveolae-Stimulation (Sharma
y HY et al. 2004)
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3.7.8 Bestimmung der zellularen Aufnahme und Transfektion von

Lipid/DNA-Komplexen nach Modifizierung mit TATp

Das zellpenetrierende Peptid TATtpafisactivating transcriptional activator peptidél AS
aus HIV-1 vermittelt unspezifisch die Transduktion gebundenen Molekilen in die Zelle.
Um die zellulare Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen MDCK Il zu steigern, werden
DC 30°/DNA-Komplexe mit dem TATp nach der im Lehrstuhblglierten SPIT-Methode
(sterol-based post-insertion techniqueodifiziert (Lewrick 2008) Das TAT-Peptid wird
zunachst im Verhaltnis 1:10 (mol/mol) zum Mal-PEGeGAnker pipettiert, im US-Bad
gemischt, gevortext und anschlieBend im Thermombear 20 °C, 1000 rpm Uber Nacht
inkubiert. Bei der Kopplung reagiert der CysteinsRées TATp mit der Maleinimid-Gruppe
des Ankers. Fir die Einlagerung des TATp-Anker-Kigiats in die Komplexe werden zwei
Protokolle verfolgt: Zum einen wird das TATp-Anki€onjugat in nach 3.1.3 hergestellte
Ausgangsliposomen eingelagert und diese anschlieBender Plasmid-DNA komplexiert
(DC 30/TATp + DNA). Fiir das zweite Protokoll werd®C 3(°/DNA-Komplexe nach 3.3
hergestellt und das TATp-Anker-Konjugat anschliel3en die Komplexe eingelagert
(DC 30/DNA + TATp). Es wird jeweils 5—20 mol % Rer bezogen auf das Gesamtlipid
eingesetzt. Die Einlagerung des TATp-Anker-Konjsgatfolgt fur jeweils 30 Minuten im
Thermomixer bei 20°C, 1000rpm. Die Durchfuhrunger d Aufnahme- und
Transfektionsversuche in MDCK Il erfolgt nach 3.7dkzw. 3.7.3. TATp-modifizierte
DC 30°/DNA-Komplexe werden 5 h inkubiert und anschlieReliel zellulare Aufnahme von
Cy3-gefarbten modifizierten Komplexen durchflussoyetrisch bestimmt. Die Transfektion
von MDCK II-Zellen wird nach Inkubation von ungeféen modifizierten Komplexen nach
24 h analysiert.



Methoden| 47

3.7.9 Bestimmung der zellularen Aufnahme und Transfektion von
Lipid/DNA-Komplexen nach Hemmung der endosomalen Feisetzung

durch Bafilomycin A,

Die endosomale Freisetzung von Lipid/DNA-Komplexemd in der Zelllinie A-10 SMC
durch Einsatz des Makrolidantibiotikums Bafilomycih; gehemmt. Die endosomale
Komplexfreisetzung beruht auf dem Effekt des Héfets DOPE, welches unter sauren
Bedingungen eine Phasenumkehr (Bilayer — inversadmaxal) eingeht. Bafilomycin A
blockiert selektiv die vakuolare Protonenpumpe (VPase) und somit die Acidifizierung der
Endosomen (Bowmaret al. 1988, Drose & Altendorf 1997). Durch den erhéhten
intraendosomalen pH-Wert wird die Phasenumkehr B@PE erschwert und somit die
Komplexfreisetzung gehemmt. Fir die Versuche werlefd SMC nach 3.7.1 bzw. 3.7.3
vorbereitet. Bei den mit Bafilomycin ;Azu behandelnden Zellen wird das Medium nach
einem Waschschritt mit PBS (ohne?I&Ig**) gegen serumfreies Medium ausgetauscht. Die
Zellen werden mit Bafilomycin A 100 nM fir 45 Minuten bei 37°C préainkubiert.
Anschlie3end erfolgt ein Medienwechsel mit FCSigath Medium und Inkubation der
Zellen mit DC 36/(Cy3-) DNA-Komplexen fiir 5 h. Die zellulare Aufnaie von Cy3-DNA-
Komplexen wird nach 5 h, die zellulare Transfektiongefarbter Komplexe nach 48 h
durchflusszytometrisch analysiert. Die Aufarbeituley Zellen entspricht dabei 3.7.1.

3.7.10 Bestimmung der Transfektion von MDCK II-Zellen mit
Lipid/Protamin/DNA-Komplexen (LPD)

Das Versuchsdesign zur Bestimmung der TransfekitonLipid/DNA/Protamin-Komplexen
entspricht 3.7.1 bzw. 3.7.3. MDCK Il-Zellen werd@&4 h vor dem Versuch mit einer
Zelldichte von 20 000 pro Well ausplattiert. Am ¥eachstag werden die Zellen mit
DOTAP/Protamin/DNA-Komplexen verschiedener Lipid/BNerhaltnisse (12/1, 14/1, 16/1
(n/m)) mit einer Zielkonzentration von 1 g DNA/Wélir 5 h inkubiert. Anschliel3end
erfolgt ein Medienwechsel. Die Transfektion der I&®l wird nach 24h

durchflusszytometrisch analysiert und entspricit13.
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3.8 Quantifizierung der intrazellularen Plasmidmenge

In Anlehnung an die Arbeiten von James et al. 20@@nes & Giorgio 2000) wird die Anzahl
der intrazellularen Cy3-DNA-Plasmidkopien in A-10MG6 und MDCK ll-Zellen mittels
Durchflusszytometrie und Fluorimetrie bestimmt. Digrazellulare Plasmid-DNA-Menge
wird dabei Uber das BD QuantiBRITE PE Phycoerythrin Fluorescence Quantitation Kit
quantifiziert. Das Kit enthalt lyophilisierte PE-8ds vier unterschiedlicher Farbegrade.
Werden diese mit den gleichen Einstellungen wie fden Zellversuch am
Durchflusszytometer vermessen, kann tber die Vabahg im FL-2-Kanal auf die Anzahl
an Fluoreszenzmolekilen pro Zelle geschlossen we(@jata B. lyer 1997). Da die
Plasmid-DNA der Komplexe nicht mit PE sondern myt3@efarbt ist, werden zunachst die

Fluoreszenzintensitédten der beiden Farbstoffe amrisheter miteinander korreliert.

3.8.1 Erstellung der Kalibriergeraden fir R-PE und Cy3-CTP am

Fluorimeter

Die Fluorimetermessungen wurden von Frau Alexaadter (Pharmazeutische Chemie,

Universitat Freiburg) durchgefiihrt.

Zunéchst werden von den Fluoreszenzfarbstoffen RfR®Phycoerythrin) und Cy3-CTP
Verdiinnungsreihen mit PBS (ohne®@i&lg®") hergestellt und die Lésungen am Fluorimeter
gegen PBS (ohne €&Vig”") als Leerwert vermessen. Fiir R-PE werden 7 Venatigen
Uiber einen Konzentrationsbereich von 8,302 bis 1,28- 10" mol/2 ml und fiir Cy3-CTP

9 Verdiinnungen uber einen Konzentrationsbereichy68- 10*? bis 1,00- 10*° mol/2 ml
hergestellt. Von jeder Konzentration dieser Verdiimgsreihen wird jeweils eine
Dreifachbestimmung der Fluoreszenzintensitat dweftiiigt. Da fur die spatere Korrelation
der Fluorimeter- mit den FACS-Daten die eingesat&&ffmengen benttigt werden, wird
fur die Erstellung der Kalibriergeraden jeweils dREuoreszenzintensitat gegen die

Stoffmenge Farbstoff pro Kivette aufgetragen (sishieildung 3-1D).
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3.8.2 Zellversuche

Fur die quantitative Bestimmung der zellularen Aalfme von Cy3-Plasmidkopien werden
A-10 SMC und MDCK IlI-Zellen wie unter 3.7.1 bes@ben mit einer Zelldichte von
20 000/Well in einer 48-Well-Platte ausplattiertdumit +/— US Cy3-DNA Komplexen 5 h
inkubiert. Das Verhéltnis von Cy3/DNA wurde zuvoach den Angaben des Herstellers
bestimmt (s. 3.2.5). Um die Kinetik der Komplexaatime zu erfassen, wird die zellulare

Aufnahme der Komplexe nach 1, 2, 3 und 5 h bestimmt

3.8.3 Auswertung

Im Anschluss an die durchflusszytometrische AnatjseZellen werden die QuantiBRITE

PE Beads mit den Einstellungen des Zellversuchs déQuantitation AquisitioiModul der
CellQuestPro-Software vermessen. Die vier Farbegdad Beads spiegeln sich in vier Peaks
mit entsprechender Verschiebung im Kanal FL-2 widttev - med-low - med-high - high
Durch logarithmisches Auftragen der geometrischatteMder einzelnen Peaks gegen den
Logarithmus der chargenspezifischen PE/Bead-Wertgilte man eine Kalibriergerade.
Anhand dieser kann nun Uber die FL-2-Verschieburgr dellpopulation auf die
Aquivalentmenge PE-Molekiilerpe pro positiver Zelle riickgerechnet werden. Da kein
Quantifizierungskit mit dem im Zellversuch verwetate Fluoreszenzfarbstoff Cy3 erhéltlich
ist, ist eine Korrelation der Fluoreszenzintensitavon Cy3 und PE ndétig. Mit Hilfe der
Kalibriergeraden am Fluorimeter (vgl. 3.8.1) wineé ¢Fluoreszenzintensitat der PE-Molekule
xpe ermittelt und auf die Anzahl Cy3-Molelilecys, denen diese Intensitat entspricht,
korreliert. Da zuvor die Anzahl Cy3-Molekile praBmid bestimmt wurde, lasst sich nun die

Plasmidmenge pro Zelle berechnen.
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Abbildung 3-1: Quantifizierung der intrazellularen Plasmidmenge
Reprasentative Histogramme der durchflusszytometrischen Vermessung von
QuantiBRITE™ PE Beads (A) sowie Cy3-DNA-Komplex-inkubierter Zellen (B).
QuantiBRITE™ PE Beads-Kalibriergerade: Korrelation des geometrischen Mittels
der FL2-Verschiebung der Beads mit dem chargenspezifischen Farbegrad PE/Bead
(C). Kalibriergeraden der Fluoreszenzfarbstoffe R-PE sowie Cy3-CTP am

Fluorimeter (D).
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3.9 Fluoreszenzmikroskopie

3.9.1 Konfokale Kolokalisationsstudien zur Bestimmung der nuklearen
Aufnahme von Cy3-DNA

Einen Tag vor dem Versuch werden @-12 mm-Deckgksdhntzesterilisiert und in einer
passenden Multiwellplatte (24-Well-Platte) mit 1 anltoklavierter Gelatinelésung (0,2 % in
PBS (ohne Cd und Md™)) fur 10 Minuten bei 37 °C beschichtet und ansdgind 2-mal mit
PBS (ohne C4 und Md*) gewaschen.

Fur die Bestimmung der nukledren Aufnahme von C)8ADwerden A-10 SMC und
MDCK lI-Zellen auf diese beschichteten Deckglascheneiner Zelldichte von 20 000/Well
ausplattiert. Am Versuchstag erfolgt ein Medienvgsthund anschlieRende Inkubation von
nach 3.3 hergestellten +/—US DC®BDy3-DNA-Komplexen. Nach 5h werden die
Komplexe durch einen Medienwechsel entfernt undzeiéen fir weitere 25 h inkubiert. Um
die Kinetik der nuklearen Aufnahme von Cy3-DNA zesbmmen wird nach 3, 5, 8, 12, 24
und 30 h fur die Analyse aufgearbeitet. Fir weitémeperimente wird lediglich das
Kernintensitdtsmaximum analysiert (5 h in A-10 SM@&I 8 h in MDCK 1I).

Zu den jeweiligen Zeitpunkten werden die Zellen MBS (mit C&/Mg?") gewaschen.
Eventuell noch extrazellular vorhandene Komplexedere durch einen Waschschritt mit
CellScrub Buffer (10 min; RT) und weiteres 2-matig&/aschen mit PBS (ohne Tig®")
entfernt. Die Zellen werden mit 4%iger (m/V) Parafaldehydldsung fir 20 Minuten bei
37 °C fixiert und anschlieBend erneut 2-mal mit RBBne C&'/Mg*") gewaschen. Fiir die
Zellkernfarbung werden die Zellen mit Triton-X-10@,1 % in Millipore-Wasser) flr
5 Minuten bei RT permeabilisiert, unspezifische d@ingsstellen mit frisch hergestellter
BSA-Lésung (1% in PBS (ohne €&Mg®); 20 min; RT) blockiert und die Kerne
anschlieRend mit SYTOX Green Nucleic Acid Stain (100 nM in PBS (ohne?'@dg®");
15 min, RT) gefarbt. Nach 3-maligem Waschen mit R&@$e C4/Mg®") auf dem Schiittler
(150 rpm) werden die Deckglaschen aus der Miknqiédte entnommen, getrocknet und mit

demantifadingReagenz MobiGLOW eingebettet.

Von den so hergestellten Proben werden am konfokdigroskop LSM 510 Meta mit einem
20 x/1,4 NA Objektiv 15 — 20 Bilder pro Probe aufgenmen und mit der Zen2009 Software

bearbeitet. Im Anschluss werden die Bilder mit @eliProfilerV-Software analysiert.
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3.9.2 CellProfiler ™-Analysen

Die aufgenommenen Mikroskopbilder werden manuetl Iiife der Zen 2009 Software in
die Einzelkanale griin (SYTOXGreen-Farbung: Zellkerne) und rot (Cy3-Farbungskiid-
DNA) zerlegt und anschlieRend in die CellProfiteSoftware geladen. Zunachst werden die
Einzelkanalbilder innerhalb der Software zur Vodiemg der Analyse prozessiert: Die
Bilder werden in Graustufenbilder umgewandelt untscalieRend der Hintergrund der
Zellkernbilder Uber das ModwEnhanceOrSupressFeaturesinimiert. Als nachstes werden
die Zellkerne automatisch erkannt und segmentldenifyPrimaryAutomatic Von jedem
Zellkern wird ein Sicherheitsabstand von 1 — 2 PixabgezogenExpandOrShrinkObjec)s
um perinuklear lokalisierte Cy3-DNA von intranukieapDNA abzugrenzen. Anschliel3end
werden die Zellkernumrisse auf das Cy3-DNA-BIld rikzgen und die Cy3-Intensitat in den
Kernen gemessenMgasureObjectintensity Des Weiteren werden in den Cy3-Bildern
Cy3-DNA-Partikel (@ 1 — 15 bzw. 5 — 15 Pixel) dedit (IdentifyPrimaryAutomaticund die
Anzahl der Partikel pro Zelle sowie pro ZellkeRe{ateObjecisgezahilt.

— 5 Kernintensitat

Anzahl Cy3-

DNA Partikel
CellProfiler Abbildung 3-2:CeIIProfiI§r .TM-AnaIyse s
e : (A) Prinzip der CellProfiler " -Bildanalysen: Zell-
T ot o | kerne sowie Cy3-DNA-Partikel werden automa-
v ColorTaGray tisch identifiziert. Obere Reihe: Messung der
BV ColorToGray Cy3-Intensitat pro segmentiertem Zellkern. Unte-
w,-';-" EnhanceQrSuppressFeat... . .
&+ IdentifyPrimaryObjects re Reihe: Bestimmung der Anzahl an Cy3-DNA-
BBV ExpandOrShuinkObjects Partikeln pro Zellkern. (B) CellProfiler™-Pipeline
=l MeasureObjectintensity p - . _ p !
@/ IdentifyPrimaryObjects zur Prozessierung und Analyse der Mikroskopbil-
"-J‘-;;--';'/f RelateObjects
Elv ExportToSpreadsheet der.
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3.9.3 Konfokale Kolokalisationsstudien zur Bestimmung der nuklearen
Aufnahme von Cy3-DNA nach Inkubation mit endozytosaktiven

Substanzen

Der Versuchsaufbau zur Bestimmung des Einflussesevmlozytoseaktiven Substanzen auf
die nukleare Aufnahme von Cy3-DNA entspricht 3.90ie Endozytoseinhibitoren und
-enhancer werden nach Tabelle 3-2 und Tabelle Bgesetzt und nach der entsprechenden
Prainkubationszeit mit den Komplexen fir 5 h koibleut. Die weitere Aufarbeitung
entspricht 3.9.1.

3.9.4 Konfokale Kolokalisationsstudien zur Bestimmung der

intrazellularen Prozessierung von Cy3-DNA-Komplexen

Far die Kolokalisationsstudien von Cy3-DNA-Komplaxe mit dem
spatendosomalen/lysosomalen Markerprotein LAMP1C#dghrin-Marker sowie Caveolin-1
als Caveolae-Marker werden A-10 SMC und MDCK IHEel nach 3.9 auf
gelatinebeschichteten Deckglaschen ausplattiertraibachach 3.3 hergestellten +/— US Cy3-
DNA-Komplexen fiir 5 h inkubiert. Die Kolokalisatioron Cy3-DNA und LAMP1 wird nach
1,2,3,5, 8,12, 24 und 30 h, die Kolokalisatioiht Caveolin-1 nach 5 (A-10 SMC) bzw. 8
(MDCK II) sowie 24 h bestimmt. Die Fixierung derll&é® zu den angegebenen Zeitpunkten
entspricht 3.9. Die Permeabilisierung der Zelldonlgt mit Saponin-Lésung (1 mg/ml in PBS
(ohne C&'/Mg*"):; 10 min; RT) oder mit Triton-X-100 (0,1 % in PB®hne C&'/Mg*");

5 min; 4 °C). Anschlielend werden unspezifischedBirgsstellen mitblocking solution
(10 % FCS in PBS (ohne &#&Vg®") fir 30 Minuten bei RT blockiert. Zwischenzeitlic
werden die Primér- und Sekundarantikorper auf dek@dnzentration (vergleiche Tabelle 3-4
und Tabelle 2-1) verdinnt. Zunachst werden von\dinnung der Primarantikdrper je
100 pl auf Parafilm gegeben und die Deckglaschearindarauf gegeben. Auf Grund des
besseren Spreitens der Losung auf dem Parafilm d@nbendtigte Antikdrpermenge auf das
angegebene Volumen reduziert werden. Die Deckgéiseverden nun 30 bzw. 60 Minuten
bei RT unter Lichtschutz inkubiert und anschlieRehchal mit PBS (ohne G&Mg*)
gewaschen. Analog zum Primarantikérper wird im Aihsss der Sekundarantikérper fur
60 Minuten bei RT inkubiert und wiederum 3-mal PBS (ohne Cd/Mg®") gewaschen. Die
Deckglaschen werden auf einem Papiertuch getrockmianschliel3end mit deamtifading
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Reagenz MobiGLOW eingebettet. Von den Proben werden am konfokalékragkop
Bilder mit einem 63 x/1,4 NA bzw. einem 100 x/1,3 Mbjektiv aufgenommen und die
Kolokalisation von Cy3-DNA und LAMP1 bzw. Caveolinmittels der Software ImageJ 1.42

analysiert.

Tabelle 3-4:  Primare Antikorper

Name Zielkonzentration [ug/ml] Inkubationszeit [min ]
Mouse-anti Caveolin-1 IgM 10 30
Rabbit anti-LAMP1 50 60

Tabelle 3-5:  Sekundére Antikorper

Sekundarer Antikorper Zielkonzentration [ug/ml]] In kubationszeit [min]
Goat anti-mouse IgG (H+L)
Chromeo™ 642 20 60
Goat anti-mouse IgG (H+L)
MFP 488 20 60
Goat anti-rabbit 1IgG (H+L)
Chromeo™ 546 20 60
Goat anti-rabbit 1IgG (H+L) 20 60

MFEP 488

3.10 Bestimmung der Zellviabilitat und -toxizitat

3.10.1Zellviabilitat

Um den Einfluss der im Zellversuch inkubierten Sabsen auf die Lebensfahigkeit der
Zellen zu bestimmen wird diese in A-10 SMC und MDG@¥ellen wahrend der

verschiedenen Versuche mittels des CellTitelt5lassays erfasst. Die Viabilitat der Zellen
wird Uber die Quantifizierung des intrazellularemAGehalts bestimmt und spiegelt somit
die metabolische Aktivitat der Zellen wider. DerliTierGlo™-Assay bietet ein simples Ein-
Schritt ,add-mix-measure“ Design: Durch Zugabe des CellTiterGfeReagenzes zu den

Zellen werden diese zunachst lysiert und intrakeks ATP freigesetzt. Im Folgenden wird
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das Substrat Luciferin unter ATP-Verbrauch mittdess im Reagenz enthaltenen Enzyms
Luciferase zu Oxiluciferin umgesetzt. Bei dieseaR®n wird chemische Energie in Form
von Lumineszenz frei, die mit einem Luminometermifeziert wird. Das Lumineszenzsignal
ist direkt proportional zur vorhandenen ATP-Menged uentspricht damit der Anzahl
metabolisch aktiver Zellen (Croudt al. 1993). Die Durchfihrung des Assays erfolgt nach
Angaben des Herstellers: Das lyophilisierte Ce#lif®o™-Reagenz wird mit dem im Kit
enthaltenen Puffer rekonstituiert, aliquotiert ural —20 °C gelagert. Fir den Versuch wird
ein Aliquot des CellTiterGIB"-Reagenzes maximal 30 Minuten bei RT unter Lichisch
aufgetaut. Die Multititerplatte mit den Zellen wiraus dem Inkubator entnommen und
ebenfalls auf RT gebracht. Nun wird zu jedem Waedls dexakt gleiche Volumen an
CellTiterGlo'™-Reagenz pipettiert und die Platte zur Beschleumjgder Zelllyse fiir

2 Minuten bei 300 rom auf der Schuttelplatte inkewbi Nach weiterer 10-minutiger
Inkubation bei RT werden aus jedem Well 3 ProbeR0Aa pl in die Vertiefungen einer
Luminometerplatte (96-Well) pipettiert und diesemittelbar danach im Luminometer
vermessen. Aus den 3 Viabilitdtsproben wird derntdlitert berechnet und die Viabilitat der

Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolletgpmechend 100 % Viabilitat) angegeben.

3.10.2Zelltoxizitat

Zusatzlich zur Bestimmung der Zellviabilitdt wirdied Zelltoxizitat der eingesetzten

Substanzen uberpruft.

Zum einen werden lebende Zellen am Durchflusszytemédurch Analyse des Vorwarts-
(FSC) und Seitwartsstreulichts (SSC) detektiert diedZellwolke entsprechend gegatet um

die Analyse auf lebende Zellen zu beschréanken.

Des Weiteren konnen tote Zellen mit Hilfe des AWdtdbstoffs 7-Aminoactinomycin D
(7-AAD) kenntlich gemacht werden. Wahrend der Ajpsptbzw. Nekrose von Zellen kommt
es zum Verlust der Zellmembranintegritat (Albeztsal. 2008). Da 7-AAD nur in Zellen ohne
intakte Zellmembran eindringen kann, konnen mit sele Fluoreszenzfarbstoff
spatapoptotische sowie nekrotische Zellen angefa@dstien. Durch die Interkalation von
7-AAD in die DNA verandern sich die Fluoreszenzegghaften des Farbstoffs (Exc 488 nm;
EMmmax 647 nm). 7-AAD wird unmittelbar vor der durchflagsometrischen Analyse zu den
Zellen gegeben (0,25 pg/Probe) und fir 20 Minuten 4°C unter Lichtschutz inkubiert.

Anschlie3end werden die Zellen am Durchflusszytemeermessen. Nicht-vitale Zellen
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zeigen also eine zusatzliche Fluoreszenz im KahaB.FBei der Auswertung wird die

Zellwolke entsprechend soweit eingegrenzt, dassFtliereszenzintensitat von 7-AAD in
FL-3 unter 1 % liegt.

3.11 Statistik

Alle statistischen Berechnungen wurden mittelsQtgftware GraphPad Prism 5 durchgefihrt.

Ein p-Wert <0,1 wird als signifikant (*), <0,05zW. <0,005 als hoch signifikant
(** bzw. ***) betrachtet.
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4  Ergebnisse und Diskussion

4.1 Charakterisierung von +/— US DC 30/DNA-Komplexen

Die Herstellung von DC 3UpEGFP-Komplexen erfolgt nach den Vorgéngerarbeiten

Sebastian Schneider (Schneider 2010). +/-US Augsfiposomen fur die spéatere
Komplexierung von Plasmid DNA werden nach 3.1.3ybstellt und nach 3.3 mit pEGFP zu
Lipid/DNA-Komplexen in einem Verhaltnis Lipid/DNAon 8/1 (m/m) umgesetzt. Groél3e und
Form der DC 38 Ausgangsliposomen sowie der resultierenden Koneplegrden mittels

Photonenkorrelationsspektroskopie und Cryo-Transiomns-Elektronenmikroskopie
analysiert. Weiterhin wird der Einfluss der Lagerperatur und des pH-Werts auf die

PartikelgréRenentwicklung der Komplexe untersucht.

4.1.1 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)
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Abbildung 4-1: PartikelgréRenbestimmung von +/—US DC 30® Ausgangsliposomen und
+/— US DC 30°/DNA-Komplexen
Die hydrodynamischen Durchmesser von +/—US Ausgangsliposomen (A) sowie
resultierenden Lipid/DNA-Komplexen (B) wurden mittels PCS bestimmt und die
PartikelgréRenfraktionen Gber den NNLS-Algorithmus ausgewertet. Weile Symbole:
+ US; schwarze Symbole: - US.
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Die DC 3¢ Ausgangsliposomen sowie die resultierenden Lidi#&EKomplexe zeigen eine
heterogene Partikelgrol3enverteilung, die sich in Belydispersitatindices von 0,22 — 0,33
widerspiegelt. In allen Proben finden sich stets 2 PartikelgroRenfraktionen (1. Fraktion:
< 200 nm; 2. Fraktion: 400 — 500 nm; 3. Fraktiort390 nm). Die Partikelgro3enfraktionen
der ultraschallbehandelten Ausgangsliposomen siatbeid stets kleiner als die der
unbehandelten Liposomen. Vergleichbares gilt fie dBsultierenden +/—US Lipid/DNA-
Komplexe: die + US-Préparation enthélt im Verglemh— US tendenziell kleinere Partikel
bzw. einen kleineren Anteil der Fraktionen mit eifig&ol3e > 1 um. Die Behandlung der
Ausgangsliposomen mit der Ultraschallspitze furemdach zur Bildung von Lipid/DNA-
Komplexen mit einer geringeren Teilchengrole.

4.1.1.1 Einfluss der Lagerungstemperatur auf die GroéRRenenticklung von
Lipid/DNA-Komplexen

Die Partikelgréf3enentwicklung von +/—US Lipid/DN#emplexen bei verschiedenen
Lagertemperaturen wird ebenfalls mittels PCS-Megsun bestimmt.
+/— US Ausgangsliposomen sowie DC’BDNA-Komplexe werden nach 3.1.3 bzw. 3.3
hergestellt und die AusgangspartikelgroRen nacklidten gemessen. Anschlie3end werden
die Komplexe jeweils bei 4 °C im Kihlschrank und°&”im Trockenschrank gelagert und

die PartikelgréfZenentwicklung tiber 30 h verfolgt.

Die Partikelgrof3en der + US-Komplexe andern siahdee untersuchten Lagerbedingungen
nur geringfligig. Die beobachteten PartikelgroRdadlationen bei den unbehandelten
Komplexen lassen sich mit der Heterogenitat deb®rond der dynamischen Natur der
Komplexe erklaren. Verschiedene Komplexstrukturemen miteinander im Gleichgewicht,
je nach Lage und momentanen Zustand des Systemslenvedementsprechende
Messergebnisse erhalten. Die temperaturabhangigéleGzunahme von Lipid/DNA-
Komplexen wurde bereits in den Vorgangerarbeiten $ebastian Schneider beschrieben
(Schneider 2010).
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Mittlerer Partikeldurchmesser (nm)

Zeit (h)

Abbildung 4-2: Einfluss der Lagertemperatur auf die PartikelgréRenentwicklung von
+/— US DC 30°/DNA-Komplexen
+/- US DC 30°/DNA-Komplexe wurden nach 3.3 hergestellt, bei 4 bzw. 37 °C
eingelagert und die hydrodynamischen Durchmesser (ber 30 h mittels PCS
bestimmt (n = 3, +/— SEM).

4.1.1.2 Einfluss des pH-Werts auf die GrolRenentwicklung vonLipid/DNA-

Komplexen

Bei der Inkubation von Cy3-gefarbten +/— US DC/BINA-Komplexen im Zellversuch
(vergleiche 4.2.2, 4.2.5 sowie 4.2.10) zeigen ded#inienspezifisch ein unterschiedliches
intrazellulares  Erscheinungsbild. Dies ist insbelspe flir die unbehandelte
Komplexpraparation in der Zelllinie A-10 SMC der lIFgsiehe Abbildung 4-3). Zur
Veranschaulichung der unterschiedlichen GrofR3enlterbée wurden in Abbildung 4-3
Cy3-gefarbte Strukturen mittels der ImageJ Softvearsgemessen. Zu berucksichtigen bleibt,
dass hier keine einzelnen Lipid/DNA-Komplexe versees werden kdnnen. Eine mogliche
Ursache fiir das unterschiedliche intrazellularecimungsbild der +/— US DC 3MDNA-
Komplexe konnte die Veranderung der Komplexstrulduf Grund der Acidifizierung der
endosomalen Kompartimente im Laufe der intrazelara Prozessierung sein. Da
— US Komplexe eine geringere Packungsdichte al§-Kbmplexe aufweisen, konnten diese
fur pH-abhangige Strukturveranderungen anfélligein.sUm den Einfluss der pH-Wert-
Anderung auf die KomplexgréRenentwicklung zu untehgn, werden +/— US Lipid/DNA-
Komplexe nach 3.3 hergestellt und die PartikelgnéBeanderung in Abhangigkeit vom
pH-Wert mittels PCS analysiert. Als pH-Werte wergéh7,4 (physiologischer Wert) und zur
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Simulation der endosomalen Verhaltnisse pH 5,5 (ktidosomal) und 4,5 (sp&t endosomal)
gewahlt.

A-10 SMC

MDCK I

Abbildung 4-3: Intrazellulares Erscheinungsbild von +-US DC 30®/DNA-KompIexen in
A-10 SMC bzw. MDCK lI-Zellen
A-10 SMC bzw. MDCK lI-Zellen wurden fiur 5h mit +/— US Cy3-DNA-Komplexen
(rot) inkubiert. Die Zellkerne wurden mit SYTOX® Green (gran) gefarbt. Konfokale
Mikroskopie, GroRenmal3stab 10 pum.
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Abbildung 4-4: Einfluss des pH-Werts auf die Partik elgréRenentwicklung  von
+/— US DC 30°/DNA-Komplexen
+/— US Lipid/DNA-Komplexe wurden nach 3.3 in sterilfiltriertem Transfektions-
medium (pH 7,4) hergestellt. AnschlieBend wurde der pH-Wert auf 5,5 bzw. 4,5
eingestellt und die hydrodynamischen Partikeldurchmesser mittels PCS bestimmt
(n =3, +/- SEM).

Aus den PCS-Messungen geht hervor, dass der pH-\W@rien Einfluss auf die
PartikelgréRen der ultraschallbehandelten Kompleag die mittleren Partikeldurchmesser
bewegen sich hier im Bereich von 427,1 +/- 64,3 (@Dl > 0,2) wohingegen sich die
Partikelgréf3en bei den unbehandelten KomplexeridewergréRern (573,4 +/— 19,2 nm bei
pH 7,4; 900,5 +/- 36,6 nm bei pH 4,5; PDI > 0,3)e PH-abhangige GrdlRenzunahme der
unbe-handelten Komplexe erklart zum Teil das Atéme der grol3en Cy3-gefarbten
Strukturen im Zellversuch. Die Inkubation von +/SWDC 3¢/DNA-Komplexen in der
Zelllinie A-10 SMC fuhrt stets zu intrazellularen y&gefarbten Strukturen dieses
unterschiedlichen Erscheinungsbildes, in MDCK Il}& kann dieses Phdnomen allerdings
nicht beobachtet werden. Die intrazellulare pH-Weartlerung kann daher nicht als einzige
relevante Ursache fur den massiven Gréf3enzuwaah€yRegefarbten Strukturen in A-10
SMC angesehen werden. Vergleichbare intrazellul@aréienzunahme von Lipid/DNA-
Komplexen wird von Kamiya et al. beschrieben (Kamet al. 2002). Als Ursache wird
hierfir die Komplexierung der Plasmid-DNA mit zytlischen DNA-bindenden
Makromolekilen verantwortlich gemacht. Die Disstiia von Plasmid-DNA und
kationischem Lipid in beiden Zellmodellen wurdeMorgangerarbeiten gezeigt (A-10: 75 %
vs. MDCKIl: 50%) (Schneider 2010). Die geringerd’ackungsdichte der

— US-Komplexstruktur sowie die effizientere Frezsetg von Plasmid-DNA in der Zelllinie
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A-10 SMC konnte eine solche Bindung beglnstigen wahmit die beobachtete
GrolRenzunahme der Komplexstrukturen erklaren.

4.1.2 Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie (Cryo-TEM)

Zusatzlich  zu den  PCS-Messungen  werden zur Chaisikteng von
+/- US Ausgangsliposomen sowie resultierenden [INEGA-Komplexen
elektronenmikroskopische Bilder aufgenommen. Dredi@é Zellversuche eingesetzten Lipid-
und DNA-Konzentrationen sind geringif = 0,08 pg/pl bzw. gya = 0,01 pg/pl), wodurch
die Probenfindung im Cryo-TEM erschwert wird. Um hmeelektronenmikroskopisch
detektierbare Strukturen zu erhalten werden die U8—Ausgangsliposomen mit einem
hoheren Lipidgehalt (5 mM) hergestellt. Die Endkemization der Komplexproben wird nach
3.3 konstant gehalten, da die Komplexbildung netben Temperatur und der eingesetzten

Volumina auch von der Lipid- und DNA-Konzentratiabh&ngig ist (Schneider 2010).

Die Cryo-TEM-Aufnahmen bestatigen die PCS-Daten: sgangsliposomen sowie
Lipid/DNA-Komplexe zeigen heterogene Partikelgrofateilungen, wobei die

+ US-Populationen jeweils kleinere PartikelgroRefwaisen. Strukturen > 1 um, die fur alle
Proben in den PCS-Messungen detektiert wurden, e@omm Cryo-TEM nicht dargestellt
werden, da diese die PorengroRe des Kupfergridssi@igen. Die Strukturen der
+/-US Ausgangsliposomen unterscheiden sich dautliddennoch weisen die
+/— US Lipid/DNA-Komplexe ahnliche Strukturen aufie sich lediglich in ihrer Grol3e
unterscheiden.

Lipid/DNA-Komplexe sind in den Bildern als dunkleolkenartige Strukturen erkennbar,
ebenfalls finden sich kleine elektronendichte Suitdn, die freie Plasmid-DNA darstellen
konnten (Zabneet al. 1995). Klassischefingerprint® -Strukturen, wie in der Literatur oft
beschriecben (Hafele 2007) kénnen in diesen Probamt ngefunden werden. Die
wolkenartigen Komplexstrukturen zeigen Ahnlichkeiu Cryo-TEM-Aufnahmen von

Alekseeva et al. von Typ B-Chol-PB/DOPE/DNA-Kompdex Erfolgreiche Zelltransfektion

war in diesen Arbeiten auf diesen Komplextyp bedckt (Alekseevat al.2011).
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Abbildung 4-5: Cryo-TEM-Aufnahmen von +/-US DC 30 ® Ausgangsliposomen  und
+/— US Lipid/DNA-Komplexen
Reprasentative Cryo-TEM-Bilder von unbehandelten (A) und US-behandelten
DC 30° Ausgangsliposomen (C) sowie —US (B) und + US Lipid/DNA-Komplexen

(D).
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4.1.3 Zusammenfassung und Diskussion

In diesem Kapitel wird die Herstellung (+/—US) ur@harakterisierung von DC 30
Ausgangsliposomen sowie resultierender Lipid/DNAadexe beschrieben. Wie bereits in
verschiedenen Arbeiten gezeigt wurde, wird die tédrsig von Lipid/DNA-Komplexen
durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst (vedeées Lipid, Temperatur, eingesetzte
Volumina an Lipid- bzw. DNA-LOsung, Pipettiergesdhdigkeit, etc.) (Clemengt al. 2005,
Schneider 2010, Simbewgg al. 2001, Zuidamet al. 1999). Der Einsatz der Ultraschallspitze
zur Zerkleinerung der Ausgangsliposomen fuhrt gelhezur Entstehung Kleinerer
Komplexfraktionen. Es ist somit mdglich, die relatiLipoplexgréfie bedingt einzustellen.
Nichtsdestotrotz stellt die Herstellung einheitéch Lipid/DNA-Komplexe eine grol3e
Herausforderung dar. Der Einfluss des Herstelluragsgolls (+/—US) auf die
GrolRenverteilung von +/— US Ausgangs-liposomen soder resultierenden Lipid/DNA-
Komplexe wird daher in dieser Arbeit mittels Phaokorrelationsspektroskopie und Cryo-

Transmissions-Elektronenmikroskopie analysiert.

Die Bewertung der PCS-Ergebnisse fir D€ 3@usgangsliposomen und Lipid/DNA-
Komplexe gestaltet sich schwierig. Die hohen Palpdrsitatsindices deuten auf eine grol3e
Heterogenitat der Proben hin. Auf Grund dieser inbgenitat, die zum einen durch die
unterschiedlichen Partikelgré3en, zum anderen ddiehPartikelform bedingt ist, treten
Streulichtphanomene auf, die die weitere Analysehaveren (Ostrowsky 1993). So zeigen
kleine Partikel ein anderes Streulichtverhaltengatsf3e (Rayleigh- bzw. Mie-Streuung), so
dass es hier zu Streulichtiiberlagerungseffektemkiom/eiterhin stellt die dynamische Natur
der Lipid/DNA-Komplexe ein grofl3es Problem dar. Biemplexe sind nicht kugelférmig, so
dass sich die Streuungseigenschaften diffusionsd wvotationsbedingt kontinuierlich
verandern. Die Durchfihrung einer KumulantenanagtgeErmittlung des Z-Average ist nur
bei monomodalen Proben zulassig. Da diese nichtschen einer breit verteilten
monomodalen und einer multimodalen Probe unterdehekann, wird zur Vermessung der
Liposomen- und der Lipid/DNA-Komplexproben der NNB®jorithmus (Non-Negatively
constrained Least Squades (Lawson & Hanson 1974) zu Grunde gelegt.
Umrechnungsalgorithmen bieten zwar eine gute Néaiggrdie jedoch nicht die tatsachlichen
Gegebenheiten der Probe widerspiegelt. Die Grolissungen der Liposomen und
Komplexe sind daher mit Ungenauigkeiten behaftetjass die Aussagekraft zu hinterfragen

ist.
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Neben der Bestimmung der PartikelgréBen von DEA@sgangsliposomen und Komplexen
mittels PCS werden weiterhin elektronenmikroskapeséufnahmen (Cryo-TEM) der Proben
gemacht. Die Heterogenitat der Proben zeigt sichrchkdudie Prasenz mehrerer
PartikelgréRenfraktionen. Strukturen >1 um, wie & den PCS-Messungen detektiert
wurden, sind in den Aufnahmen nicht darstellbae Busbeute elektronendichter Strukturen
ist vor allem bei den Lipid/DNA-Komplexen so gerindass die Cryo-TEM-Aufnahmen
lediglich ein reprasentatives Bild der untersuchBroben wiedergeben. Die aus den PCS-
Daten erhaltenen Hinweise auf die relative GroRgaileng von +/— US Liposomen bzw.
Komplexen werden durch die Cryo-TEM-Bilder bestétiDie in den Proben enthaltenen
Partikelfraktionen konnen zwar hinsichtlich ihrero@en nicht exakt definiert werden, die

ultraschallbehandelten Proben sind jedoch eindédgiger.

Nachdem die Charakterisierung der +/— US Komplertergchiedliche Eigenschaften fir
ultraschallbehandelte und unbehandelte Proben engeat, soll nun in weiteren Versuchen
untersucht werden, ob sich dies auch in ihrer zafialaren Effizienz widerspiegelt.
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4.2 Zellulare Barrieren von +/— US DC 3¢/DNA-Komplexen

Der therapeutische Einsatz von Lipid/DNA-Komplexals Gentransfersystem wird unter
anderem durch die ungeniugende intrazellulare E¥iekt limitiert. Entscheidend fir die
Effizienz eines Gentransfersystems ist die Fahigkesllulare Transfektionsbarrieren zu
Uberwinden (Rao & Gopal 2006, Zuhoet al. 2007). Als zellulare Barrieren sind unter

anderem anzusehen:

zellulare Aufnahme der Komplexe

* intrazellulare Prozessierung

» Dekomplexierung und Freisetzung der Plasmid-DNA
* Aufnahme der Plasmid-DNA in den Zellkern

* Proteinexpression

In Vorgangerarbeiten wurden bereits die zellulavdnAhme, die intrazellulare Prozessierung
sowie die Dissoziation von DC 3pEGFP-Komplexen als potentielle Transfektionsieaen
untersucht (Schneider 2010). Die Effizienz der es®jzten Lipid/DNA-Komplexe wurde
dabei anhand der erreichten zellularen Transfe&taia (% transfizierter Zellen) bewertet.
Als erste wichtige Barriere konnte dabei die zéllalKomplexaufnahme identifiziert werden.

Ebenso wurde versucht, die Effizienz von DE/BINA-Komplexen durch Variation des
Herstellungsprotokolls zu verbessern. In der vgdiaen Arbeit werden daher zwei
Protokolle (+/— US) fir die Herstellung von Lipidia-Komplexen herangezogen und das

intrazellulare Verhalten miteinander verglichen.

AulRBerdem sollen weitere intrazellulare Transfelglmarrieren identifiziert und bewertet
werden. In dieser Arbeit werden die intrazellulRrezessierung, die nukledre Aufnahme der
Plasmid-DNA, die Transgenexpression sowie der Easflder Zellteilung auf die Effizienz
von DC 36/DNA-Komplexen genauer untersucht. Ob es sich bem derschiedenen
Prozessen tatsachlich um zellulare Transfektiomgan fir +/—US DC 3UDNA-
Komplexe handelt, wird anhand der erreichten z@élkn Transfektionsrate bewertet. Alle

zellularen Untersuchungen werden mit Hilfe zweieliirdodelle untersucht.
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4.2.1 Zellmodelle

Als zellulare Modelle zur Bewertung der Effizienarnv+/— US DC 38/pEGFP-Komplexen
werden A-10 SMC und MDCK lI-Zellen verwendet. Dieaisfektionseigenschaften und das
Endozytoseprofil der beiden Zelllinien wurden beyan Vorgangerarbeiten charakterisiert
und die zellulare Aufnahme sowie die Dissoziatiem DC 3¢/DNA-Komplexen in diesen
Modellen untersucht (Schneider 2010). Bei A-10 SMéhdelt es sich um das zellulare
,Positivmodell* mit guten Transfektionseigenschaftéir DC 3G/DNA-Komplexe. Als
.Negativmodell“ dienen MDCK Il-Zellen, die aufRergleringe Transfektionslevel nach
Lipofektion mit DC 3G/DNA-Komplexen aufweisen.

A p <0.0001 B
1
1001 T 50 p < 0.0001
: : e |

_. 801 __ 40
S S
c c
2 ] < ]
& 601 3 301
[} ] (O] ]
© ©
c c
g ] o ]
2 407 § 20
%) ] %] ]
o g
o o
> g >S5 ]
[ ] [T ]

20+ 101

o] o] 1
A-10 MDCK A-10 MDCK

Abbildung 4-6: Zellulare Aufnahme und Transfektion von DC 30 ®/pEGFP-KompIexen in
A-10 SMC und MDCK Il-Zellen
A-10 SMC und MDCK IlI-Zellen wurden mit (Cy3-) DC 30®/pEGFP-K0mpIexen 5h
inkubiert. Die zellulare Aufnahme (A) wurde nach 5 h und die Transfektion (B) nach
24 h (MDCK II) bzw. 48 h (A-10) durchflusszytometrisch bestimmt (n > 3; + SEM).
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Auf Grundlage der Aufnahme- und Transfektionsdatem DC 3¢/pEGFP-Komplexen wird
fur beide Zelllinien die relative Transfektionsef@nz (TE.)) berechnet:

_TR

=——[100%
AR

TEreI

TE relative Transfektionseffizienz (%)
TR  Zellulare Transfektionsrate (in % fluoreszierendellen)

AR  Zellulare Aufnahmerate (in % fluoreszierendeliet®

Fur das Positivmodell A-10 SMC ergibt sich eineatigk Transfektionseffizienz von
DC 30°/pEGFP-Komplexen von 42,0 %. Im Gegensatz dazu Hdegse in MDCK lI-Zellen
lediglich bei 10,6 %. Aus der Diskrepanz zwischamfm@ahme- und Transfektionsraten lasst
sich eindeutig schlieRen, dass im Zellmodell MDCHKében der zellularen Aufnahme von

Lipid/DNA-Komplexen weitere intrazellulare Transteknsbarrieren vorhanden sein mussen.

Im Zuge der Charakterisierung der beiden Zelllinkerl0 SMC und MDCK Il wird unter
anderem deren Endozytoseprofil mit Hilfe von fllsmenzmarkierten Endozytosemarkern
durchflusszytometrisch ermittelt. Hierfur wird Tsdarrin als Clathrin-Marker (Karin &
Mintz 1981, Maxfield & McGraw 2004) sowie Lactosgltamid als Caveolae-Marker (Peti

al. 2001, Singlet al.2003) verwendet.
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Abbildung 4-7: Zellulare Aufnahme von Endozytosemar kern in A-10 SMC und MDCK II-Zellen
A-10 SMC und MDCKIl-Zellen  wurden mit fluoreszenzmarkierten
Endozytosemarkern  (Clathrin-Marker:  Transferrin:  Tf;  Caveolae-Marker:

Lactosylceramid: Lac) 5h  inkubiert und die zellulare  Aufnahme
durchflusszytometrisch bestimmt (n > 3; + SEM).

A-10 SMC und MDCK IlI-Zellen weisen ein spiegelbitties Endozytoseverhalten auf.
Wahrend A-10 SMC Uberwiegend Clathrin-abhéngige dzgthse betreiben und der
Caveolae-Weg nur eine untergeordnete Rolle zu espistheint, zeigt sich in MDCK II-

Zellen Caveolae-Dominanz mit geringer Beteiligueg Glathrin-abhangigen Endozytose.
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4.2.2 Zellulare Aufnahme von +/— US DC 38/DNA-Komplexen

Die zellulare Aufnahme von DC 3MNA-Komplexen in A-10 SMC und MDCK lI-Zellen
wurde in den Vorgéngerarbeiten von Sebastian Sdbnebereits genauer untersucht
(Schneider 2010). Die Komplexe werden in beiderlidedn durch Clathrin- und Caveolae-
abhangige Endozytose aufgenommen. Des Weiterent&kamrdiesen Arbeiten die zellulare
Aufnahme als erste wichtige Transfektionsbarriene DC 3/DNA-Komplexen identifiziert
werden, da diese unmittelbar die fur die weiterezBssierung zur Verfigung stehende

intrazellulare Komplexmenge beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss des rdtellungsprotokolls (+/—US) fur
Lipid/DNA-Komplexe auf das Aufnahmeverhalten deride® Zellmodelle miteinander
verglichen werden. Hierfir werden A-10 SMC und MD@G#ellen nach 3.7.1 mit
+/- US Cy3-DNA-Komplexen inkubiert und die zelldAufnahme durchflusszytometrisch

analysiert.
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Abbildung 4-8: Zellulare Aufnahme von +/— US Cy3 DC  30®°/DNA-Komplexen in A-10 SMC und
MDCK IlI-Zellen
A-10 SMC (weifRe Balken) und MDCK lI-Zellen (schwarze Balken) wurden 5 h mit
Cy3-DNA-Komplexen inkubiert und die zellulare Aufnahme durchflusszytometrisch
bestimmt (n > 3; + SEM).

In 4.1 konnte gezeigt werden, dass die Behandlueg Alusgangsliposomen mit der
Ultraschallspitze zu kleineren Ausgangsliposomere auch resultierenden Lipid/DNA-

Komplexen fuhrt. Durch die Verkleinerung der Paetgco3en kann die zellulare Aufnahme
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im Clathrin-dominanten Modell A-10 SMC deutlich, MDCK Il allerdings nur geringfugig
verbessert werden (relative Zunahme um 8,6 % %s%@in MDCK 11).

4.2.2.1 Einfluss von Endozytoseinhibitoren auf die zellulée Aufnahme von
DC 30°/DNA-Komplexen

Nachdem in vorhergehenden Arbeiten beschriebeneyuass die zellulare Aufnahme von
DC 30°/DNA-Komplexen Clathrin- und Caveolae-abhangig lgfokonzentrieren sich die
weitergehenden Untersuchungen auf eben diese Etndexyege (Schneider 2010).

Um die Beteiligung der beschriebenen Endozytosewayaler zellularen Aufnahme und
folglich der intrazellularen Prozessierung der Kéemp genauer zu untersuchen, werden
zunachst Versuche mit Endozytoseinhibitoren durfiigé Eingesetzt werden hier
Chlorpromazin als Inhibitor der Clathrin-Endozytp&enistein als Caveolae-Inhibitor sowie

Methyl-B-Cyclodextrin als Inhibitor beider Endozytosewege.

Chlorpromazin fuhrt durch Interaktion mit Clathrmum Entzug der goated pits“von der
Zelloberflache und beeinflusst somit direkt diet®fan-abhéngige Prozessierung (Wasial.
1993). Der Tyrosinkinaseinhibitor Genistein inteifet mit der Caveolae-abhangigen
Endozytose durch Inhibition von Phosphorylierungktienen, die fir das Abschniren und
Prozessieren von Caveolae-Vesikeln eine wichtigéeRpielen (Nichols 2003, Partat al.
1994, Puriet al. 2001, Sharmaet al. 2003, Thomseret al. 2002). MethylB-Cyclodextrin
bildet eine Einschlussverbindung mit Cholesterold uentzieht dieses somit aus der
Plasmamembran. Da die Cholesterolmikrodomaneni&iCthathrin- wie auch die Caveolae-
abhangige Endozytose bendtigt werden, fuhrt diesé&guenterweise zur Hemmung beider
Endozytosewege (Rodadt al. 1999, Subtilet al. 1999, Thomsenet al. 2002). Die
Endozytoseinhibitoren wurden in Vorgangerarbeiterelts hinsichtlich der einzusetzenden

Konzentrationen charakterisiert (siehe Tabelle gSthneider 2010).

A-10 SMC und MDCK llI-Zellen werden nach 3.7.1 vasaget und nach 3.7.7 neben den
Lipid/DNA-Komplexen mit den Endozytoseinhibitoremdp und anschliel3end koinkubiert.
Der Einfluss der inkubierten Substanzen auf die Iviadilitat wird mittels des
CellTiterGlo'™-Assays bestimmt und die relative Viabilitat derll@e in Bezug auf die

unbehandelten Kontrollzellen (entsprechend 100 &oNitat) angegeben.
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Abbildung 4-9: Einfluss von Endozytoseinhibitoren a uf die Viabilitst von A-10 SMC und

MDCK IlI-Zellen

A-10 SMC (weil3e Balken) und MDCK IlI-Zellen (schwarze Balken) wurden mit den
Endozytoseinhibitoren (Chlorpromazin: clz; Genistein: gen; Methyl-B-Cyclodextrin:
mbcd) nach Tabelle 3-2 prainkubiert und anschlieBend 5h mit DC 30°/DNA-
Komplexen koinkubiert. Die Zellviabilitat wurde anschlieBend mittels des
CellTiterGlo™-Assays bestimmt. Relative Viabilitit bezogen auf die unbehandelte
Komplexkontrolle (n = 3; + SEM).

Die Viabilitdtswerte fur Genistein liegen je naclellinie zwischen 65 — 80 %, fur alle
anderen Inhibitoren > 90 %. Reduktion der inkuleierGenisteinmenge verbessert zwar die
Viabilitatsdaten der Zellen, allerdings kann dammkausreichend inhibitorischer Effekt auf
die zellulare Aufnahme der Caveolae-Markersubstdm@tosylceramid nachgewiesen
werden.
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Abbildung 4-10: Einfluss von Endozytoseinhibitoren auf die =zellulare Aufnahme von

+/— US Cy3 DC 30®/DNA-Komplexen in A-10 SMC und MDCK lI-Zellen

A-10 SMC (weil3e Balken) und MDCK IlI-Zellen (schwarze Balken) wurden mit den
Endozytoseinhibitoren Chlorpromazin (clz), Genistein (gen) und Methyl B
Cyclodextrin (mbcd) nach Tabelle 3-2 préainkubiert und anschlieRend mit (A) —

und (B) + US Cy3 DC 30 ®/DNA- Komplexen 5 h koinkubiert. Die zellulare Aufnahme
wurde anschlieend durchflusszytometrisch bestimmt. Relative zellulare Aufnahme
bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle (n > 3; + SEM).

Die zellulare Aufnahme von +/—US DC%DNA-Komplexen wird in beiden Zelllinien

durch die eingesetzten Inhibitoren beeinflusst. dédast die Aufnahmehemmung jeweils am
bevorzugten Aufnahmeweg (A-10 SMC: Ct; MDCK Il: Gaam starksten ausgepragt. Die
Komplexaufnahme kann durch Blockade des Clathrirg®gein der Clathrin-dominanten

Zelllinie A-10 SMC entsprechend starker beeinflugggrden als durch Inhibition des
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Caveolae-Weges. In der Caveolae-dominanten ZeIMDCK 1l verhalt es sich umgekehrt,
hier Uberwiegt der Effekt des Caveolae-Inhibitddge Inkubation der Zellen mit Methy-
Cyclodextrin als Inhibitor der Clathrin- wie auckrdCaveolae-abhangigen Endozytose zeigt
in beiden Zelllinien den zu erwartenden additivemhibitorischen Effekt auf die

Komplexaufnahme.

Das Aufnahmeverhalten der Zellen bezlglich der ranteedlichen Komplexpraparationen
(+/— US) wird durch die Endozytoseinhibitoren eladisfbeeinflusst. So wird die Aufnahme
der + US-Praparation in beiden Zelllinien durch @athrin-Inhibitor Chlorpromazin starker

beeinflusst als bei Inkubation der unbehandelté&p&ation.

4.2.2.2 Zusammenfassung und Diskussion

In diesem Kapitel wird die zellulare Aufnahme vamerschiedlich hergestellten Lipid/DNA-

Komplexen (+/— US) in zwei Zellmodellen untersuddés unterschiedliche Endozytoseprofil
der Zellen erlaubt dabei Ruckschlisse auf die Bgieig bestimmter Endozytosewege an der
Komplexaufnahme, welche weiterhin durch den Einsatz Endozytoseinhibitoren genauer

bewertet werden.

In A-10 SMC und MDCK IllI-Zellen konnten die Clathrivie auch die Caveolae-abhangige
Endozytose als wichtigste Aufnahmewege fiir DE/BOIA-Komplexe identifiziert werden
(Schneider 2010). Die in der vorliegenden Arbeitctigefiihrten Inhibitorstudien zeigen, dass
der Aufnahmeweg der Komplexe durch die unterscluledlHerstellung (+/— US) beeinflusst
wird. Der Hauptunterschied zwischen den hergestellipid/DNA-Komplexen ist die Grol3e
der enthaltenen Partikelfraktionen (vergleiche .4.1pie GroRenabhéngigkeit der
verschiedenen Endozytosewege ist in der Literagschwieben (Rejmaet al. 2006, Rejman
et al. 2004, Zuhorret al. 2002). Partikel in der Gréf3enordnung von < 200wenden dabei
vornehmlich via Clathrin-abhangiger Endozytose an@gnmen, Partikel im GroRRenbereich
von ~ 200 — 500 nm vermehrt Gber Caveolae-Struktureden unterschiedlich hergestellten
Komplexpraparationen (+/—US) kobnnen jeweils Pailtrektionen im entsprechenden
GroRenbereich detektiert werden. Auf Grund der kst@&n Gewichtung kleinerer
Komplexfraktionen bei der ultraschallbehandeltedpRration ist hier von einer vermehrten
Prozessierung Uber Clathrin-Strukturen auszugelges wird durch die Inhibitordaten

bestatigt. Die Verkleinerung der Komplexfraktiongurch die Ultraschallspitzenbehandlung
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fuhrt zu einem Shift der Aufnahmeroute fir Lipid/BNKomplexe von Caveolae- zu

Clathrin-abhéngiger Endozytose.

Eine groRe Schwierigkeit in der Bewertung von litbitstudien ist die zelllinienabhangige
Inhibitor-Aktivitdt sowie die von den eingesetzt8nobstanzen ausgehende Zelltoxizitét. Die
einzusetzenden Konzentrationen muissen entsprecheygvahlt werden, dass
Endozytoseinhibition bei akzeptabler Zellviabilitatglich ist (Vercauterest al. 2010). Ein
weiteres Problem ist die Selektivitat der eingdsetzSubstanzen. So kdnnen neben der
Beeinflussung der endozytotischen Aktivitdt andeelulare Effekte nicht ausgeschlossen
werden (Huthet al. 2006, lvanov 2008). Eine vollstandige Blockadeesikndozytoseweges
wird oft nicht erreicht, so dass immer mit einewgsen Restaktivitat und somit parallel
ablaufenden Aufnahmeprozessen gerechnet werden. mBurssveiteres Problem stellt aber
auch die potentielle kompensatorische Hochreguigraines Endozytoseweges durch die
Inhibition eines anderes Weges dar (Hoekstral. 2007). Deshalb bedingt der Einsatz von
Endozytoseinhibitoren eine fundierte Charakternisigr der eingesetzten Substanzen

hinsichtlich endozytotischer Hemmaktivitat und Zetizitat.

Inhibitorstudien sind demnach immer mit Vorsicht AQewerten und konnen nur
Anhaltspunkte fir eine zellulare Aufnahmeroutedraf diese aber nicht absolut beweisen.
Ein kombinierter Einsatz von Endozytoseinhibitoremd Kolokalisationsstudien mit
spezifischen endozytotischen Markern ist fur dievBgung der zellularen Aufnahme und

Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen daher unungiéh.

4.2.3 Transfektion von +/— US DC 36/DNA-Komplexen

Im klassischen Sinne wird unter dem Begyiffansfektion das Einbringen fremder DNA in
eine Zielzelle verstanden. In dieser Arbeit wir@ dixpression des transfizierten Gens als
Indikator flr eine erfolgreiche Transfektion deéirti und zur Bewertung der
Transfektionseffizienz von DC S(pEGFP-Komplexen in den beiden Zellmodellen
A-10 SMC und MDCK Il herangezogen. Die durchflussmyetrische Analyse der Zellen
ermoglicht zum einen eine quantitative Aussage ilear Anteil an erfolgreich transfizierten
Zellen, daneben ist zum anderen die Bewertung dansfen-Expressionsstarke mdglich
(sieche 4.2.7). Die Transfektionsversuche sollen tesein zeigen, ob das
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Herstellungsprotokoll (+/—US) der Lipid/DNA-Komple einen Einfluss auf deren
Transfektionseffizienz hat.

Fur die Versuche werden A-10 SMC und MDCK II-Zellemit +/— US DC 38/pEGFP-

Komplexen nach 3.7.3 inkubiert und der Anteil darofeszierenden Zellen Uber 96 h

durchflusszytometrisch bestimmt.
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Abbildung 4-11: Transfektion von +/-US DC 30 ®/pEGFP-KompIexen in A-10 SMC und
MDCK IlI-Zellen
A-10 SMC und MDCK lI-Zellen wurden nach 3.7.3 mit + US (weil3e Symbole) und
—US (schwarze Symbole) DC 30®/pEGFP-Komplexen fur 5h inkubiert und der
Anteil an fluoreszierenden Zellen nach 12, 24, 36, 48, 72 und 96h
durchflusszytometrisch bestimmt (A). Maximale Transfektion fir A-10 SMC (weil3e

Balken) und MDCK lI-Zellen (schwarze Balken) fur +/— US Komplexe nach 48 h bzw.
24 h (B) (n = 3; +/- SEM).

Die Transfektionseffizienz von DC 3®EGFP-Komplexen ist in der Zelllinie A-10 SMC bei
Weitem grofer als in MDCK II-Zellen. Dabei werdearch die + US-Praparation bis zum
Zeitpunkt t=72h mehr Zellen transfiziert als curdie unbehandelte Praparation. Im
Gegensatz dazu sind die Transfektionsraten in MDIEZ€llen flr beide Préparationen
aulRerst gering, so liegt der Anteil an transfizerZellen fur die + US-Praparation stets
<1%, bei der unbehandelten Praparation bei mdxihé& nach 24 h. Maximale

Transfektionsraten werden in A-10 SMC nach 48 h umdMDCK lI-Zellen nach 24 h

erreicht. Fur die Folgeversuche wird zur Bewertdeg Transfektionseffizienz der Komplexe

daher fur beide Zelllinien jeweils der Zeitpunksdgransfektionsmaximums gewahlt.



78 |Ergebnisse und Diskussion

4.2.4 Quantifizierung der intrazellularen Plasmidmenge

4.2.4.1 Intrazellulare  Quantifizierung von  Cy3-DNA-Plasmidkopien  mittels
QuantiBRITE ™ PE-Beads

Fur die Bewertung der zellularen Aufnahme von DE/G93-DNA-Komplexen ist nicht nur
der Anteil der komplexaufnehmenden Zellen von kdse sondern auch die Anzahl der pro
Zelle aufgenommenen Plasmidkopien. Mit Hilfe des BDantiBRITE™ PE Phycoerythrin
Fluorescence Quantitation Kit&ird die intrazellulare Aquivalentmenge an Phygtiain-
Molekiilen bestimmt (siehe 3.8). Uber Kalibriergemadler Fluoreszenzfarbstoffe R-PE und
Cy3 am Fluorimeter kann nun die R-PE-Aquivalentneeimy Cy3-Molekille umgerechnet
werden. Da das Verhdltnis von Cy3/DNA zuvor besttimmird, kann die intrazellulare

Plasmidmenge pro Cy3-positiver Zelle berechnet arrd

Zunéchst werden fur die Fluoreszenzfarbstoffe R Cy3-CTP Kalibriergeraden am

Fluorimeter erstellt.
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Abbildung 4-12: Kalibriergeraden fiir R-PE und Cy3-C TP
Von den Fluoreszenzfarbstoffen R-PE (A) und Cy3-CTP (B) wurden
Verdunnungsreihen hergestellt und die jeweiligen Fluoreszenzintensitdten am
Fluorimeter vermessen (n = 3; + SD).
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Fur den Versuch wird die Plasmid-DNA mit dem Flsazenzfarbstoff Cy3 nach den
Angaben des Herstellers gelabelt und das VerhalDy8/DNA photometrisch bestimmt
(siehe 3.2.5). A-10 SMC und MDCK IlI-Zellen werdeach 3.8.2 mit nach 3.3 hergestellten
+/—- US Cy3-DNA-Komplexen inkubiert, nach 1, 2, 3dud h durchflusszytometrisch
vermessen und die intrazellulare Anzahl an Plasoptin nach 3.8.3 bestimmt.
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Abbildung 4-13: Quantifizierung der zellularen Aufn ahme von +/-US Cy3-DNA-Komplexen -
Zeitreihe
A-10 SMC (A, B) und MDCK II-Zellen (C, D) wurden mit + US (weil3e Symbole) und
—US (schwarze Symbole) Cy3-DNA-Komplexen 5h inkubiert. Die zellulare
Aufnahme (in % fluoreszierender Zellen (A, C)) sowie die intrazellulare
Plasmidmenge der Cy3-DNA-positiven Zellen (B, D) wurde nach 1, 2, 3 und 5h
nach 3.8 bestimmt (n = 3; + SEM).
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In A-10 SMC nimmt der Anteil an fluoreszierendenll@e wahrend der Inkubation mit
+/- US Cy3-DNA-Komplexen stetig zu und nahert sgglgen Ende der Inkubationszeit nach
5h einem Plateau an. Dabei wird die + US-Praparatu frihen Zeitpunkten von mehr
Zellen aufgenommen als die unbehandelte. Die viefddaren Kurvenverlaufe fur beide
Praparationen deuten auf gleiche Aufnahmekinetiken Die Berechnung der Anzahl an
intrazellularen Plasmidkopien ergibt nach 5 h férde Komplexpraparationen vergleichbare

Mengen an Plasmid-DNA pro Cy3-DNA-positiver Zelle.

In MDCK Il nimmt der Anteil der fluoreszierenden li&m lber die 5stiindige Inkubationszeit
mit +/— US Cy3-DNA-Komplexen flr beide Praparationgergleichbar zu. Die beiden
Praparationen werden also von gleich vielen Zebefigenommen. Im Hinblick auf die
internalisierte Plasmidmenge ergeben sich nachebemfalls vergleichbare Aufnahmeraten

fur +/— US Komplexe.

Zusammenfassend erzielen beide KomplexpraparatiqgérUS) in A-10 SMC bzw.
MDCK Il jeweils ein vergleichbares Ergebnis hindlddn der Anzahl an
komplexaufnehmenden Zellen wie auch der pro Zalklgenommenen Plasmidmenge. Der
Vergleich der beiden Zelllinien zeigt, dass A-10 SMeutlich aktiver Lipid/DNA Komplexe
aufnehmen als MDCK II-Zellen, so haben nach 5 mma2mehr A-10 SMC Komplexe
internalisiert und auch die internalisierte Plasmethge pro Zelle ist um Faktor 10 grof3er als
in MDCK Il. Die deutlich bessere zellulare Aufnahnwen Lipid/DNA-Komplexen in
A-10 SMC resultiert folglich in héheren Transfektsvaten im Vergleich zu MDCK II. Die
unterschiedlichen Transfektionseffizienzen von W& Komplexen (vergleiche Abbildung
4-11) bei vergleichbaren intrazellularer Plasmidgesnin A-10 SMC erscheinen zunéchst
nicht plausibel, lassen sich aber durch die uniggdgliche intrazellulare Prozessierung
erklaren (vergleiche 4.2.5.4 bzw. 4.2.10).
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4.2.4.2 Intrazellulare Quantifizierung von Cy3-DNA-Plasmidpartikeln  mittels
CellProfiler ™

Neben der Quantifizierung der intrazellularen Plakopien mit Hilfe des

BD QuantiBRITEM PE Phycoerythrin Fluorescence Quantitation Kisll die Anzahl an

internalisierten Lipid/DNA-Komplexen fluoreszenzmokkopisch bestimmt werden. Da die
Auflosung einzelner Lipid/DNA-Komplexe hier nichtdglich ist, wird eine bildbasierte
quantitative Analyse mittels,Quantitative Imaging” durchgefuhrt. Diese Methode
kombiniert konfokale Fluoreszenzmikroskopie mit guiergestitzter bildbasierter Analyse
iiber die CellProfile™ Software.,Quantitative Imaging“ wurde in Vorgéngerarbeiten als
neue Methode in die Arbeitsgruppe eingefuhrt (Schere2010) und wird in dieser Arbeit

weiterentwickelt.

A-10 SMC und MDCK II-Zellen werden nach 3.9 mit /S DC 3¢/Cy3-DNA-Komplexen
fur 5 h inkubiert, fixiert und anschliel3end fir didikroskopaufnahmen vorbereitet. Die
Analyse der konfokalen Bildreihen wird wie in 3.%2schrieben durchgefiihrt. Mittels der
CellProfiler™ Software werden in den Cy3-DNA-Bilde;@y3-DNA-Partikel* definiert und
anschlie3end die Anzahl der Partikel pro Zelle itherZeit gezahlt.
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Abbildung 4-14: Quantifizierung der intrazellularen +/— US Cy3-DNA-Partikelmenge - Zeitreihe
A-10 SMC (A) und MDCK IlI-Zellen (B) wurden mit + US (wei3e Symbole) und — US
(schwarze Symbole) Cy3-DNA-Komplexen 5 h inkubiert. Die intrazellulare Cy3-DNA-
Partikelmenge wurde nach 3, 5, 8, 12, 24 und 30 h mittels ,Quantitative Imaging"“
bestimmt. Reprasentativer Versuch (n = 3; mean +/— SD).
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Die intrazellulare Menge an Cy3-DNA-Partikeln nimmtbeiden Zelllinien bis 8 h zu. Die
Komplexpraparationen werden nach 5h aus dem Ubefsider Zellen durch einen
Medienwechsel entfernt. Da an dieser Stelle keirsdschritt erfolgt erkléart sich der weitere
Anstieg der intrazellularen Partikelmenge durch atiedie Zellwand assoziierten Komplexe,
die nach dem Medienwechsel noch aufgenommen wekdenen. In beiden Zelllinien
konnen zu jedem Zeitpunkt mehr Cy3-DNA-Partikel #lddS-Komplexpraparation detektiert
werden. Zu berucksichtigen bleibt dabei die untaestliche PartikelgréRe von +/— US Cy3-
DNA-Komplexen. — US-Komplexe sind deutlich groReaher werden hier folglicherweise
weniger Partikel gezahlt. Allerdings ist davon aigeghen, dass groRere Partikel auch mehr
Plasmid-DNA enthalten. Aus einer geringeren Anzamlintrazellularen — US-Partikeln im
Vergleich zu + US-Partikeln kann demnach nichteioé geringere Anzahl an intrazellularen
Plasmid-DNA-Kopien geschlossen werden. Die Cy3-DRidtikeldaten zeigen allerdings die
deutlich reduzierten zellularen Aufnahmeraten in GADII-Zellen im Vergleich zu
A-10 SMC (+ US Cy3-DNA-Partikel: MDCK II: 2,0 vs.-A0 SMC: 10,4).

Die beiden untersuchten Komplexpraparationen +/-hd8en insbesondere in der Zelllinie
A-10 SMC ein deutlich unterschiedliches intrazeéltes Erscheinungsbild (vgl. 4.1.1.2). Um
dies fur die Auswertung der Cy3-DNA-Partikeldatenkericksichtigen, werden die Partikel
hinsichtlich ihrer GroRe klassifiziert. Bei der abfiler'”-Analyse wird zunachst die

Gesamtanzahl an Cy3-DNA-Partikeln (@ 1-15 Pixefd anschlielend die Anzahl der
groRen Partikel (@ 5 - 15 Pixel) bestimmt. Im Folden wird dann der intrazellulare Anteil
an grof3en Partikeln berechnet. Diese Auswerturggtrin Anlehnung an die Versuche zur
Bestimmung der nukledren Aufnahme von Cy3-DNA (Vgbschnitt 4.2.5) zum Zeitpunkt

t=5h fir A-10 SMC und t = 8 h fir MDCK II.
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Abbildung 4-15: Quantifizierung der intrazellularen +/— US Cy3-DNA-Partikelmenge
A-10 SMC und MDCK II-Zellen wurden mit +/-US Cy3-DNA-Komplexen 5h
inkubiert. Die intrazellulare Gesamt-Cy3-DNA-Partikelmenge (d 1 - 15 Pixel) wurde
nach 5 (A-10) bzw. 8 h (MDCK Il) mittels ,Quantitative Imaging“ bestimmt (A).
Anschlieend wurde der Anteil an grofen Cy3-DNA-Partikeln (@ 5-15 Pixel)
berechnet (B) (n = 3; + SEM).

Wie aus Abbildung 4-14 bereits ersichtlich, werden A-10 SMC insgesamt mehr

intrazellulare Cy3-DNA-Partikel gezahlt als in MDQKZellen. Weiterhin ist jeweils die

Gesamtanzahl an Partikeln fir — US geringer als #WS. Die Berucksichtigung der

unterschiedlichen Partikelgrof3en zeigt deutlichssddir beide Komplexpraparationen
(+/-US) in A-10 SMC mehr Cy3-DNA-Partikel im Grdfleereich von 5- 15 Pixeln

gefunden werden. Der Anteil an grof3en Partikelnnsbesondere fur die — US-Préparation
hoch (34,6 % vs. 20,0 % in MDCK II).

Zusammenfassend enthalten A-10 SMC zum einen iasge®ehr intrazellulare Cy3-DNA-
Partikel, zum anderen sind diese Partikel deutiigi3er als in MDCK IlI-Zellen. A-10 SMC

weisen demnach mehr intrazellulare Cy3-DNA auMiBCK II-Zellen.
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Ob die beiden Quantifizierungsmethoden  fir intdad@e  Plasmid-DNA
(Durchflusszytometrie/CellProfilf) vergleichbare Ergebnisse liefern, wird im Folgemd
durch Korrelation gepruft. Voraussetzung fir dasl®o der Datensatze ist die Homogenitat
der zu korrelierenden Partikeldaten, d.h. dassirdi@zellularen Cy3-DNA-Partikelgrof3en
vergleichbar sind. Dies wird nur durch die +/— U$BNA-Partikel in MDCK Il und + US

in A-10 SMC erfullt (vergleiche Abbildung 4-3). Dieatensétze dieser drei Praparationen
werden fir die erste Korrelation verwendet (siehgbilung 4-16A). Zu Beginn dieses
Abschnitts wurde die Hypothese aufgestellt, das®Rgr Cy3-DNA-Partikel mehr
Plasmidkopien enthalten als kleine. Um die Linéarizwischen Partikelgro3e und
Plasmidanzahl zu zeigen, werden die — US-Datensiétzaler Zelllinie A-10 SMC ebenfalls
korreliert (siehe Abbildung 4-16B).

A B
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Abbildung 4-16: Korrelation der durchflusszytometri schen QuantiBRITE ™ PE-Beads (Anzahl
der Plasmidkopien) - und der CellProfiler ™ Cy3-DNA-Partikel-Daten
Die QuantiBRITE'™ PE Beads- und die CellProfiler™ Cy3-DNA-Partikel-Daten
wurden fir MDCK Il +/-US und A-10 SMC +US (A) und A-10 SMC - US (B)
korreliert.

Die durchflusszytometrischen QuantiBRITEPE-Beads- und die CellProfifét Cy3-DNA-
Partikel-Daten koénnen, in Abhangigkeit von der jidgen Partikelgro3e, miteinander
korreliert werden @r=0,9983 bzw. 0,9963). Es ist somit moglich, aes dnzahl der
intrazellularen Cy3-DNA-Partikel auf die intrazddte Plasmidmenge rickzuschlie3en. Des
Weiteren wird die Annahme, dass grof3e Cy3-DNA-Raltiauch tatsachlich mehr
Plasmidkopien enthalten, bestatigt.
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4.2.4.3 Zusammenfassung und Diskussion

Die zellulare Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen witid diesem Kapitel mittels zweier
Methoden quantifiziert. Die aufgenommene Plasmidgeen wird zum einen
durchflusszytometrisch mit Hilfe von standardisertPE-Beads, zum anderen durch eine

computergestitzte bildbasierte Analyse quantit@tisgewertet.

Die heterogene GrolRenverteilung der Lipid/DNA-Koexa birgt dabei Ungenauigkeiten bei
der Definition und Erkennung der Cy3-DNA-Partikéhuch wird durch die alleinige
Betrachtung der Partikelzahlen die tatsédchliche srRidmenge pro Partikel nicht
beriicksichtigt. Die CellProfilé)' Partikelanalyse ist demnach insbesondere fiir die
— US-Komplexpréparation in A-10 SMC fehlerbehaftetd stof3t an ihre Grenzen. Eine
Bewertung dieser Ergebnisse ist nur im Kontextaeit durchflusszytometrischen Daten der
QuantiBRITE™ PE-Beads zulassig.

Die Durchflusszytometrie ist die Methode der Wahir ZBestimmung der zellularen
Aufnahme von fluoreszenzmarkierten Praparationer® Bohe Stichprobenzahl (10 000
Zellen) ermdglicht eine statistisch fundierte Austeg der Ergebnisse (Manday al. 1995).

Im Gegensatz dazu ist die statistische AussageRrtadteszenzmikroskopischer Analysen
durch die deutlich geringere Stichprobenmenge begrém vorliegenden Fall werden pro
Analyse konfokale Bildreihen a 15 — 20 Bilder awsgeet, so dass die Stichprobenmenge
auf 500 — 2000 Zellen vergrofert wird. Eine steii$te Bewertung der Daten wird somit
maoglich. Weiterhin kdénnen die Ergebnisse der beid@uoantifizierungsmethoden in
Abhangigkeit von der Partikelgréf3e gut miteinankiemreliert werden, so dass die jeweilige

Aussagekraft gestarkt wird.

Die Aufnahmeraten der beiden Zellmodelle A-10 SM@ WMDCK Il fir DC 3¢°/DNA-
Komplexe bzw. Plasmid-DNA unterscheiden sich magshi0 SMC >> MDCK II). Eine
hohere intrazellulare Plasmidmenge begunstigt tirdie Effizienz der Lipid/DNA-
Komplexe, da fur die intrazellularen Prozessiersopgstte mehr Plasmid-DNA zur
Verfugung steht. Reduzierte Aufnahmeraten lassdndas Gegenteil im Negativmodell
MDCK Il schlieBen. Die zellulare Aufnahme von Plagf®DNA kann durch diese Studien
eindeutig als wichtigste zellulare Barriere fiir BE/DNA-Komplexe bestétigt werden. Ein
Einfluss des Herstellprotokolls der Lipid/DNA-Kongple (+/—US) auf die maximal
aufgenommene Plasmidmenge kann in diesen Studiahgefunden werden.
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4.2.5 Nukledre Aufnahme von pDNA

Nach der Aufnahme von +/— US DC®DNA-Komplexen in die Zelle werden diese entlang
der jeweiligen Aufnahmeroute (Clathrin- bzw. Cawsnbbhangige Endozytosewege)
intrazellular prozessiert. Untersuchungen zur Fssieeung von Lipid/DNA-Komplexen
wurden bereits in den Vorgangerarbeiten von Sedvaschneider begonnen und werden in
dieser Arbeit fortgefihrt. Die intrazellulare Digsation der Komplexe und somit die
Freisetzung der Plasmid-DNA aus dem Komplex mit d¢@tionischen Lipid ins Zytoplasma
wurde von Schneider mittels eines FRET-Assays dfuaett (Schneideret al. 2010). Es
konnte gezeigt werden, dass Lipid/DNA-Komplexe il@& SMC effizienter dissoziieren als
im MDCK II-Zellmodell (70 vs. 50 %). Fur den Fatlass nach der Dekomplexierung keine
weitere zellulare Transfektionshirde mehr vorhanidensollte die intrazellular freigesetzte
Plasmidmenge fur eine effiziente Transfektion in ®II-Zellen eigentlich ausreichend

sein.

Nach der Freisetzung der Plasmid-DNA ins ZytoplasieaZelle stellen der Transport zum
Zellkern und die nukleare Aufnahme die nachstegeiatien Schritte dar. Fir die quantitative
Untersuchung der nuklearen Aufnahme von Kompleigésetzter Plasmid-DNA wird die
»-Quantitative Imaging“~Methode herangezogen, die konfokale Fluoreszennsikkpie mit
computergestiitzter bildbasierter Analyse uber diellR€ofiler™ Software kombiniert
(vergleiche 1.4.2).

Um die Komplex-DNA intrazellular verfolgen zu kdmmevird diese nach 3.2.5 mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 kovalent markiert. Derfliss des Cy3-Labels auf die Integritat
der Plasmid-DNA wird zunachst in einem Kontrollexpeent in der Zelllinie A-10 SMC
gepruft.
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Abbildung 4-17: Einfluss des Cy3-Labels auf die Int  egritat der Plasmid-DNA
A-10 SMC wurden 5 h mit Cy3-gefarbten und ungefarbten DC 30°/DNA-Komplexen
inkubiert. Die Transfektion der Zellen wurde nach 48 h durchflusszytometrisch
bestimmt. Relative Transfektion bezogen auf die ungefarbte Komplexkontrolle
(n=3; + SEM).

Die kovalente Markierung der Plasmid-DNA beeinflugsvar deren Bioaktivitat, jedoch
bleibt eine Restaktivitat von 75 % erhalten. Vomeei vergleichbaren intrazelluléaren

Prozessierung von gefarbter wie ungefarbter Pla$iNd kann demnach ausgegangen

werden.

Fur die Studien zur nukledren Aufnahme von Cy3-Diérden A-10 SMC und MDCK II-
Zellen nach 3.9 mit +/- US Cy3-DNA-Komplexen inkettj nach 3, 5, 8, 12, 24 und 30 h
fixiert und die Zellkerne mit SYTOX Green gefarbt. AnschlieRend werden pro Zeitpunkt
und Probe 15-20 konfokale Bilder aufgenommen ulse nach 3.9.2 mittels der

CellProfiler™ Software quantitativ ausgewertet.
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4.2.5.1 CellProfiler ™-Analyse 1: Messung der Kernintensitat

Die nuklear aufgenommene Plasmidmenge wird durehMiessung der Cy3-Intensitat im
Zellkern quantifiziert. Das Prinzip der Bildanalysst schematisch in Abbildung 3.2
dargestellt. Nach Identifizierung und ProzessierdegZellkerne wird die Intensitat der Cy3-
Plasmid-DNA intranukledr in Relation zur unbehatetel Kontrolle gemessen. Fir die
Auswertung werden nur Kerne bericksichtigt, dergensitat oberhalb des Schwellenwerts
der unbehandelten Kontrollkerne + 2*SD liegt undmgoals Komplex-DNA-positiv zu
bewerten sind. Zunachst wird die Aufnahme der Cy8ADn die Zellkerne Uber die Zeit
verfolgt, um den Zeitpunkt der maximalen Kernaufmah zu bestimmen. In den
Folgeversuchen wird die Kernintensitat dann jeweilsn entsprechenden Zeitpunigta.d

analysiert.

In Abbildung 4-18A und B sind die Ergebnisse eirggasentativen Kinetikversuchs gezeigt.
Nach Inkubation der beiden Komplexpréaparationen- 4%) nimmt die Kernintensitat in
beiden Zelllinien bis zum Zeitpunki 4« zu. Dabei wird dieses Intensitatsmaximum in
A-10 SMC bereits nach 5 h erreicht, in MDCK Il erstch 8 h. In Abbildung 4-18C ist der
Zeitpunkt des Kernintensitatsmaximums fir A-10 SMGh) und MDCKII (8 h)
aufgeschlisselt. Die maximalen Kernintensitated siabei flr beide Komplexpraparationen
(+/- US) jeweils vergleichbar. Die unterschiedlicHerstellung der Lipid/DNA-Komplexe
hat demnach keinen Einfluss auf die maximal aufgenene Plasmidmenge pro Komplex-
DNA-positivem Zellkern. Die maximal nukledr aufgemmene Plasmidmenge ist dabei in
A-10 SMC hdoher als in MDCK IlI-Zellen, es befindétlsalso mehr Plasmid-DNA pro Cy3-
DNA-positiven Zellkern. In Abbildung 4-18C ist werhin der relative Anteil der Cy3-DNA-
positiven Zellkerne angegeben. Auch hier sind di€0ASMC den MDCK II-Zellen deutlich
Uberlegen, so ist komplexfreigesetzte Plasmid-DMA50 % der A-10 SMC-Kerne, aber
lediglich in 10 % der MDCK II-Kerne nachweisbar.
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Abbildung 4-18: Quantifizierung der nuklearen Aufna  hme von Cy3-DNA mittels Quantitative
Imaging - Kernintensitadtsmessung
A-10 SMC (A) und MDCK II-Zellen (B) wurden nach 3.9 mit + US (Kreise) und — US
(Dreiecke) Cy3-DNA-Komplexen inkubiert und die nukledre Cy3-Intensitat der Cy3-
positiven Kerne (Kontrolle + 2*SD) nach 3, 5, 8, 12, 24 und 30 h bestimmt.
Reprasentativer Versuch (+/— SD). Nukledre Cy3-Intensitat zum Zeitpunkt ty., flr
A-10 SMC (5 h) und MDCK Il (8 h) (n > 5; + SEM). Relativer Anteil (in %) der Cy3-
positiven Kerne im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ist angegeben.
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4.2.5.2 CellProfiler M-Analyse 2: Bestimmung der Anzahl an nukledren
Cy3-DNA-Partikeln

Neben der Quantifizierung der nukledren Aufnahme komplexfreigesetzter Plasmid-DNA
mittels der CellProfilé™-Kernintensitatsmessung wird ein zweiter Ansatzfolgt. Die
CellProfiler-Pipeline wird so programmiert, das€y3-DNA-Partikel“in den konfokalen
Bildern definiert und die Anzahl an kernassoziieri€y3-DNA-Partikeln gezahlt werden
(vgl. Abbildung 3.2).
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Anzahl Cy3-DNA-Partikel (1-15 Pixel)
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Abbildung 4-19: Quantifizierung der nukledren Aufna  hme von Cy3-DNA-Partikeln mittels
Quantitative Imaging - Partikelzahlung
A-10 SMC und MDCK IlI-Zellen wurden nach 3.9 mit +/- US Cy3-DNA-Komplexen
inkubiert und die Anzahl der zellkernassoziierten Cy3-DNA-Partikel (3 1 - 15 Pixel)
zum Zeitpunkt t.,. fir A-10 SMC (5 h) und MDCK 1l (8 h) bestimmt (n = 5; + SEM).
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Die Anzahl zellkernassoziierter Cy3-DNA-Partiket war in A-10 SMC groR3er als in
MDCK II, bei der Auswertung der Datensatze fallkeadings auf, dass die mittlere Cy3-
DNA-Partikelmenge im Zellkern im Vergleich zur iagellularen Gesamtpartikelmenge

aul3erst gering ist:
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Abbildung 4-20: Quantifizierung der zellularen und nukledren Aufnahme von Cy3-DNA-

Partikeln mittels Quantitative Imaging - Partikelz&hlung

A-10 SMC und MDCK IlI-Zellen wurden nach 3.9 mit +/- US Cy3-DNA-Komplexen
inkubiert und die Anzahl der intrazellularen sowie zellkernassoziierten Cy3-DNA-
Partikel (@ 1 - 15 Pixel) zum Zeitpunkt tyq fur A-10 SMC (5 h) und MDCK Il (8 h)
bestimmt (n = 5; + SEM).

Die Kernintensitatsdaten zeigen, dass Cy3-DNA im deellkern aufgenommen wird
(vergleiche Abbildung 4-18). Die Partikeldaten gk dies allerdings nicht wieder.
Definition von Cy3-DNA-Partikeln tiber die CellPrifi™ Software ist nur fiir Cy3-DNA-
Komplexe, die in vesikularen Strukturen, sprich &uamnen, lokalisiert ist, moglich. Im Zuge
der Freisetzung der Komplexe aus den EndosorardoSomal escapeind der simultan
ablaufenden Dissoziation der Plasmid-DNA vom Ligider, wird die ,partikelartige”
Struktur aufgehoben und kann folglich nicht mehs alblche aufgelést werden. Die
Partikeldaten deuten somit darauf hin, dass haciplish freie und nicht komplexgebundene

Cy3-DNA in den Zellkern aufgenommen wird.
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4.2.5.3 Bewertung der nuklearen Aufnahmeeffizienz

Um die Effizienz der nukledren Aufnahme in A-10 SM@d MDCK II-Zellen bewerten zu
kénnen, werden Kolokalisationsstudien von Cy3-DN#l dem Zellkern zum Zeitpunkt der
maximalen Kernaufnahme (A-10 SMC: 5 h; MDCK II: B @lurchgefuhrt und mittels der
ImageJ Software 1.42 der Manders KolokalisationSlkaent (Mn, bestimmit.

504
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Abbildung 4-21: Bestimmung des Manders Kolokalisati onskoeffizienten M . fir Cy3-DNA-
Komplexe/Zellkern in A-10 SMC und MDCK II-Zellen
A-10 SMC und MDCK lI-Zellen wurden nach 3.9 mit Cy3-DNA-Komplexen inkubiert
und die Zellkkerne mit SYTOX® Green gefarbt. Der  Manders
Kolokalisationskoeffizient M, fir Cy3-DNA/Zellkern wurde mittels der ImageJ
Software 1.42 bestimmt. (n = 3; + SEM).

Zum Zeitpunkt der maximalen nukledren Aufnahme vOGy3-DNA kolokalisiert in
A-10 SMC mehr Plasmid-DNA mit dem Zellkern als iDi@K 1l (M pyc, a-10= 37,0 +/— 2,8 %
VS. M, mock i1 = 25,7 +/- 3,4 %). Die Aufnahme von komplexfreigzser Plasmid-DNA
verlauft also im Positivmodell A-10 SMC effizientats im Negativmodell MDCK II und
stellt demnach einen weiteren limitierenden Faffiordie Transfektion von DC $IDNA-

Komplexen dar.
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4.2.5.4 Zusammenfassung und Diskussion

Die nukledre Aufnahme von dekomplexierter PlasmiAD wird in diesem Kapitel
quantifiziert und ihre Rolle als potentielle Tragisgionsbarriere fir DC 3UDNA-Komplexe
diskutiert.

Fur die Quantifizierung der nukledren Aufnahme Rasmid-DNA wird in dieser Arbeit die
computergestitzte bildbasiert®uyantitative Imaging“Methode verwendet. Eine ahnliche
bildbasierte Quantifizierungsmethode wurde von &let al. angewendet. Sie entwickelten
eine Methode namens CIDIGcdnfocal image-assisted three-dimensionally integta
guantification methaoyd bei der jeweils 30 Zellkerne in Form von z-staakeidimensional
nach Plasmid-DNA gescreent wurden (Algtaal. 2004). Unsere Bildanalyse beschrénkt sich
lediglich auf eine Bildebene des Zellkerns, allegs$i wird deshalb die Stichprobenmenge auf

500 — 2000 Zellkerne pro Analyse erh6ht, um diesagekraft der Ergebnisse zu verbessern.

Elegant ist der direkte Nachweis nukledrer PlasDiA mittels quantitativer real-time PCR
(QRT-PCR) (Coheret al. 2009, Ruponeret al. 2009). Eine kovalente Markierung der
Plasmid-DNA, die immer eine Beeinflussung der Bioatit der DNA hinsichtlich
intrazellularer Prozessierung wie auch Transkriptioit sich bringt, ware dann hinfallig
(Gasiorowski & Dean 2005, Slattuet al. 2003, Zelphatet al. 1999). Die gRT-PCR gehort
molekularbiologisch zwar zu den Standardmethod&niniunserer Arbeitsgruppe allerdings
nicht etabliert. Da neben der nukledren Aufnahmehalie intrazellulare Prozessierung der
Plasmid-DNA anhand von Kolokalisationsstudien mittsprechend gefarbten zelluléaren
Kompartimenten genauer untersucht werden solldistdirekte Markierung der Plasmid-
DNA unumganglich (Schneider & Suss 2010). Nebenkdalenten Plasmidmodifizierung
gewinnen in-situ Hybridisationstechniken zur ingtziaren Darstellung von Plasmid-DNA
immer mehr an Bedeutung, da die Plasmid-DNA hist each dem Hybridisierungsschritt in
ihrer Aktivitat beeintrachtigt wird (Dean 1997, Gaswski & Dean 2005).

Die nukleare Aufnahme von Cy3-gefarbter Plasmid-DiN#d in der vorliegenden Arbeit

Uber eine Kernintensitatsmessung verfolgt. Von reivergleichbaren intrazellularen

Prozessierung von gefarbter wie ungefarbter DNAdvainsgegangen (vergleiche Abbildung
4-17). Uber die Zunahme der Cy3-Kernintensitat kammit unmittelbar die nukleare

Aufnahme der Cy3-DNA verfolgt und bewertet werdeergleiche Abbildung 4-18A).

Die Intensitats-Zeit-Verlaufe der +/—US-Komplexpa#ationen in beiden Zelllinien

verhalten sich spiegelbildlich: so &hnelt die + Ki@ve in A-10 SMC der — US-Kurve in
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MDCK Il und umgekehrt. Diese Kurvenverlaufe lassgoh mit den Partikelgrol3en der
eingesetzten Lipid/DNA-Komplexe sowie dem Endozgteshalten der beiden Zellmodelle
erklaren. Wie bereits in Abschnitt 4.1 gezeigt, bkivdie Ultraschallbehandlung der
Ausgangsliposomen eine Verkleinerung der nach demgpdexierung mit Plasmid-DNA
entstehenden Lipid/DNA-Komplexe. Die Clathrin-abgiée Endozytose wird im Vergleich
zur Caveolae-Prozessierung in der Literatur alsi@ltdr Prozess beschrieben (Rejnedral.
2005, Rejmaret al. 2004). Die eingesetzten +/— US Lipid/DNA-Komplei@gen mit ihren
PartikelgréRen im Bereich der Clathrin- und Cavedaozessierung. Dabei werden durch die
Ultraschallbehandlung der Ausgangsliposomen mehngdexe in den Grol3enbereich der
Clathrin-abhé@ngigen Endozytose verschoben. Diesedemein der Clathrin-dominanten
Zelllinie A-10 SMC folglich besser aufgenommen prdzessiert als groRere Komplexe der
— US-Préaparation  (vergleiche 4.2.2). Die schnelleoz@ssierung der kleineren
Komplexfraktionen bedingt den schnelleren Anstieg idernintensitatskurve und das scharfe
Intensitatsmaximum nach bereits 5 h. Im Vergleiaauliefert die unbehandelte Praparation
durch héhere Caveolae-Beteiligung einen breiterarvé&nverlauf. In MDCK II-Zellen trifft
das Gegenteil zu: hier werden gréRere Komplexeydieallem in der — US-Praparation zu
finden sind, durch die Caveolae-Dominanz in MDCKhQévorzugt aufgenommen und
prozessiert. Das Kernintensitatsmaximum ist entspned der langsameren Prozessierung via
Caveolae daher erst nach 8 h erreicht. Inkubatien udtraschallbehandelten Praparation
bedingt in MDCK Il die Verbreiterung der Kernintédsskurve durch die zusatzliche
Beteiligung der Clathrin-Prozessierung. Da in ASBIC die Clathrin- tber die Caveolae-
Prozessierung dominiert, findet sich das Kernintatsmaximum fir beide Praparationen
(+/— US) nach 5 h. Im Umkehrschluss zeigt das kitatsmaximum nach 8 h die Caveolae-
Dominanz in MDCK II.

In einem weiteren Ansatz wurde versucht, die nukld@lasmid-Aufnahme Uber die Cy3-
DNA-Partikelzahlung zu verfolgen. Diese Strategiwesst sich hierfur als nicht brauchbar,
da Cy3-DNA-Partikel in dem Sinne nicht im Zellkerdetektiert werden kdonnen.
Tragergebundene Plasmid-DNA ist intrazellular adstigelformige Struktur in vesikularen
Kompartimenten erkennbar (vergleiche Abbildung 4MN&ch Dissoziation der Plasmid-DNA
aus dem Komplex mit dem kationischen Lipid ist diesrukturell nicht mehr greifbar und
somit mittels der CellProfilé¥ Software auch nicht mehr auflésbar. Von der nuklea
Aufnahme tragergebundender Plasmid-DNA ist laugraitur nicht auszugehen (Elouahabi &
Ruysschaert 2005). Die wenigen dennoch im Zellkdetektierten Cy3-DNA-Partikel
konnten Artefakte aus der CellProfilBrAnalyse darstellen, Beriihrung von Cy3-DNA-
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Partikel und Zellkern in nur einem Bildpunkt istrfidie positive Bewertung der
Zellkernassoziation ausreichend, so dass hier Keartin unmittelbarer Zellkernnahe

falschlicherweise miteingeschlossen worden seimtgim

Die Studien zur nukledren Aufnahme von komplextsgjzter Plasmid-DNA zeigen weitere
wichtige Unterschiede der beiden Zellmodelle A-1PIG und MDCK II: die nukleare

Aufnahme unterscheidet sich zunéchst einmal in Qemantitdt, also der pro Kern
aufgenommenen Plasmidmenge, zum anderen in dexidgiffi, also dem prozentualen Anteil

der nuklearen Plasmid-DNA bezogen auf die intrak@le Gesamtmenge.

Im Negativmodell MDCK Il ist nicht nur die zellu&y sondern auch die nukleare Aufnahme
von Plasmid-DNA reduziert und stellt somit eine e zellulare Barriere fur DC 3MNA-

Komplexe dar.

4.2.6 Einfluss der Zellteilung auf die Transfektion von DC 30°/DNA-

Komplexen

Die Aufnahme der Plasmid-DNA in den Zellkern steldine weitere wichtige
Transfektionsbarriere fiir DC 3MNA-Komplexe dar. Fiir die nukleare Aufnahme werden
verschiedene Mechanismen diskutiert (vgl. 1.3.4¢r Rellteilung wird dabei eine grol3e
Rolle zugeschrieben: in der Mitosephase des Zdligsywird die Zellkernmembran abgebaut
und somit passive Diffusion von Plasmid-DNA in détellkern“ erleichtert (Brunneet al.
2000).

Der Einfluss der Zellteilung auf die Transfektiofiizéenz von DC 38/DNA-Komplexen
wird im Folgenden in der Zelllinie A-10 SMC untecs. Die Teilung der Zellen wird durch
FCS-Verarmung unterdriickt und diese somit in deiGGPhase des Zellzyklus arretiert.
Durch Reduktion der Serummenge im Medium von 20#0a75 % kann die Zellteilung in
A-10 SMC bei akzeptabler Zellviabilitat erfolgreicimterbunden werden. Nach 36stundiger
FCS-Verarmung werden die Zellen mit DC*ASEGFP-Komplexen 5 h inkubiert und die
Transfektion der Zellen nach 24 h durchflusszytoset bestimmt (vgl. 3.7.6).
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Abbildung 4-22: Einfluss der Zellteilung auf die Tr  ansfektion von DC 30 ®/pEGFP-KompIexen in
A-10 SMC

Wachstumskurve von A-10 SMC unter FCS-Verarmung (A). Die Zellteilung von A-10
SMC wurde durch FCS-Entzug (Endkonzentration 0,75 %) Uber 36 h unterdriickt.
AnschlieBend wurden die Zellen 5h mit DC 30°/pEGFP-Komplexen inkubiert und
die zellulare Transfektion nach 24 h durchflusszytometrisch bestimmt (B). Relative
Transfektion bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle (n = 3; + SEM).

Die Transfizierbarkeit von A-10 SMC wird durch déeretierung der Zellen in der ¢35;-

Phase nicht negativ beeinflusst. Die beobachteta@me der Anzahl transfizierter Zellen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erklart sidarch die weiterhin stattfindende
Zellteilung im Kontrollwell im Gegensatz zur konstan Zellzahl im FCS-verarmten Well.
Die nukledre Aufnahme von Plasmid-DNA ist somithmiczon der Zellteilung abhangig.

Vielmehr liegt die Vermutung nahe, dass die einggsd’lasmid-DNA aktiv in den Zellkern
aufgenommen wird.
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Nukledre  Aufnahme erfolgt entweder aktiv (energhgalgig) oder passiv
(energieunabhangig) Uber den Kernporenkomplex (NPE&gie Diffusion durch die
Kernmembranporen ist dabei nur fir Molekile < 10 (emsprechend 40 — 60 kDa) mdglich,
alle anderen bendétigen einen aktiven Transportnmesimaus (van der Aat al. 2006). Mit
einer VektorgroBe von 4,7 kb (entsprechend 310 kBeg pEGFP-C1-Konstrukts kann
passive Diffusion durch die Kernmembranporen alénAimemechansimus ausgeschlossen
werden. In den Arbeiten von Dean et al. konnte igezeerden, dass fur die nukleare
Aufnahme von SV 40-Plasmid-DNA eine 72 bp-Sequenzr dEnhancer-Region
hauptverantwortlich ist. Diese besitzt mehrere Bstdllen fur NLS-Proteine wie Importin-
(Dean et al. 1999). Der in der vorliegenden Arbeit eingesefziEEGFP-C1-Vektor enthalt
unter anderem den SV 40-Replikationsursprung, terfid die aktive nukledre Aufnahme
erforderliche 72 bp-Sequenz in der Enhancer-Retyigt (siehe Abbildung 1-2). Daher kann
der Schluss gezogen werden, dass der pEGFP-Vektioria den Zellkern aufgenommen

wird.

4.2.7 Transgenexpression nach +/— US DC S(bEGFP-Transfektion

Fur eine erfolgreiche Genexpression ist neben deinaghime der Plasmid-DNA in den
Zellkern eine effiziente Transkription in die mRNAit anschlieRender ribosomaler
Translation in das codierte Protein erforderlich. mU die Effizienz  der

Expressionsmaschinerien der beiden Zellmodelle AMC und MDCK Il miteinander zu

vergleichen, wird die EGFP-Expression nach Trargiek der Zellen mit

+/— US DC 36/DNA-Komplexen als potentielle nachste intrazeltalBarriere untersucht.

A-10 SMC und MDCK lI-Zellen werden nach 3.7.3 mit-tJS DC 36/DNA-Komplexen
inkubiert und die EGFP-Expression Uber 96 h analog Kinetikversuch bestimmt. Um die
Proteinexpressionslevel der transfizierten Zelleallhdngig von den Transfektionsraten zu
analysieren, werden zu den verschiedenen Zeitparsieachst die erfolgreich transfizierten
Zellpopulationen gegatet und die jeweiligen Exparsdevel anhand des Geometrischen

Mittels der Fluoreszenzintensitatspeaks ausgewertet
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Abbildung 4-23: Bestimmung  der  EGFP-Expressionsleve | nach  Transfektion  von

+/-US DC 30®/pEGFP-K0mpIexen in A-10 SMC und MDCK II-Zellen

A-10 SMC (weiRe Balken) und MDCK lI-Zellen (schwarze Balken) wurden 5 h mit
+US (A) bzw. -US (B) DC 30®/DNA-K0mpIexen inkubiert. Die EGFP-
Expressionsstarke der Zellen wurde nach 12, 24, 48, 72 und 96h
durchflusszytometrisch anhand des Geometrischen Mittels der EGFP-
exprimierenden Zellpopulation bestimmt (n = 3; + SEM).

Die EGFP-Expressionslevel sind in der Zelllinie 8-3MC fir beide Komplexpréparationen

vergleichbar (+ US: 19,0 vs. — US: 20,5), maxinfateteinexpression ist nach 48 h erreicht.

Im Gegensatz dazu erzielt die unbehandelte Prapariat MDCK 1l-Zellen nach 48 h bereits

hohere Expressionsraten als die ultraschallbehnBedparation (17,9 vs. 9,7) und Ubersteigt

zum Zeitpunkt t =72 h sogar die Raten in A-10 SNAQ. bericksichtigen bleibt, dass zu

diesem Zeitpunkt weniger als 1% erfolgreich tremmsite MDCK II-Zellen vorliegen
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(vergleiche Abbildung 4-11A). Sofern Lipid/DNA-Korigxe alle vorgeschalteten
Transfektionsbarrieren in MDCK Il Uberwinden unce dPlasmid-DNA erfolgreich in den
Zellkern aufgenommen wird, kann diese auch effiziebgeschrieben und das Transgen

exprimiert werden.

Die EGFP-Expression ist im Positivmodell A-10 SM@rdits zu friheren Zeitpunkten
(t = 12 h) detektierbar und zu diesen signifikaétlser als im Negativmodell MDCK Il. Wie

bereits in Abschnitt 4.2.5.4 diskutiert resultieie schnellere und gleichzeitig effizientere
intrazellulare Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexazw. der freigesetzten Plasmid-DNA

letztendlich in friherer und stéarkerer Transgenesgion in A-10 SMC.

4.2.8 Steigerung der zellularen Aufnahme von DC 3%DNA-Komplexen im
Zellmodell MDCK I

Die zellulare Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen wardereits als wichtigste zellulare
Transfektionsbarriere identifiziert (vgl. 4.2.2).ieDSteigerung dieser sollte demnach die
Transfektionseffizienz von DC S(DNA-Komplexen im Negativmodell MDCK Il giinstig

beeinflussen.
Es werden 2 Ansatze verfolgt:

e Unspezifische Steigerung der zellularen AufnahmerclduModifikation von
Lipid/DNA-Komplexen mit dem zellpenetrierenden Re@ATp

» Spezifische Stimulation der Clathrin- bzw. Caveaééangigen Endozytose durch
Einsatz von Endozytoseenhancern (Saponinum albuth @d Lactosylceramid
(Cav))

Die Versuche zur Steigerung der zellularen Aufnahwom DC 3¢/DNA-Komplexen
beschréanken sich dabei auf das Negativmodell MDICKI& unter Standardbedingungen
bereits fast 100 % aller A-10 SMC (Positivmodelpid/DNA-Komplexe aufnehmen.
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4.2.8.1 Modifizierung von DC 30°/DNA-Komplexen mit TATp

Das TAT-Protein (TATp) vermittelt unspezifisch di€ransduktion von gebundenen
Molektlen in die Zelle. Die erfolgreiche Modifizieng von Lipid/DNA-Komplexen
(PC/Chol/DOTAP/pNP-PEG-PE 7:3:1:0,05 (mol/mol) kdexpert mit pEGFP-N1 (10:1
(m/m)) mit dem TATp wurde in den Arbeiten von Talithet al. beschrieben und effiziente
Transfektion sowohin vitro als auchn vivo gezeigt (Torchilinet al. 2003). In Anlehnung an
die Arbeiten von Doris Zimmer aus der eigenen Adgguppe wird die Modifizierung von
DC 30°/DNA-Komplexen mit dem zellpenetrierenden PeptidTpAnach der modifizierten
SPIT-Methode nach 3.7.8 durchgefuhrt. Die zellulitgnahme sowie die Transfektion der

modifizierten Komplexe wird im Negativmodell MDCKnach 3.7.1 bzw. 3.7.3 bestimmt.

150+ 150+
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Abbildung 4-24: Einfluss der TATp-Modifizierung von DC 30®/DNA-K0mpIexen auf die zellulare

Aufnahme und Transfektion von MDCK II-Zellen

DC 30®/(Cy3-) DNA-Komplexe wurden nach 2 Protokollen mittels der modifizierten
SPIT-Methode (sterol-based post insertion technique) mit 5 — 20 mol% TATp - Mal-
PEG-Chol-Anker-Konjugat  bezogen auf das  Gesamtlipid modifiziert:
(bC 30° + DNA) + TATp bzw. (DC 30° + TATp) + DNA. MDCK II-Zellen wurden fir
5 h mit den entsprechenden Komplexen inkubiert. Die zellulare Aufnahme (A) wurde
nach 5h und die Transfektion (B) nach 24 h durchflusszytometrisch bestimmt.
Relative zellulare Aufnahme bzw. Transfektion bezogen auf die unbehandelte
Komplexkontrolle (n = 2; + SEM).

Die Oberflachenmodifizierung von Lipid/DNA-Komplexemit dem Protein TATp fihrt zu
keiner Steigerung der zellularen Komplexaufnahmee \&@us den Aufnahmeversuchen
anzunehmen, hat die TATp-Modifizierung ebenfallsnka positiven Einfluss auf die
Transfektionsraten von DC #DNA-Komplexen im Zellmodell MDCK II. Selbst eine
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Erhéhung der eingesetzten Anker-TATp-Konjugat-Mernge 5 auf 20 mol% bezogen auf
das Gesamtlipid erbringt keine Verbesserung déulaetn Aufnahme (Daten nicht gezeigt).

4.2.8.2 Einsatz von Endozytoseenhancern

Als Endozytoseenhancer werden als Clathrin-EnhaeiceSaponingemisch aw@ypsophila
paniculata L.(Saponinum album) aus der Forschungsgruppe vomHséatthias F. Melzig
(Pharmazeutisches Institut, Freie Universitat Bg¢rBowie Lactosylceramid als Caveolae-

Enhancer eingesetzt.

Saponinum album wird selbst tGber Clathrin-abha&n@igdozytose internalisiert (Wereg al.
2009). Die Steigerung des Clathrin-abhangigen Eytdseweges beruht dabei weniger auf
einer direkten Zunahme der Clathrin-vermitteltenfrialhme sondern auf einer verbesserten
intrazellularen Freisetzung aus dem endosomalete®@ysSaponinum album reichert sich auf
Grund des amphiphilen Charakters in der endosonMénbran an und begunstigt somit die
intrazellulare Freisetzung von kointernalisiertenlékulen (Bachraet al.2011).

Das Glycosphingolipid Lactosylceramid dient zum eain fluoreszenzmarkiert als
Endozytosemarker, da es lUber Caveolae-abhangigeziande aufgenommen wird, triggert
aber gleichzeitig auch die zellulare Caveolae-Abmaroute (Purket al. 2001, Singhet al.
2003). Als Mechanismus wird eine durch Lactosyloedabedingte Reorganisation (Clustern)
der Lipide und Signalproteine in der Plasmamemigiigkutiert, wodurch membranstandige
Kinasen wie Src oder PKC aktiviert und Caveolaedaigige Endozytosewege ausgelost
werden kénnen (Sharne al. 2004).

Die verwendeten Endozytoseenhancer wurden in Vgeyanbeiten bereits hinsichtlich der
einzusetzenden Konzentrationen charakterisiertr(@deret al. 2010). Bei den Enhancer-

Versuchen liegt die Zellviabilitat stets > 95 %.
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Abbildung 4-25: Einfluss von Endozytoseenhancern au f die Viabilitat von MDCK II-Zellen
MDCK llI-Zellen wurden mit den Endozytoseenhancern Saponinum album (ce) und
Lactos(g/lceramid (laccer) nach Tabelle 3-3 prainkubiert und anschlieBend 5 h mit
DC 30 /DNA-KomPIexen koinkubiert. Die Zellviabilitat wurde anschlieRend mittels

des CellTiterGlo'V-Assays bestimmt. Relative Viabilitit bezogen auf die
unbehandelte Komplexkontrolle (n = 3; + SEM).

Der Einfluss der Endozytoseenhancer Ce und Laadedia zellulare Aufnahme wird nach
3.7.7 bestimmt. MDCK II-Zellen werden mit —US DG®ZDNA-Komplexen und den
Endozytoseenhancern nach Tabelle 3-3 koinkubierd uwtie zellulare Aufnahme

durchflusszytometrisch bestimmt.
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Abbildung 4-26: Einfluss von Endozytoseenhancern au f die =zellulare Aufnahme von
Cy3-DC 30®/DNA-KompIexen in MDCK II-Zellen
MDCK lI-Zellen wurden mit den Endozytoseenhancern Saponinum album (ce) oder
Lactosylceramid (laccer) und — US Cy3-DC 30®/DNA-KompIexen 5 h koinkubiert. Die
zellulare Aufnahme wurde anschlieend durchflusszytometrisch bestimmt. Relative
zellulare Aufnahme bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle (n = 3; + SEM).
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Durch Koinkubation von DC 3UDNA-Komplexen mit den Endozytoseenhancern Ce und
Laccer kann die zellulare Komplexaufnahme in MDGHellen signifikant gesteigert
werden. Dabei wird erwartungsgemal die Komplexdufreaiiber den bevorzugt betriebenen

Caveolae-Endozytoseweg starker beeinflusst (Fakiovs. 1,3).

Neben den Untersuchungen zum Einfluss der Endozgtdmncer auf die zellulare
Aufnahme von DC 3DNA-Komplexen in MDCK II-Zellen wird parallel dazder Einfluss
auf die nukleare Aufnahme der Plasmid-DNA betrachimfir werden MDCK II-Zellen
nach 3.7.7 mit den Endozytoseenhancern Saponinoumalce) und Lactosylceramid (laccer)
sowie DC 38/(Cy3-) DNA-Komplexen inkubiert und nach 3.7.7 b9.2 analysiert.
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Abbildung 4-27: Einfluss von Endozytoseenhancern au f die nukleare Aufnahme von Cy3-DNA
MDCK llI-Zellen wurden nach 3.7.7 mit den Endozytoseenhancern Saponinum album
(ce) und Lactosylceramid (laccer) und —US Cy3-DC 30®/DNA-K0mpIexen 5h
koinkubiert. Die nukledre Aufnahme von Cy3-DNA wurde nach 8 h mittels
~Quantitative Imaging“ bestimmt. Bestimmung der mittleren Cy3-Kernintensitat (A)
sowie der Anzahl Cy3-positiver Kerne (B). Relative Ergebnisse bezogen auf die
unbehandelte Komplexkontrolle (n = 3; + SEM).

Nach Koinkubation von DC 30DNA-Komplexen mit den Endozytoseenhancern sind im
Vergleich zur unbehandelten Komplexkontrolle jeweihdhere Cy3-Kernintensitaten
messbar, es befindet sich demnach mehr Plasmid-PMACY3-positivem Zellkern. Der
Anteil plasmidpositiver Kerne kann zwar durch belffehancer gesteigert werden, allerdings
zeigt der Clathrin-Enhancer hier tiberraschendeemeisen deutlich starkeren Effekt (Faktor
1,8 vs. 1,4).
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AbschlieBend wird der Einfluss der EndozytoseendanSaponinum album (ce) und
Lactosylceramid (laccer) auf die Transfektion voBEK Il-Zellen untersucht.

250+ **

Fluoreszierende Zellen (%)

lipo ce laccer

Abbildung 4-28: Einfluss von Endozytoseenhancern au f die Transfektion von DC 30 ®/pEGFP-
Komplexen in MDCK |l
MDCK llI-Zellen wurden mit den Endozytoseenhancern Saponinum album (ce) oder
Lactosylceramid (laccer) und — US Cy3-DC 30°/DNA-Komplexen 5 h koinkubiert. Die
Transfektion der Zellen wurde nach 24 h durchflusszytometrisch bestimmt. Relative
Transfektion bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle (n = 3; + SEM).

Die Transfektion von MDCK lI-Zellen kann durch d&msatz beider Endozytoseenhancer
im Vergleich zur unbehandelten Komplexkontrolle tgggert werden. Die Zunahme der
Transfektionsrate (Faktor 1,4 (laccer) bzw. 1,8)(kerreliert dabei nicht mit der Steigerung
der zellularen Aufnahme (Faktor 2,1 vs. 1,3), ab#rder Erh6hung der nuklearen Aufnahme
(Faktor 1,4 (laccer) bzw. 1,8 (ce)). Die Zunahme Beansfektionsrate in MDCK Il-Zellen

lasst sich demnach weniger durch die Steigerungelularen Aufnahme von Lipid/DNA-

Komplexen erklaren, vielmehr scheint dies aussBhtk auf die Steigerung der nukledren

Aufnahme der Plasmid-DNA zuriickzufiihren zu sein.
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4.2.8.3 Zusammenfassung und Diskussion

Die zellulare Aufnahme als wichtigste Transfektiomsiere von DC 3WDNA-Komplexen

soll in diesem Kapitel mit Hilfe zweier Strategi@m Negativmodell MDCK Il gesteigert
werden: Oberflachenmodifizierung der Komplexe metrdzellpenetrierenden Peptid TATp
sowie Steigerung der zellularen KomplexaufnahmeclduBtimulation der beteiligten

Endozytosewege.

Durch die TATp-Modifizierung der Komplexe kann kegnositiver Effekt auf die zellulare
Komplexaufnahme und folglicherweise auch nicht adfe Transfektionseffizienz

nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu kann die zellulare Komplexaufrealimd in Konsequenz die nukleare
Aufnahme der Plasmid-DNA sowie die Transfektion WBCK II-Zellen nach Einsatz der
Endozytoseenhancer Saponin und Lactosylceramideigest werden. Die zellulare
Komplexaufnahme wird im Caveolae-dominanten ZellelofDCK Il durch den Caveolae-
Enhancer Lactosylceramid deutlich starker beeisflusls durch den Clathrin-Enhancer
Saponin. Der Einfluss der Endozytoseenhancer awd dukleare Aufnahme von
komplexfreigesetzter Plasmid-DNA ist zundchst duraie gesteigerte zellulare
Komplexaufnahme bedingt, durch die grol3ere inthalZzee Plasmidmenge kann
folglicherweise auch mehr in den Zellkern prozessierden. Erstaunlicherweise entspricht
die Steigerung der nukledren Aufnahme bzw. der Sfedtionsraten nicht der Zunahme der
zellularen Komplexaufnahme. Um die Effizienz detramellularen Prozessierung von
DC 3°/DNA-Komplexen entlang der Clathrin- bzw. CaveoRedte hinsichtlich
erfolgreicher Transfektion zu charakterisieren, deer die relativen Transfektionseffizienzen
TErel, ct bzW. TEre cav (TE 1l = Transfektionsrate/zellulare Aufnahmerate [%]) die beiden
Enhancer berechnet. So zeigt sich dass die durchodyceramid stimulierte Caveolae-
Prozessierung trotz des starken Effekts auf die pdexaufnahme der Clathrin-Prozessierung
in ihrer Effizienz unterlegen ist (T& cav=10,3% bzw. TE; «=20,9 %). Fur eine
erfolgreiche Transfektion von Lipid/DNA-Komplexestidemnach nicht nur die zellulare
Aufnahme an sich sondern auch die Aufnahmeroutatii@h- bzw. Caveolae-abhangige

Endozytose) entscheidend.

Obwohl die Transfektion von MDCK IlI-Zellen durchrdé€&insatz der Endozytoseenhancer
gesteigert werden konnte, liegen die erreichtemSfektionsraten dennoch unter 10 % (Daten

nicht gezeigt).



106 |Ergebnisse und Diskussion

4.2.9 Bewertung der Clathrin-Prozessierung

Um die Relevanz der Clathrin-Prozessierung hinbatheffizienter zellularer Transfektion
von DC 3F/DNA-Komplexen zu priifen, werden im Clathrin-donmiten Positivmodell
A-10 SMC Endozytoseinhibitorversuche durchgefuHfingesetzt werden hier wieder
Chlorpromazin als Clathrin-Inhibitor, Genistein azaveolae-Inhibitor sowie Methyj-

Cyclodextrin als Inhibitor beider Endozytosewege.

A-10 SMC werden nach 3.7.1 vorbereitet und nach7@ben den Lipid/DNA-Komplexen
mit den Endozytoseinhibitoren nach Tabelle 3-2 bD&d. Der Einfluss der
Endozytoseinhibitoren auf die zellulare Aufnahmen vioC 3¢*/DNA-Komplexen wurde
bereits in Abschnitt 4.2.2 dargestellt. Weiterhimdiparallel dazu die nukleare Aufnahme der
Plasmid-DNA nach 3.8.2 sowie die Transfektion delteh nach 3.7.3 analysiert.
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Abbildung 4-29: Einfluss von Endozytoseinhibitoren auf die nukledre Aufnahme von Cy3-DNA

A-10 SMC wurden nach 3.7.7 mit den Endozytoseinhibitoren Chlorpromazin (clz),
Genistein (gen) und Methyl-B-Cyclodextrin (mbcd) nach Tabelle 3-2 prainkubiert und
anschlieBend mit +US (weile Balken) und —US (schwarze Balken) Cy3
DC 30°/DNA-Komplexen 5 h koinkubiert. Die nukleare Aufnahme von Cy3-DNA
wurde nach 5 h mittels ,Quantitative Imaging” bestimmt. Kernintensitatsmessungen:
Bestimmung der mittleren Cy3-Kernintensitat (A, C) sowie der Anzahl Cy3-positiver
Kerne (B, D). Relative Ergebnisse bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle
(n =3; + SEM).

Die mittlere Cy3-Kernintensitat und somit die maa&lm nuklear aufgenommene
Plasmidmenge in den Cy3-positiven Zellkernen wiitt beide Komplexpraparationen
lediglich durch den Caveolae-Inhibitor Genisteireibflusst. Allerdings wird der Anteil an
Kernen, die Cy3-DNA enthalten, durch die eingesetahhibitoren signifikant reduziert. Der
Clathrin-Inhibitor Chlorpromazin zeigt dabei gemd® Clathrin-Dominanz des Zellmodells
A-10 SMC einen starkeren Effekt als der Caveoldmbitor Genistein (57,6 +/— 7,5 % bzw.
76,0 +/— 7,8 %).
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Der direkte Vergleich der % positiven Zellkerne gtei dass die Prozessierung der
+ US-Komplexe tendenziell durch den Clathrin-IntebiChlorpromazin starker beeinflusst
wird als die der — US-Komplexe (52,3 +/- 0,9 vs,862/— 3,9 %). Im Umkehrschluss ist der
Einfluss des Caveolae-Inhibitors Genistein bei bdtion der — US-Komplexpraparation
groBer (70,5+/-3,9 vs. 815+/-3,9%). Als Eud hierfir kann wieder die
gréRenabhangige Aufnahme und Prozessierung vord/DNiA-Komplexen herangezogen
werden (Rejmaret al. 2004): die + US-Praparation enthalt einen groR&weteil kleinerer
Komplexfraktionen (< 200 nm), die vermehrt Gber tBian-Strukturen prozessiert werden,
wohingegen die — US-Préparation mehr Komplexe idf¥38nbereich von > 200 nm enthalt,
die praferentiell in die Caveolae-Route passerg(eahe 4.2.5.4).

Die Kerndaten zeigen, dass prinzipiell beide Aufmalouten fir Lipid/DNA-Komplexe
(Clathrin- und Caveolae-abhéngige Endozytose) zeitketn prozessieren. Nichtsdestotrotz

scheint die Prozessierung via Clathrin fur eindizienhten Kerntransport relevanter zu sein.

Weiterhin wird der Einfluss der Inhibitoren bzw.rdmdozytotischen Prozessierung auf die
Transfektionsraten von +/— US DC®DNA-Komplexen betrachtet.
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Abbildung 4-30: Einfluss  von  Endozytoseinhibitoren auf  die  Transfektion  von

+/— US DC 30°/pEGFP-Komplexen in A-10 SMC

A-10 SMC wurden mit den Endozytoseinhibitoren Chlorpromazin (clz), Genistein
(gen) und Methyl-B-Cyclodextrin (mbcd) prainkubiert und anschlieend mit + US
(weiRe Balken) und —US (schwarze Balken) DC 30°/DNA-Komplexen 5 h
koinkubiert. Die Transfektion der Zellen wurde nach 48 h durchflusszytometrisch
bestimmt. Relative Transfektion bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle
(n=3; + SEM).
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Die Transfektion von A-10 SMC durch +/— US DC*BSEGFP-Komplexe wird durch die
eingesetzten Endozytoseinhibitoren Chlorpromazuh @enistein reduziert. Eine erfolgreiche
Transfektion von A-10 SMC scheint demnach pringipigber beide Endozytosewege
maoglich zu sein. Analog zu den Kerndaten hat dethCin-Inhibitor einen starkeren Effekt
auf die Transfektion der ultraschallbehandelterp&tion (54,1 vs. 86,6 %), der Caveolae-
Inhibitor hingegen auf die der unbehandelten Pedpar (68,6 vs. 75,1 %). Der additive
Einfluss des Clathrin- und Caveolae-Inhibitors MgetCyclodextrin auf die
Transfektionshemmung ist analog zum Aufnahmeversmethweisbar. In logischer
Konsequenz reduziert die vorausgehende Hemmung zddluldren Aufnahme von
Lipid/DNA-Komplexen die intrazellular zur Verfugungtehende Plasmid-DNA-Menge und

beeinflusst somit unmittelbar die zu erreichendean$fektionsraten der Zellen.

4.2.9.1 Zusammenfassung und Diskussion

In diesem Kapitel wird die Bedeutung der Endozytasge Clathrin bzw. Caveolae beztiglich
effizienter Transfektion von Lipid/DNA-Komplexen irdellmodell A-10 SMC untersucht.
Durch den Einsatz von Endozytoseinhibitoren wird dellulare Aufnahme der Komplexe
gehemmt und die Auswirkungen auf den Kerntranspedwie die erreichten
Transfektionsraten im Vergleich zur unbehandeltemidlexkontrolle bewertet. Generell hat
die Inhibition der Clathrin-abhéngigen Endozytose Gegensatz zur Caveolae-Inhibition
einen gréReren Einfluss auf die erreichten Trangfe&raten in A-10 SMC. In einer Clathrin-
dominanten Zelllinie ist dies zu erwarten, nich&d&otz unterstreichen die Ergebnisse die
Rolle der Clathrin-Prozessierung hinsichtlich egfelcher zellularer Transfektion. Die guten
Transfektionsergebnisse von DC*ADNA-Komplexen in A-10 SMC sind augenscheinlich

auf die Clathrin-Dominanz dieser Zelllinie zurtckizuren.

Ahnliche Ergebnisse wurden fir Lipid/DNA-Komplexergleichbarer Struktur (kationisches
Lipid/neutrales Helferlipid) erzielt: So konnte uia den Arbeiten von Zuhorn et al. gezeigt
werden, dass fur die Transfektionseffizienz von SADOPE-Komplexen die Clathrin-
abhangige Prozessierung essentiell ist (Zulairal. 2002). Mit der Relevanz der Clathrin-
Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen befasst sith Literatur intensiv (Elouahabi &
Ruysschaert 2005, Frierad al. 1996, Rejmaret al. 2005). Fir DC 3&%DNA-Komplexe wird
eine Prozessierung Uuber Clathrin- und Caveolaerappé Endozytose beschrieben

(Schneider 2010) und soll im Folgenden detaillrentgtersucht werden.
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4.2.10 Intrazellulére Prozessierung von DC 38/DNA-Komplexen

4.2.10.1 Konfokale Kolokalisationsstudien zur Prozessierug von Lipid/DNA-

Komplexen dber Clathrin- und Caveolae-abhéngige Endzytosewege

DC 30°/pEGFP-Komplexe werden {iber Clathrin- und Cavealigingige Endozytose in die
Zellen aufgenommen und entlang dieser Endozytosamointrazellular prozessiert. In

Vorgéangerarbeiten wurden diese bereits grundleghatakterisiert (Schneider 2010).

Die Beteiligung der Clathrin- bzw. Caveolae-abhgegi Endozytosewege an der
Prozessierung von +/— US DC®DNA-Komplexen wird in der vorliegenden Arbeit mit
Hilfe von konfokalen Kolokalisationsstudien fur dielimodelle A-10 SMC und MDCK I
detaillierter bewertet und tUber die Manders Koldalonskoeffizienten quantifiziert. Als
intrazellulare Marker fir die untersuchten Endoggieege werden in der Literatur LAMP1
(lysosomal membrane associated proteirfilr die Clathrin-Prozessierung und Caveolin-1
(Cav-]) fur die Caveolae-Route beschrieben (Andrejewsskial. 1999, Caiet al. 2008,
Eskelinenet al. 2003, Karlsson & Carlsson 1998, Parton & Howes02@wethaet al). Die
durchgefuhrten Studien sollen weiterhin zeigen, di@ Transfektionseffizienz von
DC 30°/DNA-Komplexen von der eingeschlagenen Endozytager¢(Ct bzw. Cav) abhangig

ist. Dafur wird zuséatzlich die Kolokalisation vory&DNA mit dem Zellkern untersucht.

A-10 SMC und MDCK lI-Zellen werden nach 3.9.4 mitach 3.3 hergestellten
+/-US DC 36/Cy3-DNA-Komplexen inkubiert. LAMP1 und Caveolin-lwerden
immunhistochemisch gelabelt (siehe Tabelle 3-4 drabelle 3-5), die Zellkerne mit
SYTOX® Green gefarbt und konfokale Bilder der Proben aikrddkop aufgenommen. Die
Kolokalisation von Cy3-DNA mit den jeweiligen Enddasemarkern sowie dem Zellkern
wird mittels der ImageJ Software 1.42 analysiertd uranhand der Manders
Kolokalisationskoeffizienten Mwp1, Mcav-1 und M,,c ausgewertet.
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LAMP1 Cy3-DNA

A-10 SMC

MDCK I

Abbildung 4-31: Kolokalisation von +/— US DC 30 ®/Cy3-DNA-KompIexen mit LAMP1
A-10 SMC und MDCK lI-Zellen wurden mit +/— US DC 30®/Cy3-DNA-Komplexen
(rot) inkubiert. LAMP1 wurde immunhistochemisch mit einem MFP 488-konjugierten
Antikorper gefarbt (grin). Représentative konfokale Bilder nach 24 h.
GrolRenmalistab 10 pm.
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Kolokalisation von Cy3-DNA und dem Clathrin-MarkeAMP1 ist in den Bildern in der

Uberlagerung der Einzelfarbungen als gelbe Bildpeinkrkennbar (siehe Pfeile). Diese
Uberlagerung ist allerdings nur bei Inkubation dddS-Komplexpraparation eindeutig zu
finden. Das durch die jeweilige GrofRe bedingte kstanterschiedliche intrazellulare
Erscheinungsbild der Lipid/DNA-Komplexe stellt furdie Bewertung der

— US-Komplexe/LAMP1-Kolokalisation ein Problem dar.US-Komplexe sind in grof3en
»=aufgeblahten* Vesikeln lokalisiert, deren Membraiit LAMP1 ausgekleidet ist. Durch die
fehlende raumliche Uberlappung der Vesikelmembrarden Komplexen ist eine Bewertung
der Kolokalisation tber den Manders Kolokalisatiaeffizienten fir die — US Préparation
nicht moglich. Die Kolokalisationsanalyse von Cy8:® und LAMP1 beschrénkt sich daher

auf die + US-Komplexpraparation.

In beiden Zelllinien werden Lipid/DNA-Komplexe Ub&AMP1-positive Kompartimente
prozessiert, dabei findet sich maximale Kolokaimatvon Cy3-DNA und LAMP1 jeweils
nach etwa 2h (Mwp1=20,6+/—-2,7% (A-10) bzw. 15,7 +/-2,1% (MDAK. Die
anschlieBende Abnahme von A1 spiegelt den lysosomalen Abbau eines Teils der
Komplexe aber auch die Freisetzung der Komplexe aen LAMP1-positiven
Kompartimenten wider. Nach etwa 5 h erreichtalybs in beiden Zelllinien ein konstantes
Niveau (Mamp1=9,4+/—-1,7% (A-10) bzw. 6,2+/-1,2% (MDCHK)]I ein Teil der
Cy3-DNA-Komplexe persistiert demnach bis zum Vehssende (t = 30 h) im Clathrin-Weg.

Parallel zur Kolokalisation von Cy3-DNA und LAMP1lird die Kolokalisation mit dem
Zellkern (Mhyo verfolgt. Zeitgleich mit der Abnahme von Myp1 kann in beiden Zelllinien
eine Zunahme von M. beobachtet werden. Cy3-DNA-Komplexe werden folghiaveise
Uber spatendosomale Kompartimente zum Zellkerngssiert. Aus Vorgangerarbeiten ist
bereits bekannt, dass ein Teil der Komplexe in esmisomalen LAMP1-positiven
Kompartimenten persistiert (Schneider 2010). Eiokstandige endosomale Freisetzung ist
auch in der vorliegenden Arbeit nicht zu verzeichnPa die Mawupi-Koeffizienten fir
A-10 SMC und MDCK lI-Zellen nach 24 h vergleichb&nd, ist der intrazellulare Verlust
von Lipid/DNA-Komplexen im Clathrin-Endozytosewegbenfalls als vergleichbar

anzusehen.
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Abbildung 4-32: Kolokalisationsstudien von + US DC 30®/Cy3-DNA und LAMP1, Zellkern bzw.

Caveolin-1in A-10 SMC und MDCK II-Zellen

A-10 SMC (weif3e Symbole) und MDCK II-Zellen (schwarze Symbole) wurden 5 h
mit +/— US DC 30°/DNA-Komplexen inkubiert. LAMP1 sowie Caveolin-1 wurden
jeweils immunhistochemisch mit einem MFP 488-konjugierten sekundaren
Antikorper und die Zellkerne mit SYTOX® Green gefarbt. Die Kolokalisation von Cy3-
DNA und LAMP1 (Rauten) bzw. den Zellkernen (Kreise) wurde in A-10 SMC (A) und
MDCK llI-Zellen (B) nach 1, 2, 3, 5, 8, 12, 24 und 30 h mittels des Manders
Kolokalisationskoeffizienten bestimmt (n = 3; + SEM). Kolokalisation von Cy3-DNA
und Cav-1 wurde in A-10 SMC nach 5 und 24 h und in MDCK Il nach 8 und 24 h
analysiert (C) (n=3; +SEM). AnschlieBend wurden die Manders
Kolokalisationskoeffizienten fir LAMP1 bzw. Cav-1 nach 24 h in beiden Zelllinien
miteinander verglichen (D) (n = 3; + SEM).
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Neben der Prozessierung der Lipid/DNA-Komplexe (deer Clathrin-Weg wird ebenfalls die
Beteiligung des Caveolae-Weges untersucht (siehebilddlng 4-32C). Fur die
Kolokalisationsstudien von Cy3-DNA und Caveolin-&nden als Zeitpunkte jeweils dig.
Werte der Kernversuche (vgl. 4.2.5) sowie t=24ls Endzeitpunkt gewahlt. Die
Komplexprozessierung uber Caveolae-Strukturen tsprelder Zelllinie A-10 SMC im
Gegensatz zu MDCK llI-Zellen eine untergeordneteleR@Mcay-1, max= 7,0 +/— 2,1 % vs.
25,1 +/- 2,3 %). In MDCK IlI-Zellen finden sich na@4 h noch 15,4 +/— 1,9 % der Cy3-
DNA-Komplexe mit Caveolin-1-positiven Kompartimentassoziiert. Lipid/DNA-Komplexe
persistieren in MDCK Il-Zellen demnach nicht nur @fathrin- sondern auch im Caveolae-
Endozytoseweg (siehe Abbildung 4-32D).

4.2.10.2 Zusammenfassung und Diskussion

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit der detaileeen Untersuchung der intrazellularen
Prozessierung von DC 3MNA-Komplexen entlang der Clathrin- bzw. CaveoReute in

A-10 SMC und MDCK lI-Zellen. Mittels konfokaler Kokalisationsstudien von Cy3-DNA-
Komplexen mit den Endozytosemarkern LAMP1 (Ct) uBdveolin-1 (Cav) sowie dem

Zellkern wird das intrazellulare Schicksal der intdisierten Komplexe verfolgt.

In beiden Zellmodellen werden Lipid/DNA-Komplexetgprechend dem Endozytoseprofil
der Zellen praferentiell Uber den jeweils bevoreagEndozytoseweg aufgenommen und
prozessiert (A-10 SMC: Ct; MDCK II: Cav). Die Konmgxprozessierung Uber Caveolae-
Strukturen spielt dabei im Positivmodell A-10 SMidesuntergeordnete Rolle. Der Grol3teil
der Komplexe wird aus den endosomalen Strukturezigdsetzt und zum Zellkern
transportiert. Allerdings persistiert in beiden Id@dellen auch ein Teil der Lipid/DNA-
Komplexe in spatendosomalen perinuklearen Kompartten im Clathrin-Weg und im

Negativmodell MDCK Il zusatzlich im Caveolae-Weg.

Wie in Abschnitt 1.3.3 einleitend erklart ist deenque Mechanismus der endosomalen
Freisetzung von Lipid/DNA-Komplexen nicht bekanBiskutiert wird u.a. die Fusion der
Komplexe mit der endosomalen Membran woraufhinkKbenplexe bzw. die Plasmid-DNA
in das Zytosol freigesetzt werden (Elouahabi & Raysert 2005). Untermauert wird diese
Hypothese durch die Notwendigkeit der Prasenz dmsegenen Helferlipids DOPE als
Komplexkomponente (Fasbendet al. 1997). Im Zuge der endosomalen Acidifizierung
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durchlauft DOPE eine Phasenumkehr von Bilayernzeis hexagonaler Phase, wodurch der
Fusionsprozess katalysiert wird (Farhaail. 1995, Koltoveret al. 1998).

Das Positivmodell A-10 SMC zeichnet sich durch se@lathrin-Dominanz und die gute

Transfizierbarkeit durch Lipid/DNA-Komplexe aus.eDendosomale Freisetzung sollte hier
demnach keine intrazellulére Barriere fiir DC/BINA-Komplexe darstellen und scheint auf
der Phasenumkehr des Helferlipids DOPE unter séBedimgungen zu beruhen.

Im Negativmodell MDCK 1l werden Lipid/DNA-Komplex&or allem tber Caveolae- und
bedingt auch Uber Clathrin-abhangige Endozytosegesugimmen. Die intrazellulare
Prozessierung entlang der beiden Routen ist inldbbg 1-4 dargestellt. Zellulare Aufnahme
via Caveolae fuhrt zunachst zur Bildung eines epdzchen Vesikelsghdocytic vesicular
carrier). Dieses kann nun entweder durch Fusion mit frithetiosomen in den Clathrin-Weg
einminden oder mit dem Caveosom verschmelzen (Shatnal. 2003). Im Zuge der
weiteren Prozessierung entlang des Clathrin-Weges der endosomale pH abgesenkt und
somit die Komplexfreisetzung induziert. Das Caveodungegen zeichnet sich durch einen
neutralen pH-Wert von 7,4 aus und dient der Zelde,Sortierstation” (Parton & Simons
2007). Der vorliegende neutrale pH-Wert konnte Hiemplexfreisetzung entscheidend
beeinflussen. Es ist davon auszugehen, dass deemimakehr des Helferlipids DOPE auf
Grund der nicht-optimalen pH-Verhéaltnisse in MDAKZEllen nur in ungentigendem Mal3e
vonstatten geht und die Komplexe somit nicht effiti freigesetzt werden kdnnen, was
folglich zur Persistenz in der Caveolae-Route fiulidte intrazellulare Freisetzung der
Lipid/DNA-Komplexen wiirde sich somit als weitereafisfektionsbarriere fiir DC 3MNA-
Komplexe entpuppen.
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4.2.10.3 Endosomale Freisetzung von Lipid/DNA-Komplexen

Die endosomale Freisetzung von Lipid/DNA-Komplexeird durch die Ergebnisse der
Kolokalisationsstudien (vergleiche 4.2.10) als et zellulare Transfektionsbarriere fir
DC 3(°/DNA-Komplexe angenommen. Entscheidend hierfiir stmbei die Phasenumkehr
des Helferlipids DOPE zu sein. Um die endosomaggsEtzung als Transfektionsbarriere von
Lipid/DNA-Komplexen zu bestatigen, werden in dedllidee A-10 SMC Inhibitorversuche
mit dem Makrolidantibiotikum Bafilomycin A(Baf) durchgefiihrt. Bafilomycin Aist ein
spezifischer Inhibitor der vesikularen Protonenpan(g-ATPase) und verhindert somit die
Acidifizierung der Endosomen (Wernet al. 1984, Yoshimoriet al. 1991). Wenn die
endosomale Freisetzung von DC°BDNA-Komplexen vom pH-Wert abhangig ist, sollte die

Transfektionsrate der Zellen unter BafilomycipBehandlung deutlich gesenkt werden.

A-10 SMC werden nach 3.7.9 mit Bafilomycin; Aprainkubiert und anschlieend mit
DC 3(°/(Cy3-) DNA-Komplexen 5 h inkubiert. Die Transfeiti der Zellen wird nach 48 h
durchflusszytometrisch analysiert. Um einen Eirdlw®n Bafilomycin A auf die zellulare

Aufnahme auszuschlieRen, wird parallel zum Trangiek- ein Aufnahmeversuch

durchgefuhrt.
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Abbildung 4-33: Einfluss von Bafilomycin A ; auf die zellulare Aufnahme und Transfektion von
DC 30®/(Cy3-) pEGFP-Komplexen in A-10 SMC
A-10 SMC wurden mit Bafilomycin A; (bafl) prainkubiert und anschlieBend mit
DC 30®/DNA-KompIexen 5 h inkubiert. Die zellulare Aufnahme der Komplexe wurde
nach 5h (A), die Transfektion nach 48 h durchflusszytometrisch bestimmt (B).
Relative  Ergebnisse bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle
(n>3; + SEM).
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Die zellulare Aufnahme von Lipid/DNA-Komplexen wirdlurch den Einsatz von
Bafilomycin A; nicht beeinflusst. Die Transfektion von A-10 SMCirdv unter
Bafilomycin A;.—Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Korgralin 50 % reduziert.

Parallel zum Versuch wurden konfokale Mikroskopéildufgenommen.

Abbildung 4-34: Einfluss von Bafilomycin A | auf die intrazellulare Prozessierung von
DC 30®/Cy3-DNA-K0mpIexen in A-10 SMC
A-10 SMC wurden mit Bafilomycin A; prainkubiert und mit DC 30°/DNA-Komplexen
(rot) 5h inkubiert. Die Zellkerne wurden mit SYTOX® Green gefarbt (griin).
Reprasentative konfokale Bilder von unbehandelten Kontrollzellen (A) und
Bafilomycin A;-behandelten Zellen (B) nach 24 h. GréRenmafstab 10 um.

Cy3-DNA-Komplexe sind in den Bafilomycin ;Aehandelten Zellen in der Zellperipherie
lokalisiert, wohingegen sie in unbehandelten Kdigetlen in Zellkernndhe zu finden sind.

Bafilomycin A, interagiert somit direkt mit der intrazellulareroPessierung der Komplexe.

4.2.10.4 Zusammenfassung und Diskussion

Fur eine erfolgreiche Transfektion von DC®ADNA-Komplexen ist eine effiziente
intrazellulare Komplexfreisetzung nétig, die nurndaeffizient verlauft, wenn in der
Komplexumgebung eine ausreichende pH-Wert-Absenlenfadgt. Dies ist lediglich entlang
der Clathrin-Route der Fall und bestéatigt damit @elevanz der Clathrin-abhangigen
Endozytose als effizienter Prozessierungsweg. VWieits in Abschnitt 1.3.2 bzw. 1.3.3
gezeigt, ist bei der Prozessierung tUber Caveolagd8ten ein Einminden in den Clathrin-
Weg Uber die Fusion des Caveolae-Carriers mit dédmeh Endosomen mdglich (Sharmta
al. 2003). Die Freisetzung der Komplexe aus den Caweesn scheint hingegen durch den

neutralen pH-Wert erschwert zu sein. Die Persisteor DC 3/DNA-Komplexen im
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Caveolae-Weg kann fur das Caveolae-dominante Negatiell MDCK Il gezeigt werden
(vgl. 4.2.10.1). Demzufolge kann die intrazellul&neisetzung von Lipid/DNA-Komplexen

als weitere Transfektionsbarriere fiir DC’ADNA-Komplexe bestatigt werden.

4.2.11Transfektion des Negativmodells MDCK I mit
Lipid/Protamin/DNA-Komplexen (LPD)

Die Versuche zur Transfektion von MDCK IlI-Zellen tmiPD-Komplexen wurden im
Rahmen der Diplomarbeit von Maximilian Wittmann dmhrstuhl fir Pharmazeutische
Technologie und Biopharmazie (Universitat Freibug)chgefihrt.

Mit dem bestehenden Lipid/DNA-Komplexsystem (DEREGFP, —US) kénnen im
Negativmodell MDCK Il lediglich Transfektionsrateon maximal 5 % erreicht werden. Im
Folgenden soll gepruft werden, ob mit einem and&tektorsystem bessere Resultate erzielt
werden konnen. Dafiir werden Lipid/Protamin/DNA-Kdexe (LPD), bestehend aus dem
kationischen Lipid DOTAP, Protaminsulfat und pEGBR DNA-Komponente nach 3.5
hergestellt und die Zellen nach 3.7.10 mit diesdwbiert. Die Transfektion der Zellen durch
das Nanopartikel-basierte System wird im Verglemhm Lipid/DNA-Komplexsystem
(DC 30°/pEGFP) durchflusszytometrisch bestimmt.
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Abbildung 4-35: Transfektion von MDCK II-Zellen mit LPD-Komplexen
MDCK ll-Zellen wurden mit DC 30®/DNA-K0mpIexen (lipo) und
DOTAP/Protamin/DNA-Komplexen (Verhéltnis Lipid/DNA 12, 14, 16 (n/m)) 5h
inkubiert. Die Transfektion der Zellen wurde nach 24 h durchflusszytometrisch
bestimmt. Relative Transfektion bezogen auf die unbehandelte Komplexkontrolle
(n=3; + SD).
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Durch den Wechsel des Tragersystems von Lipid/DNo&alilex zu Nanopartikel-basiert
konnen die Transfektionsraten im Negativmodell MDIK durch alle LPD-
Komplexpraparationen signifikant gesteigert werdBas beste Ergebnis erzielt dabei die
Praparation LPD 14, durch die die Transfektion iergfeich zum Lipid/DNA-Komplex um

den Faktor 8 gesteigert werden kann.

Die ersten Ergebnisse sind viel versprechend, sdestotrotz bleibt zu klaren, worauf die
Steigerung der Transfektionsraten zurlickzufihretm Weitere Studien zur zelluléaren
Aufnahme und Transfektion von LPD-Komplexen in MD@Kvie auch in A-10 SMC sind

ebenfalls Gegenstand der Diplomarbeit von Maximildittmann.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit werden DCPEGFP-Komplexe als Vertreter der Lipid/DNA-
Komplexe als nicht-virales Gentransfersystem hhtsh ihrer Herstellung und zellularen
Effizienz charakterisiert. Die durchgefihrten Atkeei knipfen dabei an die
Vorgangerarbeiten von Sebastian Schneider an,nerdenter anderem die Herstellung, die
zellulare Aufnahme, intrazellulare Prozessierungd ubissoziation von DC 3UDNA-
Komplexen untersucht wurde (Schneider 2010). Duteh Einsatz der Ultraschallspitze
(+ US) zur Zerkleinerung der Ausgangsliposomen kerdie resultierende Komplexgrol3e
bedingt eingestellt werden. Ob sich das Hersteprgokoll (+/— US) fur Lipid/DNA-
Komplexe auf die zellulare Effizienz des Systemswvatkt, wird in der vorliegenden Arbeit
untersucht. Die Gentransfereffizienz wird dabeitemst der Expression des transfizierten
Plasmids (pEGFP) in zwei Zellmodellen mit untersdlichem Endozytoseprofil und
Transfektionseigenschaften fir Lipid/ DNA-Komplexeewertet. Als Positivmodell dient
dabei die Clathrin-dominante Zelllinie A-10 SMC #&hisfektionsraten > 50 %), als
Negativmodell die Caveolae-dominante Zelllinie MD@K(Transfektionsraten <5 %).
Neben der Komplex-Charakterisierung sollen weiteiihirazellulare Transfektionsbarrieren
fir DC 30°/DNA-Komplexe identifiziert und bewertet werden.eDiellulare Assoziation und
Aufnahme der Komplexe wurde bereits in Vorgangexiden als solche identifiziert. Die
Dissoziationsraten der Komplexe sind im NegativiloddDCK Il im Vergleich zu
A-10 SMC reduziert (70 % vs. 50 %), sollten bei arsden effizienter Prozessierung
allerdings fir eine erfolgreiche Transfektion aigrend sein (Schneider 2010). Da die
Transfektionsraten im Negativmodell MDCK Il trotzde unter 5 % liegen, ist vom

Vorhandensein weiterer Barrieren auszugehen.

Herstellung von +/— US Lipid/DNA-Komplexen

Das Herstellungsprotokoll (+/— US) fur Lipid/DNA-Kwplexe wird von Sebastian Schneider
tubernommen (Schneider 2010). Die GroRRe der Ausgjpngemen und resultierender
Komplexe wird mittels Photonenkorrelationsspekrgs&o und Cryo-Transmissions-
Elektronenmikroskopie bestimmt. Durch die Behandluter Ausgangsliposomen mit der
Ultraschallspitze konnen die Partikelgré3en derokgmenfraktionen im Vergleich zu
unbehandelten Liposomen  verkleinert  werden. Nach mpplexierung  der

+/- US Ausgangsliposomen mit der Plasmid-DNA fllklies zu +/— US Lipid/DNA-
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Komplexen vergleichbarer Struktur aber untersciobdl Gro3e. Generell zeichnen sich die
Proben durch eine grof3e Inhomogenitat mit drei Kzarpkelfraktionen (<200 nm, 400 —
500 nm, > 1 um) aus. Die + US-Praparation enjbileils im Vergleich zu — US entweder

kleinere Partikelgro3en oder zumindest mehr Paiitikéer kleineren Fraktion.

Obwohl durch die Ultraschallspitzenbehandlung eMerkleinerung der resultierenden
Lipid/DNA-Komplexe erzielt werden konnte, bleibtedKomplexherstellung an sich schwer
kontrollierbar. Der Prozess wird von vielen Parametbeeinflusst (eingesetztes Lipid,
Temperatur, Lipid- bzw. DNA-Konzentration, Pipetgeschwindigkeit, eingesetzte
Volumina, etc.), so dass die standardisierte updotuzierbare Herstellung von Lipid/DNA-
Komplexen eine grol3e Herausforderung darstellt.e Estandardisierte Herstellung von
DAC-30°/DNA-Komplexen wurde in den Arbeiten von Clement020durch definiertes
Zusammenpumpen der Komplexkomponenten tber eini¥kStrreicht. Die so hergestellten
Komplexe zeigten vergleichbare Eigenschaften himiboty KomplexgroRe, Morphologie
sowie Transfektionseffizienz im Vergleich zur Komgherstellung im Labormalf3stab durch
Zusammenpipettieren. Ebenfalls war es mdglich, lutgophilisation der Komplexe
Lagerstabilitat Gber 18 Monate bei vergleichbareangfektionseffizienz zu erreichen. Eine
verbesserte GroRRenstabilitdt konnte durch ExtrudemAusgangsliposomen erreicht werden
(Clementet al.2005).

In den Arbeiten von Sebastian Schneider wurde webtsu dieses Upscale
Herstellungsprotokoll auf DC 3tDNA-Komplexe zu tibertragen. Die Proben zeichnsieh
durch eine groRe Inhomogenitat aus, zeigten siclerdaigs hinsichtlich ihrer
Transfektionseffizienz als vergleichbar. Die Lydsation der Komplexe resultierte jedoch in
einer deutlichen Reduktion der Transfektionseffizie (bis 50 %). Extrusion der
Ausgangsliposomen resultierte in einem Lipidverlugin bis zu 50 % und damit
einhergehend mit Strukturveranderungen sowie Tektishsverlust der resultierenden
Lipid/DNA-Komplexe (Schneider 2010). Die standaiglite industrielle Herstellung von
Lipid/DNA-Komplexen im Grof3mal3stalufgscaling gestaltet sich demnach schwierig und
muss fir jedes Lipid/DNA-System etabliert und opéirnwerden.
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Zellulare Aufnahme von +/— US Lipid/DNA-Komplexen

Die zellulare Aufnahme von +/— US DC%DNA-Komplexen erfolgt in den eingesetzten
Zellmodellen A-10 SMC und MDCK Il mittels Clathrinund Caveolae-abhangiger
Endozytose (Schneider 2010). Die Komplexaufnahrearah Negativmodell MDCK II sind
im Vergleich zum Positivmodell A-10 SMC deutlichkdteziert, wodurch die intrazellular zur
Verfigung stehende Komplexmenge massiv limitied dire Transfektionsraten unmittelbar
beeinflusst werden. Durch den Einsatz von EndoegioBancern kann die zellulare
Aufnahme in MDCK II-Zellen gesteigert und eine Zbnee der Transfektionsrate beobachtet
werden. Folglich ist die effiziente Aufnahme von pid/DNA-Komplexen fur eine
erfolgreiche  Transfektion essentiell und kann somalls wichtigste zellulare

Transfektionsbarriere fir DC 3MNA-Komplexe identifiziert werden.

Nukleare Aufnahme von fluoreszenzmarkierter PlasmieDNA

Die nukledre Aufnahme von komplexfreigesetzter ®@smid-DNA wird mittels konfokaler
Bildreihen und computer-gestitzter Analys@uéntitative Imaginy untersucht. Beide
Komplexpraparationen (+/— US) erweisen sich hirtidh ihrer Kerntransporteffizienz fur
Plasmid-DNA als vergleichbar. Die nukleare Plaswidnahme im Negativmodell MDCK I
ist allerdings wiederum dem Positivmodell A-10 SMterlegen. Da nur nuklear lokalisierte
Plasmid-DNA transkribiert und letztlich exprimieswerden kann, stellt die nukleare
Aufnahme von komplexfreigesetzter Plasmid-DNA eimeitere Transfektionsbarriere fur
DC 30°/DNA-Komplexe dar.

Intrazellulare Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexen

Die intrazellulare Prozessierung von DCBDNA-Komplexen entlang der Clathrin- und
Caveolae-Route wird in dieser Arbeit mit Hilfe vdwonfokalen Kolokalisationsstudien
detaillierter untersucht. In beiden Zellmodellemkd&ersistenz und somit Verlust eines Teils
der Komplexe im Clathrin-Endozytoseweg festgestelrden. Effiziente Freisetzung der
DC 30°/DNA-Komplexe aus dem endosomalen System ist fitie eifolgreiche Transfektion
unerlasslich und beruht auf der pH-abhangigen Pluaskehr des Helferlipids DOPE
(Farhood et al. 1995, Koltoveret al. 1998). Zusatzlich zur Persistenz in endosomalen
Strukturen verbleibt im Negativmodell MDCK Il eincht unerheblicher Teil der Komplexe
ebenfalls im Caveolae-Weg. Die Freisetzung der Kerg aus den Caveosomen scheint

durch den dort vorliegenden neutralen pH-Wert evsch Intrazellularer Verlust von
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Lipid/DNA-Komplexen durch ineffiziente Prozessiegumund Freisetzung kann somit als
nachste Transfektionsbarriere fiir DCCBDNA-Komplexe identifiziert werden.

Weitere potentielle Transfektionsbarrieren

Als weitere potentielle zellulare Barrieren werdbe Transgenexpression sowie der Einfluss

der Zellteilung auf die Transfektionseffizienz vio& 30°/DNA-Komplexen untersucht.

Die Expression von EGFP verlauft im NegativmodeD@K Il im Vergleich zu A-10 SMC

deutlich langsamer, auch sind die Expressionsraienfrihen Beobachtungszeitpunkten
niedriger. Dieser Effekt erklart sich durch die rselhere und gleichzeitig effizientere
intrazellulare Prozessierung von Lipid/DNA-Komplexazw. der freigesetzten Plasmid-DNA
in A-10 SMC und ist nicht auf eine reduzierte AKit der Expressionsmaschinerie in
MDCK lI-Zellen zurickzufuhren. Die Transgenexpressian sich stellt folglich keine

Transfektionsbarriere fir DC 3MNA-Komplexe dar.

Die Transfektionsraten von DC®QEGFP-Komplexen in nicht-teilenden wie teilenden
Zellen sind vergleichbar. So ist die Mitosephasa mhem dazugehérenden Ab- und
Wiederaufbau der Kernmembran fir die nukledre Adorima der Plasmid-DNA nicht

erforderlich. Vielmehr scheint der pEGFP-C1-Vekadtiv in den Zellkern aufgenommen zu
werden. Die Effizienz von DC S30DNA-Komplexen ist nicht von der Zellproliferation

abhéangig, so dass diese folglich als Transfektianmgbye ausgeschlossen werden kann.

Zusammenfassung

Fur das Herstellungsprotokoll (+/— US) fir Lipid/BNKomplexe ergibt sich folgendes: Die
unterschiedliche Behandlung der Ausgangsliposontdmt zu Komplexpraparationen, die
sich primar in ihren Partikelgrél3en unterscheidere zellulare Aufnahme der Komplexe
konnte durch die Ultraschallbehandlung leicht vesleet werden. Das intrazellulare
Erscheinungsbild der +/— US-Komplexe ist vollig enschiedlich, nichtsdestotrotz verlauft
die intrazellulare  Prozessierung vergleichbar. lingdhabhéngig kann  die
Transfektionseffizienz der Komplexe durch Einsa&r dJltraschallspitze in A-10 SMC
gesteigert werden. Ein positiver Effekt auf das &tegnodell MDCK II konnte allerdings

nicht verzeichnet werden.

Die Transfektionseffizienz von Lipid/DNA-Komplexewird durch verschiedene Faktoren
beeinflusst. So spielt fur ein Gentransfersystetenaler Partikelgrof3e und —ladung auch die
Eigenschaft, zellulare Barrieren zu Uberwinden,eeantscheidende Rolle. Erfolgreiche
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zellulare Transfektion beruht auf dem Zusammenspetchiedener Prozesse von zellularer
Aufnahme bis zur Genexpression wobei jeder diestritte als mitverantwortlich fur die
Effizienz des Systems angesehen werden muss. Alstige zellulare Barrieren werden in
dieser Arbeit neben der zellularen Aufnahme dieairgllulare Prozessierung und die nukleare

Aufnahme von Plasmid-DNA identifiziert.

90 % der Zellen des Positivmodells A-10 SMC nehrbsh 36°/DNA-Komplexe auf und
mehr als die Halfte davon transportiert die PlasBIMA effizient in den Zellkern. In
durchschnittlich 85 % dieser Zellen kann letztestdlierfolgreiche Transgenexpression
detektiert werden, was einer relativen Transfeldggfizienz von 45 % entspricht. Im
Gegensatz dazu liegen die zellularen Aufnahmereteiegativmodell MDCK Il lediglich
bei 30 %, in weniger als einem Dirittel dieser Zellkann Plasmid-DNA im Zellkern
detektiert werden und fuhrt somit zu einem tatdébbh Anteil an erfolgreich transfizierten

Zellen von weniger als 5 % (Relative Transfektidhizenz: 10 %).

Ausblick

Die Frage bleibt, wie die Effizienz von DC%BDNA-Komplexen als nicht-virales
Gentransfersystem verbessert werden kann. Die Ekltwig eines geeigneten Tragersystems

muss sich an den Eigenschaften der Zielzellen oeiem und diesen angepasst werden.

Weiterfuhrende Arbeiten in der eigenen Arbeitsgrippschéftigen sich mit der Modifikation
der Komplexzusammensetzung (Diplomarbeit MaximiliaWittmann). So soll das
Tragersystem von Lipid/DNA-Komplex zu einem Nandibat-basierten System umgestellt
werden. In Anlehnung an die Arbeiten von Delgadoaktwerden Protaminsulfat/DNA-
Partikel hergestellt und anschlieBend mit katidmse Lipid (DOTAP) gecoatet (LPD:
Lipid/Protamin/DNA) (Delgadcet al.2012).Die Uberlegenheit des LPD- iiber das Lipoplex-
System wurde fir DOTAP/Protamin/DNA-Partikel und D&P/DNA-Komplexe gezeigt
(Caracciolo et al. 2011). Die Arbeiten von Maximilian Wittmann liefererste viel
versprechende Ergebnisse zur Transfektion des Negatells MDCK Il mit LPD-
Komplexen, so konnte diese durch den Einsatz vof ARMProtamin/DNA-Komplexen im
Vergleich zum Lipid/DNA-Komplexsystem (DC 3MNA) signifikant verbessert werden
(vergleiche 4.2.11). Weiterhin ermdéglicht die Lipidle der Partikel eine
Oberflachenfunktionalisierung des Tragers mit dphen Liganden und somit eine
verbesserte zellulare Assoziation an bestimmtesZidituren (aktives Targeting) (Lewrick
2008). Die Oberflachenmodifikation der LPD-Komplex&t ebenfalls Gegenstand der

Diplomarbeit von Maximilian Wittmann.
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Der Einsatz von Protaminsulfat als Komplexkompoedneétet weitere Vorteile: so beinhaltet
dieses stark basische Peptid mit sechs benachbarkeginin-Resten eine
Kernlokalisierungssequenz und fungiert somit alsSNReptid (Masudeaet al. 2005).
Weiterhin wurde fir LPD-Partikel eine bevorzugtelldére Aufnahme via Clathrin-
abhangiger Endozytose sowie eine verbesserte emadséreisetzung beschrieben (Delgado
et al. 2011). Die Relevanz der Clathrin-Prozessierungsibtimlich erfolgreicher zellularer

Transfektion wurde in der vorliegenden Arbeit ggtei

Die vorliegende Arbeit identifiziert die zellularsufnahme, die intrazellulare Prozessierung
und die nukledre Aufnahme von Plasmid-DNA als henénde Faktoren der lipid-basierten
Transfektion zellularer Systeme. Die von Sebastigohneider 2010 in den Lehrstuhl
eingefiihrte CellProfildM-Analyse fluoreszenzmarkierter DNA wurde in der liegrenden
Arbeit weiterentwickelt. Im Gegensatz zur manuell8egmentierung und quantitativer
Auswertung einzelner Bilddateien (Schneider 2010yde die automatische Prozessierung
und Analyse groRerer Bildreihen etablietpgcaling, und so die Quantifizierung der
nuklearen Aufnahme von fluoreszenzmarkierter PlddbiNA ermdoglicht. Zur Bewertung
der intrazellularen Prozessierung wurden die kasifak Kolokalisationsstudien auf
fluoreszenzgefarbte Endozytosekompartimente (Emdesp Caveosomen) ubertragen und

somit ebenfalls einer quantitativen Analyse zugé&hgjemacht.

Die Modifikation des Tragersystems fir Plasmid-DNAn Lipoplex- zu LPD-Struktur
konnte einen viel versprechenden Ansatz zur Ubewig der identifizierten
Transfektionsbarrieren und somit zur moglichen Zg#hzsteigerung von nicht-viralen
Gentransfersystemen darstellen. Die erforderliciethoden und Arbeitstechniken zur
Erfassung und Bewertung des Verhaltens von Tragemsyen auf verschiedenen zelluléaren
Ebenen (konfokale KolokalisationsstudieQuantitative Imaging etc.) wurden in dieser
Arbeit weiterentwickelt und im Arbeitskreis etaltieDie Ubertragung dieser auf das neue

Tragersystem bietet somit mdgliche AnknUpfungsperiit weiterfuhrende Arbeiten.
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