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PAP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Probenauftragpuffer
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SD . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Standardabweichung
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1. Einleitung

Ungefähr 5 – 7% der westlichen Bevölkerung erkranken im Laufe ihres Lebens an
einer Autoimmunerkrankung. Dazu zählen ca. 60 verschiedene Erkrankungen wie
Rheumatoide Arthritis, Psoriasis, Multiple Sklerose oder Morbus Crohn. Obwohl
diese durch unterschiedlichste Symptome gekennzeichnet sind, beruhen sie alle auf
überschießenden Entzündungsreaktionen. Zur Therapie werden daher häufig anti-
inflammatorische Wirkstoffe eingesetzt. Eine langfristige Therapie mit klassischen
Entzündungshemmern wie nichtsteroidalen Antirheumatika oder Kortikosteroiden ist
jedoch aufgrund der unspezifischen Wirkungsweise häufig von Therapie-limitierenden
Nebenwirkungen begleitet. Daher besteht die Notwendigkeit neuer antiinflammatori-
scher Therapeutika, die selektiver angreifen und somit nebenwirkungsärmer sind.
Entzündungen gehen mit der Rekrutierung von Immunzellen in das geschädigte

Gewebe einher. Die Extravasation zirkulierender Blutzellen erfolgt über eine komple-
xe Kaskade von Adhäsionsereignissen, die sogenannte Leukozyten-Adhäsionskaskade.
Dabei spielt das vaskuläre Endothel eine zentrale Rolle: Aktivierte Endothelzellen
exprimieren verschiedene Adhäsionsrezeptoren, die die Anhaftung der Leukozyten an
die Gefäßwand vermitteln und eine nachfolgende Transmigration ermöglichen. Daher
stellt die Ausschaltung endothelialer Adhäsionsrezeptoren einen vielversprechenden
antiinflammatorischen Ansatz dar. Eine Möglichkeit dazu bietet die posttranskriptio-
nelle Expressionshemmung mittels RNA-Interferenz.
Um die RNA-Interferenz therapeutisch zu nutzen, müssen spezifische siRNA

in die Zielzellen eingebracht werden. Dabei stellt ein effizienter Gentransfer die
größte Hürde dar. Aufgrund ihres guten Transfektionspotentials werden in der
klinischen Praxis zumeist virale Vektoren eingesetzt. Diese bergen allerdings das
Risiko von Immunreaktionen oder der Rekombination zu neuen pathogenen Spezies.
Unter den nicht-viralen Gentransfersystemen finden insbesondere Lipid-basierte
Vehikel Beachtung. Deren Vorteile liegen in der guten Verträglichkeit und sicheren
Anwendbarkeit.

In der vorliegenden Arbeit sollte die posttranskriptionelle Genstilllegung des
endothelialen Adhäsionsrezeptors vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) als
antiinflammatorischer Therapieansatz untersucht werden. Dazu wurde zunächst die
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1. Einleitung

Auswirkung eines VCAM-1-Knockdowns in aktivierten Endothelzellen auf deren Fä-
higkeit zur Vermittlung von Zell-Zell-Wechselwirkungen analysiert. Den Schwerpunkt
der Arbeit bildete die anschließende Suche nach einem zur Transfektion von Endothel-
zellen geeigneten Gentransfersystem. Mit Hinblick auf eine perspektivische in vivo-
Anwendung wurden sterisch stabilisierte Liposomen sowie stabilized plasmid-lipid
particles (SPLP) als Lipid-basierte siRNA- bzw. shRNA-Trägersysteme ausgewählt
und hinsichtlich ihres Potentials zur Vermittlung eines VCAM-1-Knockdowns charak-
terisiert. Zur Verbesserung des Transfektionsvermögens sollten weiterhin verschiedene
Modifikationen an den Partikeln vorgenommen werden: Durch Ausstattung mit einer
pH-sensitiven Lipidhülle sollte die intrazelluläre Nukleinsäurefreisetzung gefördert
werden. Die Kopplung eines Endothel-spezifischen Liganden (Endoglin-gerichtetes
Antikörperfragment) sollte die Aufnahme der Nukleinsäure in die Zelle erleichtern
und diente gleichzeitig einer zielgerichteten vaskulären Therapie.
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2. Theoretischer Teil

2.1. Das Endothel als Zielstruktur zur Therapie
entzündlicher Erkrankungen

2.1.1. Das Endothel im Entzündungsgeschehen

Neben seiner offensichtlichen Funktion in der Kontrolle des Stoffaustauschs zwischen
Blutbahn und angrenzendem Gewebe übt das vaskuläre Endothel weitaus vielfältigere
Aufgaben aus. So spielt es eine zentrale Rolle bei der Blutdruckregulation, Aufrechter-
haltung der Hämostase, Wundheilung, Angiogenese sowie bei Entzündungsreaktionen
und der Immunantwort [1]. Auf die beiden zuletzt genannten Funktionen soll in
diesem Abschnitt näher eingegangen werden.

Akute Entzündungen sind gekennzeichnet durch die klassischen Symptome Rubor,
Dolor, Tumor, Calor und Functio laesa, an deren Ausbildung das Endothel maßgeblich
beteiligt ist. Durch Mediatoren wie Histamin oder Thrombin werden ruhende Endo-
thelzellen in einen aktivierten Zustand überführt, der proliferative, prothrombotische
sowie proinflammatorische Wirkungen zeigt. Im Rahmen der zellulären Immunabwehr
ist das aktivierte Endothel essentiell für die Rekrutierung von Leukozyten in das
geschädigte Gewebe: Stimuliert durch Zytokine wie Tumornekrosefaktor-α (TNF-α)
oder Interleukin-1 (IL-1) exprimieren Endothelzellen venöser Blutgefäße nahe des
Entzündungsherds eine Reihe proinflammatorischer Chemokine und Rezeptoren, die
eine Anhaftung zirkulierender Leukozyten an das Endothel und eine anschließende
Extravasation in das Gewebe vermitteln. Dies geschieht in einer hochkomplexen und
bis heute nicht vollständig verstandenen Abfolge verschiedener Bindungs- und Mi-
grationsereignisse, der sogenannten Adhäsionskaskade der Leukozyten (s. Abbildung
2.1): Die initiale Kontaktaufnahme (Tethering) ist durch eine schnelle Assoziation
und Dissoziation gekennzeichnet, die zu einer sprunghaften Fortbewegung der Leu-
kozyten entlang der Gefäßwand führt. Diese geht unter Geschwindigkeitsverlust in
eine charakteristische Rollbewegung über, die als Leukozytenrollen bezeichnet wird.
Infolge des intensivierten Zell-Zellkontakts werden über eine komplexe Signalkaskade
weitere Adhäsionsmoleküle auf der Leukozytenoberfläche aktiviert, so dass eine feste
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2. Theoretischer Teil

Bindung der Immunzellen an das Endothel stattfinden kann. Sie ist die Voraussetzung
für die anschließende Transmigration in das entzündete Gewebe. Die an der Leuko-
zytenadhäsion beteiligten endothelialen bzw. leukozytären Oberflächenrezeptoren
lassen sich im Wesentlichen drei verschiedenen Proteinfamilien zuordnen, die im
Folgenden näher vorgestellt werden sollen: den Selektinen, den Integrinen und der
Immunglobulin-Superfamilie.

Die Selektine dienen der Vermittlung des Tetherings und des Zellrollens und sind
sowohl auf Endothelzellen wie auch auf Leukozyten zu finden. Zur Familie der Selek-
tine gehören drei Vertreter, denen u.a. eine N-terminale extrazelluläre Lektindomäne
gemeinsam ist [2]. Über diese binden Selektine hochselektiv an Kohlenhydratstruk-
turen glykosylierter Lipide oder Mucin-artiger Glykoproteine. Dabei gelten das
Tetrasaccharid Sialyl-Lewisx (sLex) sowie sein Positionsisomer Sialyl-Lewisa (sLea)
als kleinste Bindungseinheiten [3, 4]. Als am besten charakterisierter Selektin-Ligand
ist P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) zu nennen, welcher besonders auf
Leukozyten, aber auch auf bestimmten Endothelzellen und in geringem Ausmaß auf
Thrombozyten exprimiert wird [5, 6] und Affinität zu allen drei Selektinen zeigt [7].
Entsprechend ihrer zellspezifischen Lokalisation werden die Selektine in E-Selektin
(Endothel), L-Selektin (Leukozyten) und P-Selektin (Plättchen) unterschieden, wobei
letzteres auch auf aktiviertem Endothel nachgewiesen werden kann [8]. Die Ausbil-
dung von E-Selektin (CD62E, ELAM-1) sowie P-Selektin (CD62P, PADGEM) auf
der endothelialen Zellmembran erfolgt nach Stimulation der Zellen durch Lipopoly-
saccharide oder die Zytokine TNF-α bzw. IL-1 [8, 9]. Im Gegensatz dazu findet sich
L-Selektin (CD62L, LECAM-1) konstitutiv auf fast allen Leukozyten-Subtypen [10].

Obwohl die auf Leukozyten exprimierten Integrine auch an initialen Bindungsereig-
nissen beteiligt sein können [24], liegt ihre Hauptaufgabe in der Vermittlung der festen
Adhäsion von Blutzellen an das aktivierte Endothel. Integrine stellen im menschlichen
Organismus die größte Klasse der Adhäsionsmoleküle dar. Sie finden sich in vielen
unterschiedlichen Organen und Geweben und übernehmen dort etliche Bindungs-
funktionen [25, 26]. Jedes Integrin besteht aus einer nicht-kovalent verknüpften α-
und β-Untereinheit, von denen jeweils zahlreiche Subtypen bekannt sind. Für die
Leukozytenadhäsion besonders relevant sind Vertreter der β2-Unterfamilie wie z.B.
lymphocyte function associated antigen-1 (LFA-1, CD11a/CD18, αLβ2), sowie die
α4-Integrine very late activation antigen-4 (VLA-4, CD49d/CD29, α4β1) und α4β7

[27]. Sie werden häufig konstitutiv auf der Leukozytenoberfläche exprimiert, müssen
aber für eine volle Funktionsfähigkeit zunächst aktiviert werden. Dies geschieht
während des Leukozytenrollens durch Chemokine, die exponiert auf Endothelzellen
oder frei im Lumen aktivierter Gefäße vorliegen [28]. Man kennt etwa 50 verschiedene
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2.1. Das Endothel als Zielstruktur zur Therapie entzündlicher Erkrankungen

Abb. 2.1.: Die Adhäsionskaskade der Leukozyten. Im oberen Teil der Abbildung
sind die vier elementaren Phasen der Leukozytenadhäsionskaskade dargestellt. Darunter
sind die an den einzelnen Schritten beteiligten Rezeptoren sowohl auf leukozytärer (oben)
als auch auf endothelialer Seite (unten) sowie deren mögliche Wechselwirkungen (Pfeile)
gezeigt.
Das initiale Leukozyten-Tethering wird primär durch L- und P-Selektin vermittelt, die an
sLex-Epitope glykosylierter Lipide oder Proteine binden. Beide Selektine wechselwirken
u.a. mit leukozytärem P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1). Zirkulierende Leukozyten
können daher nicht nur mit dem Endothel interagieren, sondern L-Selektin-vermittelt auch
an bereits gebundene Leukozyten anhaften (gestrichelter Pfeil). Dies führt zum sogenannten
secondary tethering. L-Selektin bindet außerdem an Glykoproteine in hochendothelialen
Venolen, die als peripheral lymph node addressin (PNAd) bezeichnet werden und dem
Leukozyten-homing dienen. E-Selektin erkennt ebenfalls sLex-Strukturen, ist aber wie die
α4-Integrine hauptsächlich für die Reduktion der Leukozytenrollgeschwindigkeit zuständig.
Die Aktivierung der rollenden Leukozyten erfolgt G-Protein-vermittelt über transmembran-
äre Rezeptoren (7 TMR). Durch Bindung von Liganden wie Chemokine, Komplementfaktor
C5, Plättchen-aktivierender Faktor (PAF), Leukotrien B4 (LTB4) oder Formylpeptide
wird eine Konformationsänderung der Integrine ausgelöst. Diese können nun an Mitglie-
der der Immunglobulin-Superfamilie (mucosal addressin-cell adhesion molecule type 1
(MAdCAM-1), vascular-cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), intercellular adhesion mole-
cule 1 und 2 (ICAM-1, ICAM-2) binden und damit eine feste Adhäsion des Leukozyten
an das Endothel bewirken. (Abbildung aus [11].)
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2. Theoretischer Teil

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1, CD106) ist ein 110 kDa
großes transmembranäres Glykoprotein, welches aufgrund seiner Ig-Domänen der
Immunglobulin-Superfamilie zugeordnet wird. Seine Expression auf Endothelzel-
len erfolgt nach Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α,
IL-1β, IL-4 oder INF-γ [12]. Daher findet sich VCAM-1 auf dem vaskulären
Endothel im Bereich von Entzündungen oder Tumoren, aber nicht im Gefäßsys-
tem gesunder Gewebe [13, 14]. Allerdings konnte VCAM-1 auch auf anderen
Zellarten wie dendritischen Zellen in lymphoiden Geweben, Epithelzellen der
Niere oder Kupfferzellen in der Leber nachgewiesen werden [13].
Als Adhäsionsrezeptor vermittelt VCAM-1 Zell-Zell-Wechselwirkungen und ist
an der Leukozyenrekrutierung im Rahmen von Entzündungsgeschehen beteiligt
(s. Kapitel 2.1.1). Dazu bindet es neben VLA-4 weitere leukozytäre Integrine
wie α4β7, αDβ2 und αMβ2 [15–18].
VCAM-1 kann als Molekül mit sechs (6d-VCAM-1) oder sieben Ig-Domänen
(7d-VCAM-1) vorliegen. Beide Formen werden durch dasselbe Gen kodiert und
entstehen durch alternatives Spleißen [19]. Im Gegensatz zu 6d-VCAM-1 besitzt
7d-VCAM-1 zusätzlich zur Integrinbindungsstelle am N-terminalen Ende eine
zweite – weniger affine – Integrinbindungsstelle [18].
Außer einer transmembranären ist für VCAM-1 auch eine lösliche Form beschrie-
ben [20]. Diese wird aus dem membranständigen Molekül durch proteolytische
Spaltung der extrazellulären Domäne nahe der Oberfläche freigesetzt. Obwohl
die physiologische Bedeutung des als shedding bezeichneten Prozesses nicht
eindeutig geklärt ist, wird eine regulatorische Funktion angenommen: Durch
Abnahme der endothelialen Rezeptordichte werden die adhäsiven Eigenschaften
des aktivierten Endothels verringert, gleichzeitig kann lösliches VCAM-1 die
Bindung von leukozytären Integrinen an membranständiges VCAM-1 kompetitiv
verhindern [20]. So kann das Ausmaß der Leukozytenrekrutierung kontrolliert
werden. Da viele Erkrankungen mit einer erhöhten Konzentration an löslichem
VCAM-1 einhergehen [21], kann diese als diagnostischer oder prognostischer
Marker herangezogen werden [22, 23].
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2.1. Das Endothel als Zielstruktur zur Therapie entzündlicher Erkrankungen

Chemokine, die je nach Anzahl der Aminosäuren zwischen zwei N-terminalen Cystein-
resten in vier Unterfamilien eingeteilt und als CC-, CXC-, CX3C- oder C-Chemokine
bezeichnet werden [29]. Durch Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren auf
der Leukozyten-Oberfläche induzieren Chemokine eine intrazelluläre Signalkaskade,
die eine Konformationsänderung der leukozytären Integrine bewirkt und dadurch
deren Affinität zu den entsprechenden Liganden auf der Endothelseite erhöht. Der
Mechanismus der Integrin-Aktivierung wird daher auch als inside-out signalling
bezeichnet [30].
Die auf dem Endothel exprimierten Integrinliganden gehören zur Superfamilie

der Immunglobuline. Diese vereint 765 Proteine, die eine oder mehrere homologe
Ig-Einheiten aufweisen [31]. Davon sind allerdings nur folgende Mitglieder an der Dia-
pedese beteiligt [32]: vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1, CD106), mucosal
addressin-cell adhesion molecule-1 (MAdCAM-1), platelet/endothelial-cell adhesion
molecule-1 (PECAM-1), endothelial cell-selective adhesion molecule (ESAM) sowie
die Unterfamilien der intercellular adhesion molecules (ICAM) und junctional ad-
hesion molecules (JAM). Da VCAM-1 im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine
besondere Stellung einnahm, wird dieses auf S. 6 näher vorgestellt.

Die einzelnen Schritte der Leukozytenadhäsionskaskade werden jeweils durch ausge-
wählte Moleküle einer Vielzahl verschiedener Adhäsionsrezeptoren und Chemokine
vermittelt. Durch die spezifische Rezeptorausstattung der unterschiedlichen Leukozy-
tensubtypen und einem gewebe- und/oder situationsabhängigen Expressionsmuster
des Endothels kann so eine selektive Anreicherung bestimmter Leukozytenpopulatio-
nen im Zielgewebe erreicht werden [27].

Die Rolle des Endothels bei chronisch entzündlichen Erkrankungen und der
hämatogenen Metastasierung

Chronisch entzündliche Erkrankungen beruhen auf unkontrollierten, überschießenden
Reaktionen des Immunsystems. Obwohl sie sich systemisch manifestieren können,
sind sie zumeist auf ein spezifisches Zielorgan oder eine Gewebekomponente be-
schränkt und können somit zu sehr unterschiedlichen Krankheitssymptomen führen.
Als Beispiele seien hier Haut (Psoriasis), Gelenke (rheumatoide Arthritis), Magen-
Darm-Trakt (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) oder zentrales Nervensystem (Multiple
Sklerose) genannt. Inzwischen kennt man über 60 Erkrankungen, die in Zusam-
menhang mit einer fehlgesteuerten Entzündungsreaktion gebracht werden [33]. Als
Ursache werden neben genetischer Disposition Umwelteinflüsse diskutiert, die auf
die Lebensweise in westlichen Industrieländern zurückzuführen sind und dort eine
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rasant ansteigende Inzidenz und Prävalenz zur Folge haben [34].

Wie eingangs beschrieben, trägt die Aktivierung des Endothels und die nachfolgende
Leukozytenakkumulation im Gewebe wesentlich zur Entstehung bzw. Aufrechterhal-
tung von akuten Entzündungen bei. Diese Prozesse spielen auch in der Pathogenese
chronisch entzündlicher Erkrankungen eine Rolle. Im Folgenden soll die Beteili-
gung endothelialer Adhäsionsrezeptoren an ausgewählten Erkrankungen demonstriert
werden:

Im Mittelpunkt der Erforschung von Morbus Crohn steht die Überexpression
von MAdCAM-1 [35, 36], welches der Einwanderung von Lymphozyten in Darm-
assoziierte lymphoide Organe und Gewebe dient und exklusiv in mesenterialen
Lymphknoten und auf Venolen in Peyerschen Plaques lokalisiert ist [37]. Des Weiteren
werden erhöhte ICAM-1/2- sowie E-Selektin-Level in der entzündeten Ileum-Mukosa
von Morbus Crohn-Patienten gefunden [35, 38].

Bei Patienten mit Psoriasis ist eine verstärkte endotheliale Expression von E-Selek-
tin, VCAM-1 und ICAM-1 in betroffenen Hautbereichen beschrieben, während in
gesunden Hautarealen keine oder nur geringe Mengen der genannten Adhäsionsre-
zeptoren gefunden werden [39].

Auch die Ausbildung einer rheumatoiden Arthritis, bei der Zellen des Immunsystems
in Gelenkkapseln rekrutiert werden und dort eine Wucherung der Synovialmembran
mit anschließender Zerstörung des Knorpels verursachen, ist mit einer Aktivierung
des Endothels verbunden: Zahlreiche Studien belegen die erhöhte Expression von
P- und E-Selektin sowie VCAM-1, ICAM-1/2/3 und PECAM-1 im Gefäßsystem
entzündeter Gelenke [40–43].
Eine massive Einwanderung von Leukozyten in das zentrale Nervensystem mit

anschließender Schädigung von Nervenzellen und -fasern kennzeichnet neuroinflam-
matorische Erkrankungen wie Multiple Sklerose [44, 45]. So werden bei Multipler
Sklerose (MS) bzw. bei experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE) als
entsprechendem Tiermodell erhöhte Expressionslevel von E- und P-Selektin im Mi-
krogefäßsystem des ZNS gefunden [46, 47]. Weitere Studien belegen neben einer
vermehrten VCAM-1-Expression auch erhöhte ICAM-1-Level im Bereich aktiver
Läsionen im Vergleich zu histologisch unauffälligen Hirnarealen bei MS-Patienten
oder Gesunden [48–50]. Des Weiteren wurde kürzlich eine Beteiligung von activated
leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM, CD166) [51] an der Ausbildung neuroin-
flammatorischer Erkrankungen gezeigt: Die Blockade von ALCAM, das in aktivierten
Endothelzellen der Blut-Hirnschranke nachgewiesen werden kann [50, 52], bewirkt ei-
ne eingeschränkte Transmigration bestimmter Leukozyten über die Blut-Hirnschranke
in vitro und in vivo und vermindert das Ausmaß einer EAE im Tiermodell [52].

8



2.1. Das Endothel als Zielstruktur zur Therapie entzündlicher Erkrankungen

Auch die angiogenetische Aktivität des Endothels spielt bei der Aufrechterhaltung
pathologischer Entzündungen eine Rolle. Diese dient der Deckung des erhöhten
Nähr- und Sauerstoffbedarfs am Ort der Entzündung. So ist die Neubildung von
Blutgefäßen für eine Reihe entzündlicher Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis,
Psoriasis und entzündlichen Darmerkrankungen dokumentiert [53–55].

An dieser Stelle soll kurz die Bedeutung des Endothels für das Wachstum und die
Metastasenbildung von Tumoren erläutert werden. Es ist bekannt, dass Tumore ab
einer Größe von 1 – 2 mm3 auf die Neubildung von Blutgefäßen angewiesen sind, um
ihre Versorgung zu sichern [56]. Dazu sekretieren Tumorzellen Wachstumsfaktoren
wie vascular endothelial growth factor (VEGF), die nach Bindung an entsprechende
Rezeptoren auf dem vaskulären Endothel dieses zur Angiogenese anregen [57].

Weiterhin ist das Endothel in die sogenannte hämatogene Metastasierung involviert.
Hierbei lösen sich einzelne Zellen des Primärtumors ab, durchwandern die extrazel-
luläre Matrix und gelangen in das Blutgefäßsystem, über das sie sich im Körper
verteilen. Um eine Metastase auszubilden, muss die Tumorzelle an anderer Stelle mit
dem Gefäßendothel in Wechselwirkung treten, dieses überwinden und in das umge-
bende Gewebe eintreten. Zahlreiche Mechanismen sind an diesem komplexen Prozess
beteiligt. Interaktionen zwischen Adhäsionsrezeptoren und ihren Liganden scheinen
insbesondere bei der Extravasation eine zentrale Rolle zu spielen. Zum Beispiel
exprimieren Tumorzellen vermehrt sLex-/sLea-haltige Oberflächenstrukturen, die sie
zu Wechselwirkungen mit Selektinen auf dem vaskulären Endothel befähigen [58, 59].
Insbesondere auf malignen Melanomzellen ist häufig VLA-4 nachweisbar. Dies wird
mit einem erhöhten Metastasierungspotential dieser Zellen in Zusammenhang ge-
bracht [60, 61]. Gleichzeitig können zirkulierende Tumorzellen Endothelzellen aktiv
oder passiv stimulieren, so dass die Rezeptorexpression auf der Endothelzelloberfläche
angestoßen wird [62, 63].

Die ähnlichen zugrundeliegenden Mechanismen der Metastasierung sowie der Dia-
pedese führen dazu, dass die Erforschung von Tumorerkrankungen und möglicher
Therapieansätze im engen Zusammenhang mit der Untersuchung von Entzündungs-
prozessen steht.

2.1.2. Hemmung der endothelialen Leukozytenadhäsion als
antiinflammatorischer Therapieansatz

Das in den letzten Jahren hinzugewonnene Verständnis der Diapedese eröffnet die
Möglichkeit, diese als neuartigen Ansatzpunkt zur Therapie chronisch entzündlicher
Erkrankungen zu nutzen. Wie in Kapitel 2.1.1 erläutert, bilden Interaktionen zwischen
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Immunzellen und aktiviertem Endothel die Grundlage für die Leukozytenextrava-
sation, so dass deren Durchbrechung eine spezifische und effektive antiinflammatori-
sche Wirkung zeigen sollte. Bei der Leukozytenadhäsion handelt es sich um einen
kaskadenartig ablaufenden Prozess, bei dem einzelne Rezeptor-Ligand-Bindungen
nacheinander zum Tragen kommen. Hierbei ist die erfolgreiche Ausbildung einer
Wechselwirkung jeweils Voraussetzung für den nächsten Schritt der Kaskade, so dass
die gezielte Blockade einer einzelnen Interaktion ausreichen kann, um die Diapedese
eines Leukozyten zu verhindern [64]. Häufig sind allerdings mehrere Leukozytensub-
typen an der Ausbildung entzündlicher Erkankungen beteiligt, deren Transmigration
durch verschiedene Signalwege gesteuert wird. Daher kann eine kombinierte Blocka-
de mehrerer involvierter Signalmoleküle für einen ausreichenden Effekt nötig sein
[65]. Bei einem Eingriff in die Leukozytenmigration muss eine Balance zwischen
ausreichender Spezifität und Wirksamkeit gefunden werden: Wenn ein Wirkstoff
zu selektiv angreift, kann ein unzureichender Therapieerfolg die Folge sein. Ist sein
Wirkspektrum zu breit, muss mit Nebenwirkungen wie starker Infektanfälligkeit
aufgrund einer generalisierten Immunsuppression gerechnet werden [66].
Zur Unterbindung der Leukozytenadhäsion gibt es mehrere mögliche Angriffs-

punkte, die sich in drei Gruppen einteilen lassen: Selektine und ihre Liganden,
Chemokine und Chemokinrezeptoren sowie Integrine und ihre Bindungspartner der
Ig-Superfamilie. Dabei sind verschiedene Eingriffe auf funktioneller oder Expressions-
ebene denkbar:

• Kompetitive bzw. allosterische Rezeptorblockade – Zur Blockade von
Oberflächenrezeptoren werden neben monoklonalen Antikörpern, Peptiden,
Polysacchariden oder Aptameren auch niedermolekulare Arzneistoffe (small
molecules) entwickelt. Letztere haben den Vorteil, dass sie im Gegensatz zu
den erstgenannten häufig oral applizierbar sind und kaum Immunogenität
aufweisen.

• Hemmung der Rezeptoraktivierung – Um ihre volle Funktion ausüben
zu können, müssen Integrine im Laufe der Adhäsionskaskade aktiviert werden.
Dies geschieht nach Bindung von Chemokinen an G-Protein-gekoppelte Re-
zeptoren via inside-out signalling (s. Kapitel 2.1.1). Daher können entweder
Chemokin- bzw. Chemokinrezeptorantagonisten eingesetzt oder ein Eingriff in
die intrazelluläre Signalkaskade zur Integrinaktivierung vorgenommen werden,
um eine Integrin-Aktivierung zu verhindern [67, 68].

• Expressionshemmung durch Neutralisation proinflammatorischer
Zytokine – Viele neu zugelassene entzündungshemmende Arzneistoffe bzw.
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aussichtsreiche Kandidaten in der klinischen Prüfung sind Antikörper gegen
Zytokine wie TNF-α oder Interleukine [69]. Durch Ligandneutralisation un-
terbinden sie deren proinflammatorische Wirkung, so dass die endotheliale
Stimulation und somit die Expression von Adhäsionsmolekülen ausbleibt.

• Expressionshemmung durch Eingriff auf transkriptionaler Ebene –
Die Inhibierung nukleärer Transkriptionsfaktoren wie NF-κB kann die Trans-
kription proinflammatorischer Zytokine und Adhäsionsmoleküle verhindern.
Auf diesem Mechanismus beruht u.a. die antiinflammatorische Wirkung von
Kortikosteroiden [70, 71].

• Expressionshemmung durch Eingriff auf posttranskriptionaler Ebe-
ne – Durch Transfektion von Endothelzellen mit komplementärer Antisense-
RNA oder siRNA kann die Translation Adhäsionsmolekül-kodierender mRNA
gehemmt werden (s. Kapitel 2.1.3).

• Expressionshemmung durch Eingriff auf posttranslationaler Ebene –
Intrazelluläre Antikörper, sogenannte intrabodies, können intrazellulär Proteine
wie Adhäsionsmoleküle binden und so deren Expression auf der Zelloberfläche
verhindern [72, 73].

• Hemmung postranslationaler Modifikationen – Selektinliganden wie
PSGL-1 sind Glykoproteine, deren Bindungsfähigkeit von einer korrekten
posttranslationalen Glykosylierung abhängt [74]. Die Hemmung entsprechender
Glykosyltransferasen kann somit zu gestörten Selektin-Ligand-Interaktionen
führen.

Mit der erfolgreichen Markteinführung der beiden Antikörper-basierten Arzneistoffe
Natalizumab (Tysabri R©) und Efalizumab (Raptiva R©) im Jahr 2004 fand das Konzept
der Migrationsinhibierung zur Therapie entzündlicher Erkrankungen erstmals Ein-
gang in die klinische Praxis. Bei Natalizumab handelt es sich um einen monoklonalen
Antikörper gegen α4-Integrin zur Behandlung hochaktiver, schubförmig verlaufender
Multipler Sklerose bei bestimmten Patientengruppen. Während Natalizumab in den
USA auch zur Therapie von Morbus Crohn zugelassen wurde, lehnte die Europäische
Arzneimittelagentur eine entsprechende Indikationserweiterung wegen unzureichen-
der Datenlage bezüglich der Wirksamkeit ab [75]. Efalizumab erhielt eine EU-weite
Zulassung zur Behandlung bestimmter Patienten mit mittelschwerer bis schwerer
Psoriasis vulgaris vom Plaque-Typ. Der monoklonale Antikörper entfaltet seine
entzündungshemmende Wirkung durch selektive Blockade der CD11a-Untereinheit
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von LFA-1. Jedoch wurde unter beiden Therapien das Auftreten progressiver mul-
tifokaler Leukenzephalopathien (PML) beobachtet [76, 77]. Diese schwerwiegende
opportunistische Virusinfektion des Gehirns, die durch das JC-Virus bei Patienten
mit Immunschwäche ausgelöst wird, verläuft oft tödlich oder verursacht schwere
bleibende Schäden. Dies führte bei beiden Medikamenten zu einem Widerruf der
Marktzulassung. Infolge einer positiven Nutzen-Risiko-Abwägung wurde Natalizumab
jedoch unter erhöhten Sicherheitsauflagen im Frühjahr 2006 erneut zugelassen [78].

Beide Arzneimittel sind Beispiele für den möglichen Einsatz von Migrationsinhibi-
toren als antiinflammatorische Therapeutika. Sie machen aber gleichzeitig deutlich,
dass es der Erforschung neuer Substanzen bedarf, die spezifischer wirken und so-
mit nebenwirkungsärmer sind. Obwohl nach einigen Misserfolgen die anfängliche
Euphorie abgeflaut ist, stehen die Chancen auf neue potente Wirkstoffe gut: Seit
der Entwicklung von Migrationsinhibitoren der ersten Generation wurden viele
Erkenntnisse über Strukturen, Funktionen und die Regulierung von Adhäsionsmole-
külen in Physiologie und Pathophysiologie hinzugewonnen, die in die Synthese neuer
Substanzen einbezogen werden können. Für einen Überblick über den derzeitigen
Stand der Entwicklung, Fortschritte und zu überwindende Schwierigkeiten wird auf
aktuelle Übersichtsartikel zu Selektininhibitoren [79], Chemokin-/Chemokinrezep-
torinhibitoren [67, 80, 81], Integrininhibitoren [82] und therapeutischen Antikörpern
bei Autoimmun- und entzündlichen Erkrankungen [69] verwiesen.

2.1.3. Gentherapeutische Interventionen

Unter Gentherapie versteht man die gezielte Einführung von Genen in Zellen von
Patienten mit dem Ziel der Heilung oder dem Rückgang klinischer Symptome. Die
besondere Bedeutung der Gentherapie ergibt sich daraus, dass es sich hierbei um eine
echte Kausaltherapie handeln kann. Bei gentherapeutischen Eingriffen ist zwischen
der Manipulation somatischer Zellen („somatische Gentherapie“) oder Zellen der
Keimbahn zu unterscheiden. Medizinisch gesehen ist beides möglich, wobei letzteres
aus ethischen Gründen in Deutschland gesetzlich verboten ist (Embryonenschutzge-
setz - ESchG § 5).

Seit der ersten klinischen Studie im Jahr 1989 sind mehr als 1500 gentherapeutische
Studien weltweit initiiert worden. Diese haben in der Mehrzahl die Therapie von
Tumoren zum Ziel [83]. Dennoch fand die Gentherapie in den westlichen Ländern
bisher keinen Eingang in die ärztliche Praxis. In China dagegen sind bereits seit 2003
bzw. 2005 die beiden adenoviralen Krebsmedikamente Gendicine c© und H101 auf dem
Markt und seitdem mehrere tausend Male angewendet worden [84]. Allerdings kriti-
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siert die Deutsche Gesellschaft für Gentherapie e. V., dass nur wenig Studiendetails
und Informationen zur Therapiemethodik öffentlich zugänglich sind [85].

Die größte Hürde für eine effiziente und sichere Gentherapie stellen heute die noch
nicht ausgereiften Gentransfersysteme dar. Aufgrund ihrer überlegenen Effizienz sind
die in klinischen Studien verwendeten Genvektoren hauptsächlich virale Vektoren [83].
Diese bergen neben einer möglichen Immunogenität insbesondere die Gefahr einer
Rekombination und damit einer möglichen Entstehung neuer pathogener Spezies.
Nach Art der Therapiestrategie unterscheidet man zwischen

• Substitutionstherapie – Ersatz oder Korrektur fehlerhafter oder fehlender
Genfunktionen bei monogenetischen Erberkrankungen,

• Additionstherapie – Verstärkung physiologischer Genfunktionen, z.B. zur
Immunabwehr bei Infektionskrankheiten und Krebs,

• Suppressionstherapie – Ausschaltung pathogener Genaktivitäten.

Eine Suppressionstherapie kann insbesondere über die Anwendung von Antisense-
Oligonukleotiden oder small interfering RNAs (siRNA) erfolgen. Hierbei handelt es
sich um regulatorisch auf die Genexpression einwirkende Nukleinsäuren und streng-
genommen nicht um Gene. Da jedoch auch die Möglichkeit besteht, regulatorische
Nukleinsäuren künstlich auf Genen zu kodieren, sind die Übergänge zur Gentherapie
im engeren Sinne fließend.
Antisense-Oligonukleotide sind kurzkettige einzelsträngige Nukleinsäuren von defi-

nierter Basenabfolge, die synthetisch hergestellt werden. Nach Einbringen in die Zelle
binden Antisense-Oligonukleotide über komplementäre Basenpaarung an die mes-
senger RNA (mRNA) eines Zielproteins. Aufgrund der sequenzspezifischen Bindung
(Watson-Crick-Basenpaarung) kommt es zu einer gezielten Hemmung der Translation
des Zielproteins. Mit Fomivirsen (Vitravene R©), einem zwanzig Basen langen Oligonu-
kleotid zur Behandlung Virustatika-refraktärer Cytomegalie-Virus (CMV)-Retinitis
bei AIDS-Patienten, wurde 1998 das erste therapeutische Antisense-Oligonukleotid
von der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassen [90]. 1999
folgte die Markteinführung in der Europäischen Union, die allerdings drei Jahre
später aus kommerziellen Gründen durch den Hersteller Novartis zurückgezogen
wurde [91].

Bei siRNA handelt es sich um synthetische doppelsträngige RNA aus 21 – 25 Basen-
paaren. Diese ist der natürlich vorkommenden micro RNA (miRNA) nachempfunden.
Die Ausschaltung von Genen erfolgt dabei jeweils durch sogenannte RNA-Interferenz
(RNAi), für deren Beschreibung die US-Amerikaner Andrew Z. Fire und Craig C.
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Abb. 2.2.: Mechanismus der RNA-Interferenz. Verschiedene kleine RNA-Moleküle,
die sich in ihrem Ursprung und ihrer Wirkungsweise voneinander unterscheiden, sind zur
RNA-Interferenz befähigt [86, 87].

miRNA ensteht in einem mehrstufigen Prozess aus endogenen Vorläufermolekülen. Dabei
wird zunächst genomische DNA durch die RNA-Polymerase II (Pol II) in sogenannte
primary miRNA (pri-miRNA) transkribiert. Diese wird noch im Zellkern unter Beteiligung
der RNase Drosha in ca. 65 – 70 Basenpaare lange precursor RNA (pre-miRNA) mit
charakteristischer Haarnadelstruktur gespalten. Mithilfe des Transportproteins Exportin-
5 gelangt die pre-miRNA ins Zytoplasma. Dort findet eine erneute Spaltung durch die
RNase Dicer im Zusammenspiel mit weiteren Enzymen statt. Als Resultat entsteht dop-
pelsträngige miRNA aus 21-25 Basenpaaren, die an beiden 3’-Enden einen Überhang aus
zwei Nukleotiden aufweist.
Um den miRNA-Syntheseweg zu imitieren, können small hairpin RNA (shRNA)-
kodierende Plasmide in den Zellkern eingebracht werden. Durch Transkription mittels
RNA-Polymerase III (Pol III) und Spaltung durch Drosha entstehen aus ihnen kurze
shRNA-Moleküle, die eine Haarnadelstruktur aufweisen. Diese werden analog zur miRNA-
Synthese durch Dicer zu siRNA prozessiert.
Als weiteres Substrat kann die RNase Dicer langkettige dsRNA exogenen Ursprungs,
wie sie z.B. bei viralen Infektionen zu finden ist, zu siRNA spalten. Zumindest in Pflanzen,
Insekten und Wirbellosen dient die RNA-Interferenz somit auch der viralen Abwehr. Ob
dieser Mechanismus auch bei Säugetieren eine Rolle spielt, ist noch nicht abschließend
geklärt [88].
Soll die Expression eines Proteins zu molekularbiologischen oder therapeutischen Zwecken
verhindert werden, wird zumeist synthetische siRNA eingesetzt. Hierbei handelt es sich
ebenso wie bei endogener miRNA um ca. 21 Basenpaare lange doppelsträngige RNA
aus einem guide-Strang (rot) und einem passenger-Strang (grün). siRNA weist aber im
Gegensatz zur miRNA meistens eine perfekte Komplementarität auf.

Um einen funktionsfähigen RNA-induced silencing complex (RISC) mit dem Argonauten-
protein AGO2 und weiteren Enzymen zu bilden, muss der guide-Strang als Einzelstrang
vorliegen. Im Falle perfekter Basenpaarung (z.B. bei siRNA) wird der passenger-Strang
nach Aufnahme in den Effektorkomplex durch AGO2 abgebaut. Andernfalls erfolgt eine Ent-
windung mit anschließender Dissoziation des passenger-Strangs. Mithilfe des guide-Strangs
erkennt RISC die komplementäre Ziel-mRNA. Während siRNA-Effektorkomplexe meist an
kodierende Bereiche (open reading frame, ORF) binden, erkennen miRNA-Effektorkomplexe
in der Regel Sequenzen in der 3’ UTR-Region. Die RISC-induzierte Genstilllegung kann auf
verschiedene Arten erfolgen: Perfekt komplementäre mRNA wird durch AGO2 katalytisch
gespalten. Dagegen führt eine fehlerhafte Basenpaarung zu einer Hemmung der ribosomalen
Translation sowie zu einer verstärkten Anreicherung und Degradierung der mRNA in den
sogenannten processing bodies (P-Bodies).

(Abbildung modifiziert nach [89].)
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Mello im Jahr 2006 mit dem Nobelpreis für Physiologie oder Medizin ausgezeichnet
wurden [92]. Die RNA-Interferenz ist neben der kontrollierten Transkription (z.B.
durch DNA-Methylierungen, Histonmodifikationen oder Transkriptionsfaktoren) eine
weitere Methode zur Steuerung von Genaktivitäten in Zellen eukaryotischer Lebe-
wesen. Aufgrund von computergestützten Vorhersagen schätzt man, dass etwa ein
Drittel der menschlichen Gene durch RNAi reguliert werden [93]. RNA-Interferenz
greift in der Regel posttranskriptional ein und beruht auf der spezifischen Wechsel-
wirkung kleiner, nicht-kodierender RNA-Moleküle wie miRNA oder siRNA mit der
mRNA bestimmter Gene. Als Folge wird die mRNA enzymatisch gespalten oder die
ribosomale Translation der mRNA gehemmt, so dass die Expression des Zielproteins
ausbleibt. Eine ausführlichere Beschreibung verschiedener kleiner RNA-Moleküle und
des Mechanismus der RNA-Interferenz findet sich in Abbildung 2.2.

Um die RNA-Interferenz für die Grundlagenforschung oder zu therapeutischen
Zwecken zu nutzen, bringt man zumeist künstlich erzeugte siRNA oder small hairpin
RNA (shRNA)-kodierende DNA in die Zielzellen ein, anstatt in die endogene miRNA-

Tab. 2.1.: siRNA vs. shRNA-kodierende Vektoren als Vermittler von RNA-
Interferenz [94, 95].

siRNA shRNA-kodierender Vektor

Struktur dsRNA (21 – 25 bp) dsDNA

Stabilität RNase-labil RNase-stabil

Vektor - Plasmid oder viraler Vektor (erlaubt
Steuerung der shRNA-Expression)

Gewinnung chemische Synthese oder enzymati-
scher Verdau langer dsRNA

Aufreinigung aus (bakteriellen) Zellkul-
turen

Zielkompartiment Zytoplasma Zellkern

intrazelluläre
Prozessierung

Aufnahme in RISC Transkription, nukleolytische Spaltung
zu shRNA, Transport ins Zytoplasma,
nukleolytische Spaltung zu siRNA, Auf-
nahme in RISC

Effektivität + ++

Wirkdauer zeitlich begrenzt (ca 1-3 Tage) unbegrenzte Wirkdauer möglich

Kosten ++ +
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Produktion des Organismus einzugreifen. siRNA und shRNA werden in Tabelle 2.1
vergleichend vorgestellt.

Obwohl die Entdeckung der RNA-Interferenz gerade gut ein Jahrzehnt zurückliegt,
befinden sich bereits diverse siRNA-basierte Therapeutika in der klinischen Testung
[96]. Diese rasante Entwicklung zeigt das Potential der posttranskriptionellen Genstill-
legung als Therapieansatz auf. Jedoch stellen neben einem effektiven zielzellselektiven
Gentransfer unerwünschte Wirkungen (sogenannte off-target effects) eine weitere
Herausforderung dar [86, 95, 96]. Spezifische Nebenwirkungen können aus partieller
Sequenzkomplementarität der eingesetzten siRNA mit anderen als der Ziel-mRNA
resultieren, während unspezifische Nebenwirkungen wie Immunstimulation oder toxi-
sche Effekte entweder auf das siRNA-Konstrukt selber oder auf sein Transportsystem
zurückgeführt werden. Ob die therapeutische Anwendung von siRNA die großen
Erwartungen erfüllen wird, bleibt daher abzuwarten.

2.1.4. Posttranskriptionelle Expressionshemmung von
Adhäsionsrezeptoren

Auch zur spezifischen Beeinflussung der endothelialen Leukozytenadhäsion bei in-
flammatorischen Erkrankungen (s. Kapitel 2.1.2) werden RNA-basierte Arzneistoffe
entwickelt. Am weitesten fortgeschritten sind die beiden Antisense-Oligonukleotide
Alicaforsen (ISIS 2302) und ATL1102. Alicaforsen hybridisiert an die 3’-UTR-Region
der humanen ICAM-1-mRNA und führt zu deren Abbau durch die Ribonuklease H.
Dadurch wird die ICAM-1-Proteinexpression reduziert [97]. Zur Zeit wird die lokale
Applikation von Alicaforsen bei Patienten mit Colitis Ulcerosa klinisch getestet
(Phase II) [98]. Zwei Phase III-Studien an Patienten mit Morbus Crohn scheiterten
an mangelnder Wirksamkeit [99, 100]. Bei ATL1102 handelt es sich um ein gegen
die α4-Untereinheit von VLA-4 gerichtetes Antisense-Molekül. Dieses reduziert im
Tiermodell der Multiplen Sklerose die Zahl der Immunzellen im ZNS und zeigt posi-
tive Effekte auf Häufigkeit und Schweregrad klinischer Symptome [101]. 2008 wurde
der erfolgreiche Abschluss einer Phase IIa-Studie zur Wirksamkeit und Sicherheit an
MS-Patienten bekannt gegeben [102].

Im Gegensatz zu Antisense-Oligonukleotiden wurde siRNA zur Expressionshem-
mung von Adhäsionsmolekülen bisher nur präklinisch in in vitro- oder in vivo-Studien
getestet. Diese sind in Tabelle 2.2 zusammengefasst.
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Tab. 2.2.: siRNA zur Expressionshemmung endothelialer Adhäsionsrezeptoren.

Zielstruktur Erkenntnis Referenz

VCAM-1,
ICAM-1,
E-Selektin

Die Transfektion von HUVEC mit α-VCAM-1-, α-ICAM-1- oder α-E-
Selektin-siRNA führt zu einer signifikanten Reduktion der jeweiligen
Protein-Expression. Unter physiologischen Flussbedingungen geht die
Leukozytenadhäsion an transfizierte HUVEC im Vergleich zu untransfi-
zierten Zellen signifikant zurück. Der größte Effekt tritt bei simultaner
Transfektion von allen drei siRNA-Typen auf.

[103–105]

VCAM-1 Die Behandlung mit α - VCAM-1 -siRNA reduziert entzündungsbedingte
Restenosen als Komplikation nach Endarteriektomien in vivo.

[106]

VCAM-1 Die Transfektion mit α-VCAM-1-siRNA kodierenden Plasmiden verhin-
dert die endotheliale VCAM-1-Expression und reduziert die Adhäsion
von Leukozyten auf aktivierten Endothelzellen unter statischen sowie
Flussbedingungen in vitro.

[107]

ICAM-1 Die in vitro-Transfektion mit α-ICAM-1-siRNA führt zu einer verminderten
ICAM-1-Expression auf Glucose-stimulierten HUVEC. In vivo verhindert
die lokale siRNA-Applikation die ICAM-1-Expression auf stimulierten
Endothelzellen der Retina und Chorioidea und ist somit eine Option in
der Therapie chronisch-entzündlicher Augenerkrankungen wie diabetische
Retinopathie.

[108, 109]

E-Selektin Die Transfektion mit α-E-Selektin-siRNA reduziert die Expression von
E-Selektin sowie die Leukozytenadhäsion unter physiologischen Flussbe-
dingungen auf aktivierten HUVEC.

[110]

2.2. Liposomen als Endothel-spezifische
Arzneistoffträger

2.2.1. Stellenwert einer endothelial gerichteten Therapie

Entsprechend seiner mannigfaltigen Aufgaben (s. Kapitel 2.1.1) ist das vaskuläre
Endothel an der Ausbildung unterschiedlicher pathologischer Zustände beteiligt,
darunter Arteriosklerose, Bluthochdruck, Thrombosen, Ödeme sowie onkologische
und entzündliche Erkrankungen [111]. Zur Therapie dieser Erkrankungen können
daher jeweils Ansatzpunkte am Endothel herangezogen werden.

Wesentlicher Vorteil einer endothelial gerichteten Therapie ist die direkte Zugäng-
lichkeit von Endothelzellen über die Blutbahn. Somit hängt der Therapieerfolg nicht
von der zum Teil problematischen Extravasation eines Wirkstoffes ab [112]. Dies
betrifft insbesondere makromolekulare Arzneistoffe wie genetisches Material und
Proteine sowie partikuläre Arzneistoffträgersysteme. Allerdings weist das vaskuläre
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Endothel aufgrund seiner Barrierefunktion zur Kontrolle des Stoffaustausches nur
selten Affinität zu zirkulierenden Arzneistoffen auf. Diese zeigen daher häufig nur
eine geringe Wirkung auf die Zellen des Endothels [113]. Für die Wirksamkeit einer
endothelial gerichteten Therapie ist es daher notwendig, die selektive Interaktion
zwischen Arzneistoff und Zielzellen zu verbessern. Dies kann durch Verwendung
funktionalisierter Trägersysteme wie Liposomen (s. Kapitel 2.2.3) erreicht werden,
die spezifisch an bestimmte Oberflächenstrukturen auf Endothelzellen binden. Bei
der Therapie von entzündlichen Erkrankungen bieten sich dazu die in Kapitel 2.1.1
vorgestellten Adhäsionsrezeptoren an, die exklusiv auf dem aktivierten Endothel
exprimiert werden. So kann eine selektive Anreicherung des Arzneistoffes in Gefäßen
entzündeter Körperregionen gewährleistet werden.

Die Auswahl der endothelialen Zielstruktur muss mit Sorgfalt erfolgen, da sie einen
wesentlichen Einfluss auf Wirkung und Wirksamkeit des liposomalen Arzneistoffes
hat [111, 113, 114]. So kann die Bindung eines funktionalisierten Trägersystems
an die entsprechende Oberflächendeterminante deren Aktivierung oder Inhibierung
bewirken, eine Protease-vermittelte Spaltung (shedding) oder Internalisierung des Re-
zeptors induzieren oder die Funktionalität der Endothelzelle verändern. Vorzugsweise
führt die Bindung des Arzneistoffkomplexes zu einem therapeutischen Zusatznutzen.
Handelt es sich z.B. um einen Wirkstoff mit einem intrazellulären Angriffspunkt, ist es
sinnvoll, einen internalisierenden Rezeptor zu targetieren, der die Wirkstoffaufnahme
in das Zellinnere erleichtert. Dagegen muss bei Substanzen, die ihre Wirkung im
Gefäßlumen entfalten, auf eine möglichst lange extrazelluläre Verweildauer geachtet
werden. Bei der Behandlung mit antiinflammatorischen Wirkstoffen kann die Blocka-
de endothelialer Adhäsionsrezeptoren durch funktionalisierte Trägersysteme einen
positiven Nebeneffekt auf das Fortschreiten der Entzündung haben, während eine
antivaskuläre Tumortherapie durchaus von toxischen Nebenwirkungen profitieren
kann.

2.2.2. Liposomen als Wirkstoffträger

Aus der Fülle unterschiedlicher Wirkstoffträger werden für den Einsatz in der Me-
dizin oder Kosmetik häufig Liposomen ausgewählt, da sie viele wünschenswerte
Eigenschaften in sich vereinen. Als Liposomen bezeichnet man kleine Vesikel aus
Phospholipiddoppelschichten, die je nach Größe und Lamellarität in SUV (engl.
small unilamellar vesicle), LUV (engl. large unilamellar vesicle) und MLV (engl.
multilamellar vesicle) unterteilt werden. Im pharmazeutischen Bereich finden ca.
100 nm große LUV am häufigsten Anwendung. Während sich MLV spontan bei der
Dispergierung von Phospholipiden in wässrigen Medien bilden, müssen zur Herstel-
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lung von SUV/LUV spezielle Techniken herangezogen werden. Für einen Überblick
über die verschiedenen Methoden wird auf die entsprechende Literatur verwiesen
[115, 116].
Durch ihren Aufbau aus Lipidmembranen, die einen wässrigen Kern umschlie-

ßen, sind Liposomen als Träger für eine Vielzahl unterschiedlicher hydrophiler wie
lipophiler Wirkstoffe gleichermaßen geeignet. Während hydrophile Substanzen im
Liposomeninneren eingeschlossen werden, liegen lipophile Stoffe membranassoziiert
vor (s. Abbildung 2.3). Die Verwendung natürlicher oder von der Natur abgeleiteter
Phospholipide als Arzneistoffträgermaterial bietet Vorteile wie gute Bioverträglichkeit,
geringe Toxizität und Immunogenität.

Polyethylenglykol

Phospholipid

hydrophiler Wirkstoff

lipophiler Wirkstoff

zielzellspezifischer Ligand 
(Antikörper, Protein o.ä.)

Abb. 2.3.: Schematische Darstellung eines Liposoms als Wirkstoffträger.

Die Inkorporierung von Arzneistoffen in Liposomen führt nicht nur zu einem er-
höhten Schutz vor hydrolytischem oder enzymatischem Abbau im Blut oder Gewebe,
sondern ermöglicht durch eine gezielte Verarbeitung ausgewählter (Phospho-)lipide
indirekt die systematische Modifikation physikalischer, pharmakokinetischer und
pharmakodynamischer Eigenschaften des Wirkstoffes. Dadurch kann die therapeuti-
sche Wirksamkeit eines Arzneimittels nachhaltig verbessert werden.

Entscheidend ist auch, dass eine GMP-gerechte Liposomenherstellung im industri-
ellen Großmaßstab möglich ist, ohne die eine breite Anwendung von Liposomen als
Arzneistoffträger nicht denkbar wäre.

Das größte Problem bei der systemischen Applikation von Liposomen stellte lange
Zeit deren schnelle Eliminierung durch phagozytierende Zellen des Immunsystems
dar, die zu kurzen Plasmahalbwertszeiten von wenigen Minuten führte. Damit war
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der Einsatz für einen gezielten Arzneistofftransport (drug targeting) außerhalb des
retikuloendothelialen Systems (RES) stark limitiert [117–119]. Der Durchbruch
gelang Anfang der 90er Jahre mit der Einführung sogenannter sterisch stabilisierter
Liposomen, die sich durch stark verlängerte Zirkulationshalbwertszeiten auszeichneten
und damit ein liposomales drug targeting mannigfaltiger Zielstukturen möglich
machten. Durch Modifikationen der Liposomenoberfläche, wie z.B. der Einbau von
Polymeren oder negativ geladenen Molekülen, kann eine Opsonierung der Partikel
durch Plasmaproteine unterbunden und somit die Akkumulation in Organen des RES
wie Leber und Milz zurückgedrängt werden [119, 120]. Man nimmt an, dass dies auf
eine Abschirmung der Liposomen durch Ausbildung einer schützenden Hydrathülle
zurückzuführen ist [121, 122]. Unter den verschiedenen Ansätzen hat sich insbesondere
der Einsatz PEGylierter Lipide bewährt. Diese bieten eine zuverlässige sterische
Stabilisierung weitgehend unabhängig von der Liposomenkomposition und sind zudem
einfach und kostengünstig zu synthetisieren und modifizieren [119].

pH-sensitive Liposomen

Der erfolgreiche Transport eines liposomalen Arzneistoffes an seinen Wirkort ist allein
noch kein Garant für eine gute therapeutische Wirksamkeit. Damit der Wirkstoff
mit seiner Zielstruktur wechselwirken kann, muss er in der Regel aus dem Liposom
freigesetzt werden. Besonders aussichtsreich erscheint hierbei die Verwendung pH-
sensitiver Liposomen, deren Lipidhülle nach Aufnahme in die Zelle pH-abhängig
destabilisiert wird und somit eine ausreichende intrazelluläre Freisetzung des Wirk-
stoffes gewährleistet.

Es wird angenommen, dass die zelluläre Aufnahme von Liposomen zumeist durch
Endozytose erfolgt [124–127], so dass diese nach Überwindung der Zellmembran in
den endosomalen Transport- und Abbauweg eingehen. Dieser ist in Abbildung 2.4
näher erläutert. Damit ein liposomaler Arzneistoff seine Wirkung entfalten kann,
müssen Liposomen – oder zumindest ihre aktiven Komponenten – vor Eintritt in
die Lysosomen aus dem endosomalen System in das Zytoplasma freigesetzt werden.
Es ist bekannt, dass im Verlauf der endosomalen Prozessierung eine allmähliche
Azidifizierung des endosomalen Inhalts stattfindet. Dieses Absinken des pH-Werts
bildet die Grundlage des Konzepts pH-sensitiver Liposomen [123]. Der Mechanismus
der pH-abhängigen Destabilisierung pH-sensitiver Liposomen soll am Beispiel der
Lipidmischung aus DOPE und CHEMS näher erklärt werden (s. Abbildung 2.5):
DOPE ist ein ungesättigtes Phosphatidylethanolamin, welches im pH-Bereich

von Interesse (pH7,5 – 4,5) als Zwitterion mit einer relativ kleinen hydrophilen
Kopfgruppe und einem ausladenden hydrophoben Fettsäureanteil vorliegt. Aufgrund
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EE
ECV

LE Lysosom

Golgi

Abb. 2.4.: Skizze des endosomalen Transport- und Abbauwegs. Nach der endo-
zytotischen Aufnahme in die Zelle findet in den frühen Endosomen (EE, early endosome)
eine Sortierung des internalisierten Materials statt. Substanzen, die nicht zur Wieder-
verwertung an die Zellmembran zurücktransportiert werden, gelangen über endosomale
Transportvesikel (ECV, endosomal carrier vesicle) zu den späten Endosomen (LE, late
endosome). Diese entwickeln sich durch Fusion mit Hydrolase-haltigen Vesikeln aus dem
trans-Golgi-Netzwerk sowie einer ATP-abhängigen Azidifizierung zu Lysosomen, in denen
der vesikuläre Inhalt enzymatisch abgebaut wird. Während der gesamten Prozessierung ist
ein allmählicher Abfall des endosomalen pH-Werts von pH 7,4 auf 5,5 – 5,0 zu beobachten.

H+ 

DOPE 

CHEMS, Anion bzw. freie Säure 

A B 

DOPE CHEMS 

Abb. 2.5.: Mechanismus der pH-Sensitivität am Beispiel DOPE/CHEMS. A Im
neutralen pH-Bereich liegt CHEMS als Anion vor und stabilisiert die lamellare Struktur
der DOPE/CHEMS-Mischung. Beim Absenken des pH-Werts kommt es zur Protonierung
von CHEMS und damit zum Verlust seiner konischen Form. Die Lipidmischung geht in die
invers hexagonale HII-Phase über. (Abbildung modifiziert nach [123].) B Strukturformeln
von DOPE und CHEMS.
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seiner (invers) konischen Struktur ist DOPE nicht in der Lage lamellare Stukturen
zu formen, sondern bildet invers-hexagonale (HII) Phasen aus [128]. Dieser Tatsache
wird zugeschrieben, dass DOPE die Fusion von Membranen zu fördern vermag,
weswegen es auch als fusogenes Lipid bezeichnet wird [129].

Die Ausbildung DOPE-haltiger lamellarer Stukturen wie z.B. Liposomen gelingt
nur durch Zusatz eines konischen Helferlipids wie CHEMS. Dabei handelt es sich um
ein schwach saures Cholesterolderivat mit einem pKa-Wert von etwa 5,8 , welches
bei neutralem pH-Wert als Anion vorliegt [130]. Im schwach sauren pH-Bereich um
pH5,5 , wie er in den Endosomen zu finden ist, wird CHEMS protoniert. Dadurch
verliert es seine ausgeprägte hydrophile Kopfgruppe und somit seine konische Form.
Das protonierte CHEMS ist nun nicht mehr in der Lage, die vesikuläre Liposo-
menstruktur zu stabilisieren. Es kommt zur Verschmelzung der Liposomen mit der
Endosomenmembran und der Freisetzung des Wirkstoffes in das Zytosol [131, 132].

Funktionalisierung von Liposomen

Um einen maximalen therapeutischen Effekt bei möglichst geringen Nebenwirkungen
zu erzielen, ist ein effizienter Arzneistofftransport zum Ort des Geschehens Ziel der
Entwicklung neuer Arzneimittel.
Im Rahmen der Tumortherapie gelang ein entscheidender Fortschritt mit der

Einführung liposomaler Chemotherapeutika, von denen die Doxorubicin-haltigen
Arzneimittel Caelyx R©/DoxilTM und Myocet R© sowie das mit Daunorubicin beladene
DaunoXome R© seit ihrer Marktzulassung vor mehr als zehn Jahren erfolgreich in
der Klinik angewendet werden [133–135]. Der Vorteil der liposomalen gegenüber
den freien Wirkstoffen beruht hauptsächlich auf dem sogenannten enhanced per-
meability and retention effect, kurz EPR-Effekt [136–138]. Dabei macht man sich
die unterschiedliche Blutgefäßstruktur in neoplastischen und gesunden Geweben
zunutze [139, 140]. Aufgrund der lückenlosen Aneinanderreihung der vaskulären
Endothelzellen sind Liposomen nach der systemischen Gabe nicht in der Lage, in
gesunden Organen die Blutbahn zu verlassen und sich dort anzureichern. Im Bereich
eines Tumors dagegen findet zur Versorgung der sich ständig teilenden Krebszellen
eine Neovaskularisierung des Gewebes statt [56]. Die unreifen Blutgefäße sind durch
eine unstrukturierte, lückenhafte Ausbildung der Gefäßwand gekennzeichnet, so dass
die Liposomen leicht in das Tumorgewebe eintreten können. Gleichzeitig ist der Lipo-
somenabtransport hieraus erschwert, da in neoplastischen Geweben das lymphatische
Gefäßsystem häufig nur unzureichend ausgeprägt ist [140]. Mithilfe eines liposomalen
Trägersystems können Zytostatika also relativ spezifisch im Tumor akkumulieren.
Dies bezeichnet man als passives Targeting.
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Dagegen versteht man unter aktivem Targeting die Verwendung von Wirkstoffträ-
gern, an deren Oberfläche zielzellspezifische Liganden gekoppelt sind (s. Abbildung
2.3). Dadurch erhofft man sich zum einen eine selektive Affinität des Arzneimittels
zum Zielgewebe, zum anderen soll durch den Einsatz von Substraten internalisie-
render Rezeptoren eine verbesserte Aufnahme in die Zelle erreicht werden. Durch
Ausnutzung dieser Effekte kann der therapeutische Index eines Arzneistoffes gesteigert
werden [141–143].

Die Funktionalisierung von Liposomen erfolgt typischerweise durch kovalente
Bindung der Liganden an die Liposomenaußenseite. Dazu werden hydrophobe An-
kermoleküle mit einer reaktiven Kopfgruppe in die Liposomen integriert [144, 145].
Durch die Verwendung PEGylierter Ankerlipide, bei denen der Ligand an das dis-
tale Ende einer PEG-Kette gekoppelt ist, können die Strategien der sterischen
Stabilisierung und des aktiven Targetings effektiv miteinander kombiniert wer-
den [146]. Häufige Anwendung findet das PEGylierte Phosphoethanolamin-Derivat
Distearoylglycerophosphoethanolamin-N-[maleimid-(polyethylenglycol)-2000 (Mal-
PEG-DSPE; Strukturformel s. Abbildung A.1). An dessen endständige Maleimidgrup-
pe kann im leicht sauren pH-Bereich die Thiolgruppe eines Cysteinrests nukleophil
addiert werden (s. Abbildung 2.6). Durch das gezielte Einbringen von Cysteinresten
bei der Synthese rekombinanter Antikörperfragmente erfolgt eine gerichtete Kopplung
des Liganden. Dadurch kann die Erhaltung der biologische Aktivität sichergestellt
werden [147, 148].

Abb. 2.6.: Nukleophile Addition eines Thiols an Maleimid.

Bei der Herstellung targetierter Liposomen unterscheidet man zwischen zwei allge-
meinen Konzepten. Die konventionelle Vorgehensweise beinhaltet die Einarbeitung
des Ankermoleküls während der Liposomenbildung und eine anschließende Funk-
tionalisierung der reaktiven Liposomen. Im Gegensatz dazu wird bei der von Iden
und Allen [149] beschriebenen Postinsertionstechnik der Ligand zunächst an das
als mizellare Lösung vorliegende Ankerlipid kovalent gebunden. Anschließend wer-
den die gekoppelten Mizellen in die äußere Lipidschicht vorgefertigter Liposomen
inseriert. Da die Wirkstoffbeladung der Liposomen und deren Funktionalisierung
in zwei getrennten Schritten vollzogen werden, ergibt sich eine große Flexibilität,
therapeutisch verwendete Liposomen individuell nach dem Expressionsmuster des
Zielgewebes zu modifizieren [150]. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass durch
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den Einsatz bereits gekoppelter Ankerlipide eventuelle Reaktionen der reaktiven
Maleimid-Kopfgruppe mit dem Beladungsgut ausgeschlossen werden können.

Als Liganden können Antikörper und deren Fragmente, Proteine oder Peptide
sowie andersartige Rezeptorliganden dienen. Liposomen, an die ein Antikörper oder
-fragment gebunden ist, werden als Immunoliposomen bezeichnet. Obwohl Antikörper-
gekoppelte Immunoliposomen eine starke Bindung an ihre Zielstruktur aufweisen,
haben sie den entscheidenden Nachteil einer schnellen Fc-vermittelten Elimination
aus der Blutzirkulation durch Makrophagen [151]. Ein weiteres Problem stellt das
Hervorrufen einer Immunantwort dar, die die Plasmahalbwertszeit der PEGylierten
Liposomen bei wiederholter Gabe drastisch verkürzt [152, 153]. Daher geht man dazu
über, anstelle vollständiger Antikörper rekombinante Antikörperfragmente wie Fab-
oder scFv-Fragmente einzusetzen, die aufgrund des fehlenden Fc-Teils eine geringere
Immunogenität aufweisen. Mittlerweile gibt es zahlreiche Beispiele für die erfolgreiche
Targetierung scFv-gekoppelter Immunoliposomen in vitro und in vivo [154–158].

2.2.3. Funktionalisierte Liposomen für einen Endothel-
spezifischen Arzneistofftransport

Die Vielzahl an Literaturstellen zeugt vom bestehenden Interesse, die Vorzüge des
liposomalen Arzneistofftransports mit denen einer endothelial gerichteten Therapie
(s. Kapitel 2.2.1) zu kombinieren. Dazu werden Liposomen entwickelt, die Affinität
zu Endothel-spezifischen Oberflächenrezeptoren aufweisen (s. Kapitel 2.1.1). Diese
Liposomen können z.B. zur Therapie von Tumoren [159–162] oder entzündlichen Er-
krankungen [163–166] eingesetzt werden. Zur Targetierung endothelialer Rezeptoren
wurden neben Antikörpern auch Antikörperfragmente [147] und Peptide [159, 167–
172] als Liganden an die Liposomen gekoppelt. Bei den eingeschlossenen Arzneistoffen
handelt es sich hauptsächlich um antivaskuläre Wirkstoffe zur Behandlung von Tu-
morerkrankungen [160, 169, 173, 174], aber auch der Angiogenesefaktor VEGF zur
Therapie des akuten Myorkardinfarkts, das antiinflammatorisch wirksame Kortikoid
Dexamethason [163–165] sowie Nukleinsäuren für gentherapeutische Interventionen
[175, 176] wurden erfolgreich liposomal verkapselt.

Einen Überblick über bisherige Arbeiten mit funktionalisierten Liposomen zur
Beeinflussung des vaskulären Endothels vermittelt Tabelle 2.3.
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Tab. 2.3.: Funktionalisierte Liposomen für einen Endothel-spezifischen Arznei-
stofftransport. (Eine Erläuterung der verwendeten Abkürzungen findet sich am Tabellenende.)

Zielstruktur/
Ligand

Erkenntnis Referenz

E-Selektin,
mAb

Die Kopplung von α-E-Selektin-mAb an verschiedene Liposomen (kon-
ventionell, sterisch stabilisiert, kationisch, pH-sensitiv) führt zu einer
spezifischen und selektiven Bindung an aktivierte HUVEC mit nachfol-
gender endozytotischer Aufnahme. Ausschließlich in aktivierten Zellen
vermindert die Inkubation mit DXR-haltigen IL die Viabilität der Zellen.

[177]

E-Selektin,
mAb

E-Selektin-gerichtete IL binden kumulativ an aktivierte HUVEC unter
physiologischen Blutflussbedingungen. Ca. 25% der gebundenen IL
werden – hauptsächlich endozytotisch – aufgenommen. Neben einer
Rezeptor-vermittelten Internalisierung kann auch die Fusion mit der
Zellmembran als Aufnahmeweg nachgewiesen werden.

[178]

E-Selektin,
mAb

In vitro-Experimente an aktivierten HUVEC zeigen eine spezifische
Bindung und Aufnahme Dexa-haltiger α-E-Selektin-IL. Diese sind in
der Lage, im Tiermodell nach intravenöser Applikation in Bereichen
entzündeter Haut zu akkumulieren. Dennoch können auch in gesunden
Hautarealen sowie in Leber und Milz unspezifische Liposomenanreiche-
rungen nachgewiesen werden.

[179]

E-Selektin,
mAb

Untersuchungen an Mäusen mit akuter Glomerulonephritis ergeben,
dass die renale Anreicherung von Dexa-beladenen α-E-Selektin-IL nach
intravenöser Gabe im Vergleich zu untargetierten Liposomen signifi-
kant erhöht ist, obwohl sie gleichermaßen in unspezifischen Organen
akkumulieren. Dies resultiert in einer reduzierten Expression von Adhä-
sionsmolekülen ausschließlich auf dem glomerulären Endothel um 60
– 70%, so dass sieben Tage nach Therapiebeginn eine Verbesserung
der Nierenfunktion vermerkt werden kann. Im Vergleich zum freien
Wirkstoff weisen IL ein wesentlich besseres Nebenwirkungsprofil auf.

[163, 164]

E-Selektin,
mAb

Die Kopplung von α-E-Selektin-mAb an echogene liposomale DNA-
Vektoren führt zu einer verbesserten Transfektionsfähigkeit aktivierter
HUVEC im Vergleich zu unstimulierten Zellen bei gleichzeitiger Erhal-
tung der akkustischen Eigenschaften des Vehikels.

[180]

E-Selektin,
mAb

Die Autoren untersuchen die Eignung sogenannter Immuno-SAINT-O-
Somen für das vaskuläre Targeting. Dabei handelt es sich um PEGylierte
α-E-Selektin-gerichtete IL, die das kationische Ampholyt SAINT-C18
enthalten. Targetierte SAINT-O-Somen weisen im Vergleich mit konven-
tionellen sterisch stabilisierten IL eine ebenso gute Bindung an aktivierte
Endothelzellen, aber wesentlich verbesserte intrazelluläre Wirkstofffrei-
setzung auf. Immuno-SAINT-O-Somen als Träger für DXR haben einen
signifikant größeren Effekt auf die Zellviabilität als konventionelle IL.
Eine spezifische Herunterregulation der VE-Cadherin-Expression in ak-
tivierten Endothelzellen gelingt ausschließlich mit SAINT-O-Somen-
formulierter siRNA.

[175]
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Tab. 2.3.: (Fortsetzung – Funktionalisierte Liposomen für einen Endothel-
spezifischen Arzneistofftransport)

Zielstruktur/
Ligand

Erkenntnis Referenz

E-Selektin,
sLex

Werden Mäusen mit induzierter Arthritis sLex-Liposomen intravenös ap-
pliziert, akkumulieren diese zeitabhängig im entzündeten Gelenk sowohl
auf dem inflammatorischen Blutgefäßendothel kolokalisiert mit CD31
und E-Selektin, als auch im angrenzenden hyperplastischen synovialen
Gewebe.

[166]

E-Selektin,
sLex

Liposomal gekoppelte sLex-Oligosaccharide vermindern die Nekrotisie-
rung des Herzmuskelgewebes und erhalten die Funktion der Herzkranz-
gefäße bei myokardialer Ischämie bzw. Reperfusionssyndrom in vivo. Der
schützende Effekt wird der gestörten Bindung polymorphkerniger Leu-
kozyten an das Endothel und damit einer ausbleibenden Anreicherung
im inflammatorischen Gewebe zugeschrieben.

[181]

E-Selektin,
sLex

Im Gegensatz zu ungekoppelten Liposomen verringern sLex-Liposomen
als Träger für α-ICAM-1 gerichtete AS-ODN die ICAM-1-Expression
auf aktivierten HUVEC.

[176]

P-Selektin,
mAb

Im Tiermodell eines Myokardinfarkts akkumulieren α-P-Selektin-
gerichtete IL bevorzugt in den entzündlichen Randregionen des akuten
Infarkts im Vergleich zum gesunden Herzmuskelgewebe. Die Therapie
mit immunoliposomal verkapseltem VEGF resultiert in einer gesteigerten
Anzahl vorhandender sowie durchbluteter Gefäße in der Infarktregion.
Dies führt zu einer Verbesserung der Herzfunktion im Vergleich zu
Tieren, die mit untargetierten Liposomen oder dem freien Wirkstoff
behandelt werden.

[182, 183]

ICAM-1,
mAb

α-ICAM-IL binden spezifisch, dosis- und zeitabhängig an HUVEC,
wobei das Ausmaß der ICAM-Expression der limitierende Faktor zu sein
scheint.

[184]

ICAM-1,
mAb

α-ICAM-IL binden konzentrationsabhängig an bronchiale Epithelzellen
in vitro. 60% der gebundenen Liposomen werden innerhalb 1 h interna-
lisiert.

[185]

ICAM-1,
mAb

In vitro-Versuche mit IL unterschiedlicher Fluidität sowie veschiedenen
Mengen gebundener α-ICAM-mAb und α-E-Sel-mAb zeigen, dass die
Mobilität sowie die molekularen Verhältnisse der unterschiedlich gekop-
pelten Ankerlipide zueinander eine Schlüsselrolle bei der endothelialen
Targetierung spielen.

[186]

VCAM-1,
mAb

In vitro-Untersuchungen zum Potential prokoagulatorischer α-VCAM-
gerichteter IL für einen selektiven Blutgefäßverschluss im Bereich des
Tumorgewebes belegen deren spezifische Bindung an VCAM-1 bzw.
aktivierte HUVEC sowie die thrombogene Aktivität der gekoppelten
Liposomen.

[187]

VCAM-1,
mAb

α-VCAM-IL zeigen eine spezifische und selektive Bindung an aktivierte
humane EC. Ca. 50% werden über die Rezeptor-vermittelte Endozytose
via clathrin-coated vesicles internalisiert.

[188]
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Tab. 2.3.: (Fortsetzung – Funktionalisierte Liposomen für einen Endothel-
spezifischen Arzneistofftransport)

Zielstruktur/
Ligand

Erkenntnis Referenz

VCAM-1,
mAb

α-VCAM-IL binden spezifisch an aktivierte humane EC unter statischen
sowie simulierten Blutflussbedingungen in vitro. In vivo-Untersuchungen
an einem Tumor-Xenograft-Modell zeigen eine zeitabhängige Akkumu-
lation der IL in den tumorversorgenden Blutgefäßen, während sich Kon-
trollliposomen durch passive Diffusion in das Tumorgewebe einlagern.
Eine Anreicherung der Liposomen in irrelevanten Organen (Leber, Milz)
wird mit der Aufnahme durch das RES in Zusammenhang gebracht.

[162]

Endoglin,
scFv’

Die Inkubation von humanen EC mit α-Endoglin-IL führt zu einer spe-
zifischen Bindung und anschließender Internalisierung. DXR-beladene
IL weisen eine verstärkte in vitro-Zytotoxizität im Vergleich zu untarge-
tierten Liposomen und dem freien Wirkstoff auf.

[147]

VEGFR,
mAb

Gegen VEGFR 2 gerichtete IL binden spezifisch an den immobilisierten
Rezeptor sowie an diverse VEGFR 2-exprimierende Zelllinien. Da der ver-
wendete Antikörper an ein anderes Epitop als der physiologische Ligand
VEGF zu binden scheint, gelingt die immunoliposomale Targetierung
auch in Gegenwart größerer Mengen VEGF.

[189]

VEGFR,
ATWLPPR

Die Kopplung des linearen Peptids ATWLPPR an PEGylierte Liposomen
führt zu einer verstärkten Bindung an aktivierte EC in vitro.

[190]

VEGFR,
Fab’

DXR-haltige α-VEGFR2-IL reichern sich spezifisch im Tumorgewebe
an und hemmen das Wachstum von Tumoren   1mm3 signifikant.

[191]

Galectin-1,
Anginex

Die liposomale Kopplung von Anginex, einem synthetischen Peptid
mit angiostatischer Wirkung, führt zu einer spezifischen Bindung der
Liposomen an aktivierte EC.

[168]

αvβ3-Integrin,
RGD

Im Gegensatz zu untargetierten Liposomen werden RGD-gekoppelte
Liposomen von aktivierten HUVEC verstärkt gebunden und anschlie-
ßend via Endozytose internalisiert. Obwohl die Funktionalisierung zu
einer drastischen Verkürzung der Zirkulationshalbwertszeit der PEGy-
lierten Liposomen in vivo führt, sind sie dennoch in der Lage, sich in
proliferierenden Gefäßen und im angrenzenden neoplastischen Gewe-
be anzureichern. Da die antineoplastische Therapie mit liposomalem
DXR nur erfolgreich ist, wenn die Liposomen zuvor funktionalisiert
werden, vermutet man eine Wechselwirkung der RGD-Liposomen mit
dem Tumorendothel als Ursache für die tumorhemmende Wirkung.

[160, 167,
190]

αvβ3-Integrin,
RGD

Die Inkubation von HUVEC mit B10-haltigen RGD-Liposomen führt zu
einer Sensitivierung der Zellen für eine antiproliferative Neutronenein-
fangtherapie.

[192]

αvβ3-Integrin,
RGD

Der neue antivaskuläre Wirkstoff Combretastatin A4 lässt sich mit hohen
Einschlussraten liposomal verkapseln. Im Vergleich zu unmodifizierten
Liposomen zeigen tagetierte Liposomen eine signifikant höhere Affinität
zu aktivierten HUVEC in vitro.

[173]
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Tab. 2.3.: (Fortsetzung – Funktionalisierte Liposomen für einen Endothel-
spezifischen Arzneistofftransport)

Zielstruktur/
Ligand

Erkenntnis Referenz

αvβ3-Integrin,
RGD

In Versuchen an Ratten mit induzierter Arthritis erweisen sich RGD-
gekoppelte Liposomen als geeignete Arzneistoffträger für eine ziel-
gerichtete antiinflammatorische Therapie. Schon die einmalige Gabe
Dexa-haltiger RGD-Liposomen führt zu einem starken und anhaltenden
antirheumatischen Effekt.

[165]

αvβ3-Integrin,
RGD

Den Autoren gelingt die stabile Verkapselung des antivaskulären Pro-
drugs ZD6126 in PEGylierte Liposomen, die für ein aktives vaskuläres
Targeting mit einem zyklischen RGD-Peptid funktionalisiert werden.
Während der freie Wirkstoff in vivo schnell eliminiert wird, zeigt die
liposomale Arzneiform eine stark verlängerte Zirkulationshalbwertszeit.
RGD-gekoppelte wie untargetierte Liposomen akkumulieren im Tumor-
gewebe sowie Makrophagen-vermittelt in Leber und Milz. Da beide
Liposomenarten gleichermaßen antineoplastisch wirksam sind, schluss-
folgern die Autoren, dass ein passives Targeting ausreichend für eine
liposomale antivaskuläre Tumortherapie ist.

[174]

Amino-
peptidase N,
NGR

Die liposomale Kopplung des NGR-Peptids, welches an den Angio-
genesemarker Aminopeptidase N bindet, führt zu einer spezifischen,
zeitabhängigen Anreicherung der Liposomen im neoplastischen Gewebe
tumortragender Versuchsmäuse. Diese ist im Vergleich zu unmodifizier-
ten Liposomen zehnfach erhöht. Die i.v.-Applikation DXR-beladener
NGR-Liposomen führt zu einer ausgeprägten Zerstörung des angiogene-
tischen Gefäßsystems und somit zu einer schnellen Tumorregression bzw.
vollständigen -eradikation. Des Weiteren kann die Bildung von Metas-
tasen zurückgedrängt werden. Durch gleichzeitige direkte Targetierung
proliferierender Tumorzellen mittels DXR-Liposomen, die selektiv an
den tumorzellspezifischen Disialogangliosid-Rezeptor GD2 binden, kann
der Therapieerfolg nochmals signifikant verbessert werden.

[159, 161]

MT1-MMP,
RLPLPG

Die liposomale Kopplung des MT1-MMP-bindenden Peptids GPLPLR
resultiert in einer verbesserten Zellbindung in vitro, sowie in einer vier-
fach erhöhten Tumorakkumulation in vivo. Dies spiegelt sich in einem
signifikant verlangsamten Tumorwachstum nach Inkorporierung des
lipophilen Nukleosidanalogon DPP-CNDAC in GPLPLR-Liposomen im
Vergleich zu wirkstoffhaltigen untargetierten Liposomen wider.

[169]

Fibrin,
CREKA

Tumorversorgende Blutgefäße sind durch zahlreiche wandständige
Thromben gekennzeichnet. Daher kann das Fibrin-erkennende Pep-
tid CREKA für ein spezifisches Tumor-Targeting verwendet werden.
In in vivo-Versuchen akkumulieren CREKA-gekoppelte Liposomen im
Tumorblutgefäß und induzieren dort die Bildung neuer Blutgerinnsel.
Durch die positive Rückkopplung der Liposomenakkumulation kann ein
effizienter Transport zum Zielgewebe gewährleistet werden, der zu einem
Gefäßverschluss führt. Obwohl der Mechanismus der Thrombenbildung
nicht geklärt ist, beruht er nicht allein auf der Liposomenanreicherung,
da in der Leber zwar ebenfalls hohe Liposomenkonzentrationen, aber
keine Thrombosen beobachtet werden.

[170]
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Tab. 2.3.: (Fortsetzung – Funktionalisierte Liposomen für einen Endothel-
spezifischen Arzneistofftransport)

Zielstruktur/
Ligand

Erkenntnis Referenz

unbekannt,
APRPG

Durch Kopplung mit dem Peptid APRPG binden PEGylierte Liposo-
men spezifisch an aktivierte HUVEC in vitro. Obwohl untargetierte und
targetierte Liposomen in vivo gleichermaßen im Tumorgewebe akkumu-
lieren, zeigen APRPG-gekoppelte Adriamycin-Liposomen eine effektivere
Hemmung des Tumorwachstums. Dies kann in der unterschiedlichen
intratumoralen Lokalisation der Liposomen begründet sein: Während
APRPG-Liposomen assoziiert mit angiogenetischen Endothelzellen vor-
liegen, sind untargetierte Liposomen diffus im extravaskulären Raum
verteilt.

[171, 172]

unbekannt,
SP5-52 u.a.

Mittels in vivo-Phagendisplay wurden diverse neue Peptide identifiziert,
die spezifisch im Tumorgefäßsystem akkumulieren. SP5-52, ein Peptid
mit der für die Targetierung essentiellen Konsensussequenz PSP, bindet
spezifisch an aktiviertes Endothel in vitro und in vivo. Die Kopplung an
liposomales DXR verhindert die Neovaskularisierung des Tumorgewe-
bes in vivo und führt insgesamt zu einer verbesserten Überlebensrate
tumortragender Mäuse.

[193, 194]

APRPG Ala-Pro-Arg-Pro-Gly; AS-ODN Antisense-Oligonukleotid; ATWLPPR Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-
Pro-Arg; CREKA Cys-Arg-Glu-Lys-Ala; Dexa Dexamethason; DXR Doxorubicin; EC Endothelzellen;
HUVEC human umbilical vein endothelial cells; IL Immunoliposomen; MT1-MMP Membran-Typ
1 Matrix-Metalloprotease; NGR Asn-Gly-Arg; PSP Pro-Ser-Pro; RGD Arg-Gly-Asp; RLPLPG Arg-
Leu-Pro-Leu-Pro-Gly; sLex Sialyl Lewisx; VEGF vascular endothelial growth factor; VEGFR vascular
endothelial growth factor receptor.

2.2.4. Endoglin als Antigen für einen Endothel-spezifischen
Arzneistofftransport

Bei Endoglin (CD105) handelt es sich um ein als Homodimer vorliegendes trans-
membranäres Glykoprotein. Die beiden 90 kDa großen Untereinheiten sind über eine
Disulfid-Brücke miteinander verknüpft und weisen jeweils eine große extrazelluläre
Domäne auf. Dort befindet sich eine RGD-Bindungsregion, während intrazellulär
sieben potentielle Phosphorylierungsstellen vorhanden sind [195–197]. Zwei verschie-
dene Isoformen sind beschrieben, die durch alternatives Spleißen entstehen. Sie
unterscheiden sich sowohl in der Länge der zytoplasmatischen Domäne als auch in
der Gewebeverteilung: Im Gegensatz zu S-CD105 (short CD105) wird L-CD105 (long
CD105) als längere Variante vorrangig auf Endothelzellen exprimiert. L-CD105 weist
außerdem einen höheren Phosphorylierungsgrad auf [198, 199].

Auch wenn seine funktionelle Bedeutung noch nicht abschließend geklärt ist, gibt es
viele Hinweise, dass Endoglin eine wichtige Rolle in der Homöostase, der Angiogenese
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sowie der Entwicklung des kardiovaskulären Systems während der Embryonalpha-
se spielt [200–202]. Mutationen in Endoglin-kodierenden Genen verursachen das
Krankheitsbild der hereditären hämorrhagischen Teleangiektasie Typ I (HHT-1).
Diese autosomal-dominant vererbte Erkrankung geht mit Gefäßmissbildungen und
rezidivierenden Blutungen einher [203].

Abb. 2.7.: Endoglin als Hilfsprotein des TGF-β-Rezeptorkomplexes. Nach heuti-
gem Wissensstand ist davon auszugehen, dass die Expression von Endoglin die endotheliale
Zellantwort auf die Bindung von TGF-β moduliert. In Endothelzellen können durch
TGF-β zwei Signalwege mit gegensätzlicher Wirkung induziert werden [204, 205]: Bindet
TGF-β an TβR-II/ALK-1, werden die zytoplasmatischen Effektorproteine SMAD 1/5
phosphoryliert. Diese bilden mit SMAD 4 einen heteromeren Komplex, der im Zellkern als
Transkriptionsfaktor wirkt und die Expression proangiogener Gene fördert. Die Bindung
an TβR-II/ALK-5 dagegen führt zu einer Aktivierung von SMAD 2/3 und nachfolgend
zu einer Herunterregulation angiogenetischer Prozesse. Die Assoziation von Endoglin an
TβR-II induziert die endotheliale Zellproliferation, indem es die Signaltransduktion via
TβR-II/ALK-1 fördert und die Signaltransduktion via TβR-II/ALK-5 hemmt. (ALK
Activin receptor-like kinase; SMAD Sma and Mad related proteins; TβR-II transforming
growth factor β-Rezeptor Typ II.) (Abbildung aus [206].)

Auf molekularer Ebene wirkt Endoglin als Hilfsprotein des Transforming growth
factor β (TGF-β)-Rezeptorkomplexes [207]. TGF-β-Rezeptoren und -Liganden bilden
ein komplexes Signaltransduktionssystem, das zelluläre Funktionen wie Proliferation,
Differenzierung und Migration steuert. In Endothelzellen sind dabei hauptsächlich
zwei Signalwege mit gegensätzlicher Wirkung von Bedeutung. Diese sind in Abbil-
dung 2.7 näher beschrieben. Endoglin scheint das Gleichgewicht dieser Signalwege
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zugunsten einer proangiogenetischen Aktivität der Endothelzellen zu verschieben
[208].

Viele Studien belegen die Überexpression von Endoglin auf dem Endothel angiogener
Blutgefäße, wie sie in Tumoren und entzündlichen oder sich regenerierenden Geweben
zu finden sind [209–212]. Dagegen zeigen ruhende Endothelzellen sowie einige andere
Zellarten wie aktivierte Monozyten, Makrophagen, erythroide Vorläuferzellen, Fibro-
blasten, Mesangialzellen, follikuläre dendritische Zellen und Melanozyten nur geringe
Expressionslevel [213]. Damit erscheint Endoglin als geeignete Zielstruktur für eine
endothelial gerichtete antiinflammatorische oder antineoplastische Therapie. Hierzu
wurden in den letzten Jahren diverse gegen Endoglin gerichtete Antikörper bzw.
-fragmente entwickelt, die entweder direkt durch Rezeptorblockade oder gekoppelt an
antiinflammatorische bzw. antineoplastische Wirkstoffe als Endothelzell-spezifische
Therapeutika dienen können [206, 213]. Völkel et al. [147] nutzten diese erstmals
zur Funktionalisierung von Liposomen für einen endothelial gerichteten liposomalen
Arzneistofftransport (s. Tabelle 2.3). Vor- und Nachteile von Endoglin als Antigen
für eine Endothel-spezifische Therapie sind in Tabelle 2.4 zusammengefasst.

Tab. 2.4.: Endoglin als Antigen für eine Endothel-spezifische Therapie. (Tabelle
modifiziert nach [206].)

Vorteile Nachteile

gute Zugänglichkeit aus dem Blutstrom Existenz einer löslichen Form

keine Extravasation nötig gestörte Homöostase als Nebenwirkung?

Überexpression auf Endothel in Tumoren oder
Entzündungsgeweben

nur Tumore mit angiogenetischer Aktivität wer-
den erfasst

vielseitig anwendbar, da nicht spezifisch für be-
stimmte Tumorarten oder Entzündungserkran-
kungen

unabhängig vom Expressionsmuster neoplasti-
scher Zellen

geeignet zur Kontrolle der Wirksamkeit anti-
angiogenetischer Therapien
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2.3. Lipid-basierte Transfektion
Unter Transfektion versteht man das (transiente oder stabile) Einbringen von Fremd-
DNA in eukaryotische Zellen. Physiologisch gesehen stellt dies einen Angriff auf die
Integrität des Genoms dar, so dass Lebewesen im Laufe der Evolution verschiedene
Mechanismen entwickelt haben, dieses zu verhindern. Bei der therapeutischen Nut-
zung von genetischem Material müssen deshalb diverse Hürden überwunden werden
[214]:

• Während der systemischen Zirkulation droht ein rascher Abbau der Nuklein-
säuren durch Serumnukleasen.

• Die Nukleinsäure muss in die Zielzelle aufgenommen werden. Nukleinsäuren
stellen jedoch keine physiologischen Substrate zellulärer Membrantransporter
dar. Auch eine passive Überwindung der negativ geladenen Zellmembran ist
aufgrund der makromolekularen, polyanionischen Nukleinsäurestruktur proble-
matisch.

• Intrazellulär muss der Transport intakter Nukleinsäuren zu ihrem Wirkort
gewährleistet sein. Während Antisense-Oligonukleotide und siRNA zytoplas-
matisch angreifen, müssen virale DNA und Plasmid-DNA aktiv oder passiv in
den Zellkern als Ort der Transkription aufgenommen werden.

Der Einsatz verschiedenartiger Gentransfersysteme kann dabei helfen, diese Schwie-
rigkeiten zu überwinden. Dabei werden virale von nicht-viralen Methoden unter-
schieden. Letztere lassen sich weiterhin in physikalische und chemische Ansätze
unterteilen.

Virale Genvektoren sind aufgrund ihrer hohen Transfektionseffizienz zur Zeit das
Mittel der Wahl bei klinischen Anwendungen, bergen aber diverse Risiken (s. Kapitel
2.1.3).

Zu den nicht-viralen, physikalischen Transfektionsmethoden gehören Verfahren wie
Elektroporation, Mikroinjektion oder Partikelbeschuss mittels Genkanone. Dabei wird
die Zellmembran mechanisch destabilisiert und so der Eintritt der Nukleinsäure in die
Zelle erleichtert. Diese Techniken weisen hervorragende in vitro-Transfektionsraten
auf, haben allerdings keine Relevanz für systemische in vivo-Anwendungen und sollen
daher nicht näher besprochen werden [215].
Die Grundlage nicht-viraler, chemischer Verfahren bildet zumeist die Komple-

xierung anionischer Nukleinsäuren mit kationischen Komponenten. Aufgrund ihrer
positiven Nettoladung assoziieren die entstehenden Komplexe leicht über elektro-
statische Wechselwirkungen an negativ geladene Zellmembranen und fördern so die
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Aufnahme der Nukleinsäuren ins Zellinnere [216]. Als kationische Substanzen können
Polymere oder Lipide verwendet werden, deren Komplexe mit Nukleinsäuren als
Polyplexe bzw. Lipoplexe bezeichnet werden. Als weitere Methode können die zu
applizierenden Nukleinsäuren in Nanopartikel wie z.B. Liposomen (s. Kapitel 2.3.2)
oder SPLP (s. Kapitel 2.3.3) verkapselt werden.

An ein ideales Gentransfersystem werden folgende Anforderungen gestellt [215, 217]:

• Die Anwendung soll sicher und gut verträglich sein.
• Das Konstrukt darf keine Immunantwort hervorrufen.
• Das Gentransfersystem soll eine möglichst hohe Transfektionseffizienz aufweisen.

Dazu müssen weitere Voraussetzungen erfüllt werden:
– Die Zirkulationshalbwertszeit muss ausreichend lang sein, um das Errei-

chen der Zielzellen zu ermöglichen.
– Das Vehikel muss die Nukleinsäure vor einem Abbau durch Serumnuklea-

sen schützen.
– Das Vehikel soll die Nukleinsäure zielgerichtet zu den Zielzellen transpor-

tieren.
– Die transportierte Nukleinsäure muss in ausreichender Konzentration

intrazellulär an ihrem Wirkort (Zytoplasma/Zellkern) angereichert werden.
– Spätestens an ihrem Wirkort muss die Nukleinsäure aus ihrem Vehikel

freigesetzt werden.
• Die Herstellung soll möglichst einfach, kostengünstig und reproduzierbar im

Großmaßstab durchführbar sein.
• Das fertige Produkt muss ausreichende Lagerstabilität bis zum Zeitpunkt der
Applikation aufweisen.

Bis heute gibt es kein Transfektionssystem, welches allen Anforderungen gerecht
wird. Stattdessen weist jedes Vehikel individuelle Stärken und Schwächen auf. Lipid-
basierte Systeme, auf die im Folgenden näher eingegangen werden soll, überzeugen
insbesondere aufgrund ihrer guten Verträglichkeit, einfachen und kostengünstigen
Herstellung und sicheren Anwendbarkeit.

2.3.1. Lipoplexe

Unter Lipoplexen versteht man Komplexe aus Nukleinsäuren (Plasmid-DNA, Anti-
sense-Oligonukleotide oder siRNA) mit kationischen Lipiden. Ihr Einsatz als Gen-
transfersystem geht auf eine Publikation von Felgner et al. [218] im Jahr 1987
zurück. Darin wurde erstmals über die erfolgreiche Lipofektion von Plasmid-DNA
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als Komplex mit äquimolaren Mengen des kationischen Lipids Dioleoyltrimethylam-
moniumchlorid (DOTMA) und DOPE in vitro berichtet. Seitdem sind eine Vielzahl
weiterer kationischer Lipide als Transfektionsvermittler entwickelt worden, denen
ein amphiphiler Aufbau gemeinsam ist: Als hydrophobe Reste dienen in der Regel
Cholesterol-Derivate bzw. eine oder mehrere (un-)gesättigte Kohlenstoffketten. Diese
sind über ein Bindeglied mit einer kationischen Kopfgruppe verknüpft, die häufig
aus einer unterschiedlich substituierten Aminogruppe besteht [219]. Durch Modifi-
kationen des Bindeglieds kann die chemische und metabolische Stabilität gesteuert
werden [219]. Maßgeblich für die Transfektionseffizienz scheint insbesondere die Be-
schaffenheit der kationischen Kopfgruppe zu sein [220]. Aufgrund ihres amphiphilen
Charakters lagern sich kationische Lipide in wässrigem Milieu spontan zu Aggregaten
zusammen. Deren Morphologie hängt von der Geometrie der eingesetzten Lipide
ab, insbesondere vom Größenverhältnis des hydrophoben Restes zur kationischen
Kopfgruppe [219].

Um die Transfektionseigenschaften von Lipoplexen zu verbessern, werden den ka-
tionischen Lipiden häufig neutrale Helfer lipide beigemischt. In vitro-Studien zeigten,
dass der Zusatz äquimolarer Mengen DOPE die Transfektionseffizienz von Lipoplexen
erhöht [221–223]. Als Ursache hierfür wird eine verbesserte intrazelluläre Freisetzung
der Nukleinsäure aus dem Lipoplex nach Kontakt mit der Zellmembran angenommen,
die auf den fusogenen Eigenschaften des DOPE beruht (s. Kapitel 2.2.2).

Zur Herstellung von Lipoplexen werden Nukleinsäuren nachträglich zu vorgefer-
tigten Lipidpartikeln hinzugefügt. Die Bildung der Lipoplexe läuft dabei in einem
zweistufigen, Entropie-vermittelten Prozess ab. Der erste, schnell ablaufende Schritt
beinhaltet die exotherme Wechselwirkung zwischen negativ geladenen Nukleinsäuren
und kationischen Lipiden. Dabei bleibt die ursprüngliche Struktur der Lipidaggregate
erhalten. In einer zweiten, endothermen Reaktion findet die Fusion und Neuordnung
der Lipide statt [224, 225].

Mittels Röntgendiffraktometrie konnte gezeigt werden, dass verschiedene Lipoplex-
Strukturen existieren [226–228]. Lipoplexe können multilamellar (LC

α) vorliegen,
wobei jeweils eine Nukleinsäure-Monoschicht sandwichartig zwischen zwei Lipid-
doppelmembranen eingelagert ist (s. Abbildung 2.8, (A)). Des Weiteren wurden
invers-hexagonale Strukturen (HC

II) beschrieben. Hier bilden die Lipide röhrenför-
mige inverse Mizellen aus, die sich in hexagonalen Gittern anordnen und in ihrem
wässrigen Kern die Nukleinsäuren einschließen (s. Abbildung 2.8, (B)).

Auch wenn die Herstellung trivial erscheint, nehmen viele Parameter Einfluss
auf die physiko-chemischen Eigenschaften der entstehenden Lipoplexe wie Größe,
Zetapotential, Phasenverhalten und Stabilität. Dazu gehören außer der Wahl des
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Abb. 2.8.: Schematisch dargestellte Lipoplex-Strukturen. (A) Lamellare Struk-
tur (LC

α) mit alternierend angeordneten Lipiddoppelmembranen und Nukleinsäure-
Monoschichten. (B) Invers-hexagonale Struktur (HC

II) mit zylindrischen Invers-Mizellen,
in deren wässrige Kerne die Nukleinsäuren eingelagert sind. (blau: Nukleinsäuren, gelb:
hydrophobe Lipidreste, weiß/grün: hydrophile Lipid-Kopfgruppen.) (Abbildung modifiziert
nach [226].)

kationischen Lipids die Art und Konzentration beigemischter Helferlipide, die Ionen-
stärke des umgebenden Puffers, das Lipid:DNA-Verhältnis, die Temperatur und nicht
zuletzt das Herstellungsverfahren [229]. Viele Studien belegen eine Abhängigkeit des
Transfektionspotentials von der Lipoplexstruktur, allerdings ist der Zusammenhang
noch nicht vollständig geklärt und wird zum Teil kontrovers diskutiert [229, 230].
Im Vergleich zu anderen nicht-viralen Transfektionsvektoren weisen Lipoplexe

ausgezeichnete in vitro-Transfektionseigenschaften auf. Darin begründet liegt ihre
verbreitete Vermarktung als kommerzielle Transfektionsreagenzien für den indus-
triellen Gebrauch oder zu Forschungszwecken. Eine Anwendung in vivo und damit
zu therapeutischen Zwecken kann allerdings durch mehrere Faktoren limitiert sein:
Wiederholt wurden bei der Behandlung mit Lipoplexen zytotoxische Effekte beob-
achtet [231–233]. Außerdem zeigen Lipoplexe nach der systemischen Applikation
häufig unzureichende Zirkulationshalbwertszeiten: Aufgrund ihrer positiven Ladung
reagieren Lipoplexe mit negativ geladenen Serumkomponenten, wodurch eine schnel-
le Inaktivierung des Transfektionssystems bewirkt wird [234, 235]. Als Erklärung
ist eine Destabilisierung der Lipoplexstruktur und Freisetzung der Nukleinsäuren
denkbar [236]. Zum anderen fördert die Opsonierung der Lipoplexe deren rasche
Aufnahme durch Zellen des retikuloendothelialen Systems und hat eine massive
Lipoplex-Anreicherung in Lunge, Milz und Leber zur Folge [237–239]. Damit ist der
zielgerichtete Nukleinsäuretransport zu anderen Organen stark eingeschränkt.
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Verschiedene Modifikationen wurden vorgenommen, um diese Probleme zu über-
winden. Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von Cholesterol
als Helferlipid eine Stabilisierung des Lipid-Nukleinsäure-Komplexes in Gegenwart
von Serum bewirkt [236], die zu erhöhten Transfektionsraten in vivo führt [240, 241].
Weitere Arbeiten befassten sich mit Modifikationen zur Abschirmung der kationischen
Ladung z.B. durch Zusatz PEGylierter Lipide [242–245], der Kopplung selektiver
Liganden für einen zielzellspezifischen Nukleinsäuretransport und eine verbesserte
zelluläre Aufnahme [215, 246] sowie der Synthese bioabbaubarer Lipide zur Reduktion
toxischer Effekte [247–249].

2.3.2. Liposomen als Gentransfersystem

Auch die in Kapitel 2.2.2 ausführlich beschriebenen Liposomen mit ihren zahlreichen
Modifikationen können als Gentransfersystem eingesetzt werden. Im Gegensatz zu
Lipoplexen weisen Liposomen als vesikuläre Partikel aus Phospholipiddoppelmembra-
nen klar definierte Strukturen auf. Die Beladung mit Nukleinsäuren erfolgt anders
als bei Lipoplexen bereits während der Herstellung der Lipidpartikel, so dass die
Nukleinsäuren in Liposomen vollständig verkapselt vorliegen. Da auch Liposomen
kationische Lipidanteile beinhalten können und der Begriff kationische Liposomen in
der Literatur häufig synonym für Lipoplexe verwendet wird, ist die Einordung eines
lipidbasierten Nukleinsäuretransporters jedoch nicht immer eindeutig.
Noch vor der Entwicklung der Lipoplexe wurde Ende der 70er Jahre erstmals

über den erfolgreichen Einschluss von Nukleinsäuren in große, meist negativ gela-
dene Liposomen berichtet [251–253]. Weitere Studien zeigten, dass mit deren Hilfe
eine Transfektion in vitro und in vivo möglich ist [254, 255]. Außer der anfänglich
verwendeten langkettigen DNA/RNA bzw. Plasmid-DNA sind mittlerweile auch
niedermolekulare Nukleinsäuren wie Antisense-Oligonukleotide oder siRNA zum
Zweck der RNA-Interferenz in Liposomen verkapselt worden [217].

Obwohl sich Liposomen im Vergleich mit Lipoplexen durch eine verbesserte Phar-
makokinetik und geringere Toxizität auszeichnen, ist ihre Anwendung als Trans-
fektionsvermittler dennoch wenig verbreitet. Ein Grund scheint insbesondere die
schlechte Beladungseffizienz der Liposomen zu sein, die sich aus dem passiven Ein-
schlussverfahren ergibt. Für die Verkapselung von siRNA bzw. von Oligonukleotiden
in neutrale/anionische Liposomen werden zumeist niedrige Einschlussraten von 3 –
25% gefunden [256–260]. Diese können durch den Einsatz kationischer Lipidmischun-
gen erheblich verbessert werden [175]. Bei kationischen Liposomen ist allerdings
wiederum mit den für Lipoplexen beschriebenen Schwierigkeiten in vivo zu rechnen
(s. Kapitel 2.3.1).
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Achse 1 

Achse 2 

L 

Abb. 2.9.: Schematische Zeichnung der Dualen Asymmetrischen Zentrifugation.
Während der Dualen Asymmetrischen Zentrifugation wird eine hochkonzentrierte Lipiddis-
persion (L) simultan um die Hauptachse der Zentrifuge (Achse 1) sowie in entgegengesetzter
Drehrichtung um die eigene vertikale Achse (Achse 2) rotiert. Durch die Drehung um Achse
1 entstehen Zentrifugalkräfte, die die Lipiddispersion auswärts beschleunigen. Gleichzeitig
wirken durch die Rotation um Achse 2 einwärts gerichtete Kräfte auf die Lipiddispersion ein,
die auf der Adhäsion der Phospholipide an die Gefäßwand beruhen. Durch Überlagerung
dieser entgegengesetzt gerichteten Kräfte kommt es zur Ausbildung eines homogenen
vesikulären Phospholipidgels. (Abbildung modifiziert nach [250]).

Mithilfe eines speziellen Zentrifugationsverfahrens zur Liposomenherstellung gelang
es Hirsch et al. [250], auch bei Verwendung neutraler Lipide Einschlussraten bis
zu 71% zu erzielen. Bei der sogenannten Dualen Asymmetrischen Zentrifugation
(DAC) rotiert eine hochkonzentrierte viskose Lipiddispersion, die die einzuschließende
Nukleinsäure enthält, nicht nur um die Hauptachse der Zentrifuge, sondern simultan
in entgegengesetzter Drehrichtung um ihre eigene vertikale Achse (s. Abbildung 2.9).
Durch die sich überlagernden, entgegengesetzt gerichteten Bewegungen wirken hohe
Scherkräfte auf die Lipiddispersion ein, die zur Bildung eines homogenen vesikulären
Phospholipidgels führen. Nach anschließender Dispergierung in wässrigem Medium
erhält man kleine homogene Liposomen mit hohen Beladungsraten.
Einen weiteren Nachteil liposomaler Transfektionsvermittler – insbesondere bei

Verwendung neutraler/anionischer Lipidzusammensetzungen – stellt deren mangelnde
Affinität zur negativ geladenen Zellmembran und damit eine erschwerte zelluläre
Aufnahme dar. Durch Kopplung spezifischer Rezeptorliganden oder durch Einsatz
fusogener Lipide gelingt es jedoch, die Transfektionseigenschaften von Liposomen zu
verbessern [261, 262].

Eine Übersicht über Liposomen zur Transfektion von siRNA gibt Tabelle 2.5.
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2.3. Lipid-basierte Transfektion

Tab. 2.5.: Liposomen als Vektoren für die Transfektion von siRNA.

verwendete
Lipide

Erkenntnis Referenz

PC:Chol:DOTAP:
PEG-DSPE:
R8-PEG-DSPE

Kationische Arginin-Oktamer-modifizierte siRNA-Liposomen sind se-
rumstabil, weisen nur sehr geringe Zytotoxizität auf und führen in in
vitro-Transfektionsexperimenten zu einer effektiven Expressionshem-
mung des Zielproteins.

[263]

DPPG:DPPC:
PEG-DPPE

Obwohl die Formulierung als Liposomen die siRNA-Aufnahme in Zellen
signifikant verbessert, wird keine RNA-Interferenz beobachtet. Als
Ursache wird eine mangelnde endosomale Freisetzung der siRNA
vermutet.

[264]

PC:DAP Liposomen mit pH-sensitiver PEG-Ummantelung als siRNA-Träger
führen zu einer verbesserten Genstilllegung in vitro im Vergleich zu
pH-insensitiven Liposomen.

[265]

DOPC:Tween20 Die intravenöse oder intraperitoneale Gabe liposomaler siRNA ge-
gen EphA2-Tyrosinkinaserezeptor, fokale Adhäsionskinase (FAK),
Interleukin-8 bzw. Thrombinrezeptor reduziert das Tumorwachstum in
verschiedenen Tumor-Tiermodellen.

[266–271]

POPC:DDAB:
PEG-DSPE

Immunolipsomal verkapselte CD40-siRNA zeigt eine spezifische An-
reicherung in dendritischen Zellen (DC) in vitro bzw. in DC-reichen
Organen in vivo. Im Tiermodell reduziert die intravenöse Gabe die
CD40-Expression dendritischer Zellen und induziert DC-vermittelte
immunomodulatorische Effekte.

[259, 272]

EPC:Chol:
PEG-DSPE

Durch Kopplung eines α-CD33-scFv’ an siRNA-haltige Liposomen kann
eine spezifische Bindung und Aufnahme der siRNA in CD33+-Zellen
erreicht werden. Dies führt zu einer verbesserten Herunterregulierung
der siRNA-Zielstruktur auf mRNA- sowie Proteinebene im Vergleich
zu ungekoppelten Liposomen.

[260]

POPC:Chol:
PEG-DSPE:
MalPEG-DSPE:
SAINT-C18

Im Gegensatz zu neutralen IL gelingt mithilfe von kationischen SAINT-
C18-haltigen IL eine signifikante Expressionshemmung in vitro. Aller-
dings bleibt ungeklärt, ob dies auf einer Verbesserung der Transfek-
tionseigenschaften oder auf dem erhöhten siRNA-Einschluss durch
Verwendung kationischer Lipide beruht.

[175]

DAP Dioleoyldimethylammoniumpropan; DDAB Dimethyldioctadecylammoniumbromid; DOPC Dio-
leoylphosphatidylcholin; DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin; DPPG Dipalmitoylphosphatidylglycerol;
IL Immunoliposomen; PC Phosphatidylcholin; PEG-DPPE PEG-Dipalmitoylphosphatidylethanolamin;
R8-PEG-DSPE Octaarginin-PEG-DSPE
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2.3.3. Stabilized plasmid-lipid particles (SPLP)

Wheeler et al. [273] beschrieben 1990 erstmals die effiziente Verkapselung von Plasmid-
DNA (50 – 70%) in PEGylierte Lipidpartikel mit ca. 100 nm Durchmesser, die als
stabilized plasmid-lipid particles (SPLP) bezeichnet werden. SPLP weisen sowohl
die vorteilhaften pharmakokinetischen Eigenschaften von Liposomen als auch das
Transfektionspotential von Lipoplexen auf. Dies ist auf die Verwendung einer Lipid-
mischung mit geringem Anteil kationischer Lipide zurückzuführen, deren Ladung
durch Zusatz PEGylierter Lipide nach außen jedoch weitgehend abgeschirmt wird
[274].

Die Herstellung von SPLP erfolgt mithilfe einer Detergenz-Dialysiermethode, bei
der die verwendeten Lipide zunächst solubilisiert durch Zusatz des Detergenzes
Octylglucosid (OG) als Mischmizellen in einer Plasmid-haltigen Lösung vorliegen.
Die ursprünglich eingesetzte Lipidmischung besteht aus einem großen Anteil des fu-
sogenen Lipids DOPE (84mol%), geringen Mengen des kationischen Lipids DODAC
(6mol%) sowie 10mol% eines PEGylierten Ceramids (PEG-Cer) [273]. Während der
Entfernung des zugesetzten Detergenz mittels Dialyse kommt es zur Umlagerung
der Lipide zu kleinen homogenen Vesikeln, in die die Plasmide eingelagert sind
(s. Abbildung 2.10). Aus dem resultierenden DNA:Lipid-Verhältnis und der durch-
schnittlichen Partikelgröße von ca. 100 nm lässt sich ableiten, dass ein SPLP genau
eine Plasmid-DNA umschließt [273]. Die Formierung von SPLP gelingt allerdings
nur bei einem kritischen DODAC-Gehalt von 6mol%. Höhere Konzentrationen des
kationischen Lipids führen zur Aggregatbildung, während bei niedrigeren Konzentra-
tionen kein oder nur geringer Plasmideinschluss beobachtet wird [273]. Daraus ergibt
sich die in Abbildung 2.11 erläuterte Hypothese zur SPLP-Enstehung während der
Dialyseprozedur.
Um die in vitro-Transfektionseigenschaften von SPLP zu verbessern, wurden

verschiedene Modifikationen vorgenommen. Als besonders entscheidend für das
Transfektionsvermögen von SPLP erwies sich die Länge der Acylseitenkette des
eingesetzten PEG-Ceramids. So resultiert die Verwendung kurzkettiger Acylreste in
einem drastischen Anstieg der Transfektion in vitro [273, 278]. Dies scheint auf der
kürzeren Verweildauer dieser Ceramide innerhalb der Partikelmembran zu beruhen:
Es wird angenommen, dass die schnelle Dissoziation kurzkettiger Ceramide zu einer
Destabilisierung der SPLP und einer verbesserten Interaktion mit der Zellmembran
führt. Die Variation der verwendeten PEG-Kettenlänge (PEG750, PEG2000, PEG5000)
dagegen hat nur einen untergeordneten Einfluss auf das Transfektionspotential
[278]. Eine Steigerung der in vitro-Transfektionsraten gelingt außerdem bei Ersatz
des PEG-Ceramids durch ein säure-labiles PEG-Derivat (POD [279]). Dadurch
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2.3. Lipid-basierte Transfektion

Abb. 2.10.: Die Struktur von SPLP. Links: Schematische Zeichnung des SPLP-
Aufbaus (Hypothese). SPLP bestehen aus einer vesikulären Phospholipidmembran,
die einen wässrigen Kern umschließt [275]. Pro SPLP liegt jeweils eine Plasmid-DNA
vollständig eingelagert vor. Zur Stabilisierung der Struktur werden PEGylierte Lipide ver-
wendet. (Abbildung aus [276].) Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer
SPLP-Präparation. SPLP weisen Liposomen-ähnliche unilamellare Vesikelstrukturen
auf. Sie zeichnen sich durch eine homogene Größenverteilung im Bereich um 100 nm aus.
Maßstabsbalken = 200 nm. (Abbildung aus [277].)

werden SPLP mit pH-sensitiven Eigenschaften erhalten (s. Kapitel 2.2.2) [280, 281].
Auch durch den Austausch von DODAC gegen andere kationische Lipide kann
die Transfektionseffizienz verbessert werden [278]. Allerdings ist zu beachten, dass
bei Nutzung anderer kationischer Lipide der optimale Gehalt für einen maximalen
Plasmideinschluss jeweils neu bestimmt werden muss.
Wird die Dialyse in Gegenwart eines Citrat- oder Phosphatsalz-haltigen Puffers

durchgeführt, gelingt die Herstellung von SPLP mit hohen kationischen Lipid-Anteilen
bis zu 42,5mol%, die dennoch eine homogene Größenverteilung um 100 nm Durch-
messer und Plasmid-Einschlusseffizienzen bis 80% aufweisen [275, 282]. Als Erklärung
wird eine verbesserte Abschirmung der kationischen Lipide während der Dialyse
durch die erhöhte Ionenstärke des Dialysepuffers postuliert. In vitro- und in vivo-
Experimente zeigten, dass SPLP mit einem DODAC-Gehalt von 24 mol% zu einem
optimalen Transfektionsergebnis führen. 24 h nach der intraperitonealen Anwendung
dieser SPLP in einem Tumor-Mausmodell war die tumorale Expression des verwen-
deten Reportergens im Vergleich zur Behandlung mit Lipoplexen (DOPE:DODAC)
etwa zehnfach erhöht [275, 282].
Wie zuvor erläutert, erhöhen Ceramide mit kurzkettigen Acylresten die in vitro-

Transfektionsfähigkeit von SPLP. In Gegenwart von Serum wirken sie aufgrund ihrer
kurzen Verweildauer in der Lipidmembran allerdings nicht ausreichend stabilisierend.
Daher sind diese zur Herstellung von SPLP für eine systemische Applikation nicht
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Abb. 2.11.: Modell zur SPLP-Formierung mittels Detergenz-Dialyse. Zu Beginn
der Detergenz-Dialyse bilden sich zunächst makromolekulare Lipidintermediate wie Invers-
mizellen oder lamellare bzw. vesikuläre Strukturen aus. (A) Ist der Gehalt an kationischem
Lipid zu gering, bleibt die Wechselwirkung der kationischen Lipidintermediate mit der
negativ geladenen DNA aus. Dies führt zu geringen Einschlussraten. (B) Liegen optimale
Mengen der kationischen Komponente vor, assoziieren die Lipidintermediate mit exakt
einer Plasmid-DNA. Der resultierende Ladungsausgleich verhindert die Anlagerung weiterer
Plasmide. Während der weiteren Dialyseprozedur bildet sich eine vesikuläre Lipidhülle
um die DNA aus. (C) Zu hohe Konzentrationen an kationischen Lipiden führen im Laufe
der Dialyse zur Quervernetzung der kationische Lipidintermediate über die anionische
Plasmid-DNA. Somit kommt es zur Zusammenlagerung großer inhomogener Aggregate.
(Abbildung aus [276].)

geeignet [275]. Ausreichende Plasmastabilität konnte jedoch für die Formulierung mit
PEG-CerC20 gezeigt werden, die zu einer erfolgreichen Transfektion in vivo führte
[276, 283, 284]: In einem Mausmodell mit subkutanem Lewis-Lungenkarzinom betrug
die Plasmahalbwertszeit von SPLP nach intravenöser Gabe 6,1 � 1,1 h (Lipid) bzw.
7,2 � 1,6 h (Plasmid). Lipoplexe aus DODAC:DOPE zeigten unter gleichen Bedin-
gungen kurze Halbwertszeiten von unter 15min. Zwischen 3 und 10% der injizierten
Lipide bzw. 1,5 – 6% der eingesetzten Plasmidmenge akkumulierten im Tumor.
Daraus resultierte eine signifikante Expression des verwendeten Reportergens. Die
Behandlung mit Lipoplexen oder nackter DNA dagegen führte zu keiner signifikanten
tumoralen Plasmidanreicherung.

Basierend auf diesen Erkenntnissen erscheinen SPLP als aussichtsreiche Kandida-

42



2.3. Lipid-basierte Transfektion

ten für zukünftige Anwendungen zu gentherapeutischen Zwecken. Im Gegensatz
dazu konnte in einer Studie von Weeke-Klimp et al. [285] keine Transfektion in vivo
beobachtet werden, obwohl die Lactoferrin-gekoppelten PEG-CerC16-SPLP nach
intravenöser Gabe eine spezifische Anreicherung in Hepatozyten zeigten. Als Ursache
vermuten die Autoren eine mangelnde intrazelluläre Plasmidfreisetzung aus den
Lipidvesikeln.

Stabilized antisense-lipid particles und Stabilized nucleic acid-lipid particles

Analog zu SPLP sind Systeme für die Transfektion von Antisense-Oligonukleotiden
oder siRNA entwickelt worden, die als stabilized antisense-lipid particles (SALP) bzw.
stabilized nucleic acid-lipid particles (SNALP) bezeichnet werden und der Vollständig-
keit halber kurz vorgestellt werden sollen. Wie SPLP zeichnen sich S(N)ALP durch ih-
re geringe Größe und homogene Struktur, durch gute Nukleinsäure-Einschlussquoten
sowie durch hohe Serumstabilität und lange Zirkulationshalbwertszeiten aus [286, 287].
Obwohl ihre Lipidzusammensetzungen mit der von SPLP vergleichbar sind, werden
zur Herstellung andere Verfahren herangezogen [277, 287]: Die in Ethanol gelösten
Lipide werden entweder schritt- oder tropfenweise zu einer Nukleinsäure-haltigen
Lösung zugegeben, so dass sich bei einem resultierenden Ethanolgehalt von 40%
spontan kleine, homogene Vesikel mit hohen Nukleinsäure-Einschlussraten von 65–
80% bilden. Bei Bedarf kann eine Extrusion durch eine Polycarbonatmembran zur
weiteren Homogenisierung angeschlossen werden. Zur Entfernung des Ethanols wird
die Präparation anschließend dialysiert.

Mehrere in vivo-Studien untersuchten die therapeutische Wirksamkeit von SNALP
in der Behandlung verschiedener Krankheiten. So konnte durch SNALP-vermittelte
RNA-Interferenz die Replikation von Hepatitis B-Viren bzw. von Ebola-Viren im
Tiermodell signifikant reduziert werden [288, 289]. Eine weitere Arbeit belegte die
Eignung von SNALP als Tumortherapeutikum an zwei unterschiedlichen Tumor-
Mausmodellen [290]: Dabei konnte jeweils eine signifikante Verlängerung der Über-
lebenszeit gegenüber der Kontrollgruppe erreicht werden. Zimmermann et al. [291]
nutzten SNALP zur Behandlung der Hypercholesterinämie bei Affen. Die einmalige
systemische Gabe von SNALP-formulierter Apolipoprotein B (Apo B)-siRNA ver-
ringerte die Menge an Apo B-mRNA in der Leber dosisabhängig um bis zu 90%.
Daraus resultierte eine signifikante Senkung der Apo B-Protein-, Cholesterol- sowie
LDL-Spiegel im Serum.

Der herausragende Erfolg dieser Studien ist auf synergistische Effekte zurückzufüh-
ren, die sich aus der Verwendung wirksamer Transfektionssysteme in Kombination
mit dem therapeutischen Potential der RNA-Interferenz ergeben.
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3. Material und Methoden

3.1. Verwendete Materialien

3.1.1. Geräte und Verbrauchsmaterialien

Tab. 3.1.: Geräte

Gerät Bezeichnung Hersteller

Absaugvorrichtung Biochem-VacuuCenter BVC 21 Vacuubrand GmbH & Co., Wertheim, Deutschland
Analysenwaage Sartorius Basic BA210S SartoriusAG, Göttingen, Deutschland
CO2-Inkubator AutoFlow 5500 Air Jacketed CO2 Incubator NuAire, Inc., Plymouth, MN, USA
Duale Asymmetrische Zentrifuge FlackTek SpeedMixerTM DAC 150 FVZ Hauschild GmbH & Co. KG, Hamm, Deutschland
Durchflusszytometer FACSCalibur mit BDTM High Throughput Sampler BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Einfrierbehältnis Cryo 1�C Freezing Container Nalge Nunc International, Hereford, Großbritannien
Elektrophoreseapparatur Mini-Protean II Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland
Elektrophoreseapparatur Peqlab Modell 40-0911 Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlange, Deutschland
Elektrophorese-Stromgeber EC 250-90 Life Sciences Int. GmbH, Frankfurt, Deutschland
Elektrophorese-Stromgeber PowerPack 300 Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland
Eppendorf-Mischer Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Extruder LipexTM 10 ml Thermobarrel Extruder LipexTM Biomembranes, Inc., Vancouver, Kanada
Fluoreszenzmikroskop, invers Axiovert 200 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland



Tab. 3.1.: (Fortsetzung – Geräte)

Gerät Bezeichnung Hersteller

Geldokumentationssystem Universal Hood II Geldoc Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland
Horizontalschüttler Kompaktschüttler KS-15B Edmund Bühler GmbH, Hechingen, Deutschland
Mehrfachdispenser HandystepR© electronic Brand GmbH & Co.KG, Wertheim, Deutschland
Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop Nikon Eclipse Ti Nikon Corporation, Tokyo, Japan
Labormikroskop, invers Wilovert Standard HF Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland
Laserdiffraktometer Malvern Autosizer IIC mit Autosizer Correlator

Series 7032
Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Großbritannien

Laserdiffraktometer Nicomp submicron particle analyzer model 380 Nicomp Inst. Corp., Santa Barbara, CA, USA
Magnetrührer IKAMAGR© RCT IKAR© -Labortechnik GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland
Mehrkanalpipette TransferpetteR© S-12 Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland
Mikro-Dialysierkapsel QuixSep 1,0 mL Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Mikroliter-Pipette 0,5 – 10µL,
10 – 100µL, 100 – 1000 µL

ResearchR© (variabel) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mikroliter-Pipette 50 – 200µL ReferenceR© (variabel) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Mikroliter-Pipette 500 – 5000µL TransferpetteR© S Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland
Mikroliterzentrifuge mini Spin Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Mikroliterzentrifuge Universal 32R Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland
Mikrotiterplattenlesegerät FLUOstar Optima BMG Lab Technologies GmbH, Offenburg, Deutschland
Mikrotiterplattenphotometer Multiscan R© EX Thermo Electron Corporation, Erlangen, Deutschland
pH-Meter φ 720 Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, USA
Pumpe ISM 796 Ismatec SA, Labortechnik-Analytik, Glattbrugg-Zürich,

Schweiz
Rotationsverdampfer Rotavapor-Rs Büchi Labortechnik GmbH, Essen, Deutschland
Schüttelinkubator Modell 4520 Forma Scientific Inc., Marietta, OH, USA
Sicherheitswerkbank Holten Safe 2010 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Trockenschrank T 5042 Heraeus, Hanau, Deutschland
Trockenschrank T 6030 Heraeus, Hanau, Deutschland
Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 102 H Bandelin electronic, Berlin, Deutschland
Ultraschallhomogenisator Sonopuls HD2070 mit Mikrospitze MS72 Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland



Tab. 3.1.: (Fortsetzung – Geräte)

Gerät Bezeichnung Hersteller

UV-VIS-Photometer UltrospecTM 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutsch-
land

Vakuumpumpe MZ 2C mit Steuereinheit CVC24 Vacuubrand GmbH & Co., Wertheim, Deutschland
Vakuumzentrifuge Savant SpeedVac SC 110 Savant Instruments, Inc., Holbrook, NY, USA
Vakuumzentrifuge Univapo 100H UniEquip Laborgerätebau und VertriebsgmbH, Martinsried,

Deutschland
Videokamera CSC-795 (PAL) Pacific Corporation, Tokio, Japan
Vortexer MS 2 Minishaker IKAR© -Labortechnik GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland
Wasseraufbereitungsanlage Millipore Elix Millipore Corporation, Billerica, MA, USA
Wasserbad Lauda ecoline Staredition E119 Lauda Dr. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-Königshofen,

Deutschland
Wasserbad Patz HWR Daglef Patz KG, Wankendorf, Deutschland
Zentrifuge AllegraTM 25R Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, USA
Zentrifuge Universal 320R Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland
Zellzählgerät CasyR©1 Model TT Cell Counter Schärfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland

Tab. 3.2.: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller

Chromatographiesäule ChromabondR© Säule 6 mL Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland
Deckgläser, rund, ∅ 18 mm, Stärke 1 Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Königshofen, Deutsch-

land
Deckgläser, rund, ∅ 18 mm, Stärke 3 Labor- undMedizintechnikDr. J. Rost, Leipzig, Deutschland
Dialysiermembran MWCO 12 – 14 kDa Spectra/Por Dialysemembran 4 SpectrumR© Laboratories, Inc. kD, Roncho Dominguez, CA,

USA
Dialysiermembran NephrophanR© VEB Filmfabrik Wolfen, DDR
Dispenserspitzen 2,5mL bzw. 12,5mL PlastibrandR© PD-Tips BrandGmbH&Co.KG, Wertheim, Deutschland



Tab. 3.2.: (Fortsetzung – Verbrauchsmaterialien)

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller

Einmalpipette 10 mL bzw. 25 mL, steril Sarstedt AG&Co., Nümbrecht, Deutschland
Einmalspritze Injekt 10mL B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Glasperlen ∅ 1 mm Sartorius GmbH, Göttingen, Deutschland
Glasperlen ∅ 2,5 mm Bio-Spec Products, Inc., Bartlesville, OK, USA
Halbmikro-Küvette Halbmikro-Küvette PMMA Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland
Impföse I 612-9355 VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Kryoröhrchen Nunc CryoTubesTM Kat.-Nr. 377224 Nalge Nunc International, Hereford, Großbritannien
Kulturflasche 25 cm2, 75 cm2, 175 cm2,
mit Filter

CellstarR© Filter Top Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

6-, 24-, 96-Loch-Platte für die Zellkul-
tur

CellstarR© Zellkultur Multiwell Platten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

96-Loch-Platte schwarz mit F-Boden,
unsteril

Kat.-Nr. 655 075 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

96-Loch-Platte transparent mit
V-Boden, unsteril

Kat.-Nr. 651 101 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Objektträger, geschnitten, mit Matt-
rand

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Pasteurpipette 145mm bzw. 225mm,
aus Glas

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland

Petrischalen (90 � 14mm) VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
pH-Papier Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Pipettenspitze 10µL, 200µL, 1000µL TipOneR© Tips Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland
Pipettenspitze 5mL PlastibrandR© Universalspitze Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland
Pipettenspitze 10µL, 200µL, 1000µL,
mit Filter

TipOneR© Filter Tips Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Plasmid-Aufreinigungskit GenEluteTM HP Plasmid Maxiprep Kit Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Polycarbonatfilter Porengröße 100 nm IsoporeR© Membranfilter VCTP 02500 Millipore Corporation, Billerica, MA, USA
Polycarbonatfilter Porengröße 200 nm IsoporeR© Membranfilter GTTP 02500 Millipore Corporation, Billerica, MA, USA
PP-Röhrchen 15 mL bzw. 50 mL Art.-Nr. 188271 bzw. 227261 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland



Tab. 3.2.: (Fortsetzung – Verbrauchsmaterialien)

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller

Reaktionsgefäß 0,5mL, 1,5mL, 2,0mL Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland
Reaktionsgefäß 1,5mL, RNase-frei BiosphereR© SafeSeal MicroTube Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland
Reaktionsgefäß 2,0mL für DAC Safe-Lock Reaktionsgefäß Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sterilfilter FP 30/0,2 CA-S Whatman GmbH, Dassel, Deutschland
Ultra-Mikro-Küvette aus Quarzglas Hellma Präzisionsküvette 105.020-QS 10mm Hellma GmbH & Co. KG, Müllheim, Deutschland
Zellzählgefäß CASYR© cups Schärfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland

3.1.2. Chemikalien

Tab. 3.3.: Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Acrylamid-Lösung (30%) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Agar-Agar Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Agarose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Aluminiumsulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Ampicillin-Natriumsalz AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
BacillolR© AF Bode Chemie, Hamburg, Deutschland
Bond BreakerTM TCEP Solution Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA
Bovines Serumalbumin, Fraktion V © 96% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Brilliant Blau G250 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Calciumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Calciumchlorid-Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
6-Carboxyfluorescein ACROSOrganics, Geel, Belgien
CASYR©ton-Lösung Schärfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland



Tab. 3.3.: (Fortsetzung – Chemikalien)

Chemikalie Hersteller

Chloroform Riedel-de Haën, Seetze, Deutschland
DAPI Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
DEPC AppliChem GmbH, Darmstadt,Deutschland
Dimethylsulfoxid ACROS Organics, Geel, Belgien
DMEM D6546 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
DNA-Größenstandard Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker 3 Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
EDTA-Lösung (0,02%) E8008 Sigma-AldrichChemieGmbH, Taufkirchen, Deutschland
EDTA-di-Natrium 0,1M Grüssing GmbH Analytika, Filsum, Deutschland
Essigsäure > 99,5% Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen Deutschland
Ethanol 96% (V/V), technisch Hofmann Chemie Import-Export GmbH, Hamburg, Deutschland
Ethanol, absolut Malinckrodt Baker BV, Deventer, Niederlande
FACS flowTM BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
FACS rinseTM BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
FACS cleanTM BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
FluoromountTM Aqueous Mounting Medium Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Fugene R© 6 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Fetales Kälberserum F7524 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Gel Loading Dye Blue 6x New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland
Glucose-Monohydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Glycerol (wasserfrei) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Glycin Grüssing GmbH Analytika, Filsum, Deutschland
HEPES AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
HiPerFect Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Immersionsöl, fluoreszenzfrei AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Isopropanol Riedel-de Haën, Seetze, Deutschland
Kaliumchlorid MerckKGaA, Darmstadt, Deutschland
Kaliumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
LB-Medium Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
L-Cystein AppliChem GmbH, Darmstadt,Deutschland
L-Glutamin 200mM G7513 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland



Tab. 3.3.: (Fortsetzung – Chemikalien)

Chemikalie Hersteller

Magnesiumsulfat-Heptahydrat AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Melsept SF B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Methanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
MTT AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Natriumacetat-Lösung 3M, pH5,2 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Natriumcitrat-Dihydrat AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Natriumazid Janssen Chimica, Beerse, Belgien
Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem GmbH, Darmstadt,Deutschland
Natriumhydrogencarbonat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natronlauge 1M Riedel-de Haën, Seetze, Deutschland
n-Octyl-β-D-glucopyranosid Alexis Biochemicals, Grünberg, Deutschland
Paraformaldehyd 98% MTM Research Chemicals, Lancashire, Großbritannien
Penicillin-Streptomycin-Lösung P0781 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Phosphorsäure 85% Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
PicoGreen R© Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Proteinmarker IV AppliChemGmbH, Darmstadt, Deutschland
Puromycin-dihydrochlorid AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
RedSafeTM Nucleic Staining Solution 20.000� iNtRON Biotechnology Co., Seongnam, Korea
Salzsäure 37% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Sepharose 4B Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Standardpuffer pH 4,01; 7,01; 10,01 Hanna Instruments,Tanneries Cedex, Frankreich
Stickstoff Paxair GmbH, Bonn, Deutschland
TEMED AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
TNF-α murin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Tris AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Tris-HCl AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland



Tab. 3.3.: (Fortsetzung – Chemikalien)

Chemikalie Hersteller

Trypsin (0,05%)/EDTA(0,02%)-Lösung Pan Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland
Wasserstoffperoxid 30% Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

3.1.3. Lipide

Tab. 3.4.: Lipide

Bezeichnung Struktur Lipid Hersteller

CHEMS s. Abb A.3 Cholesterylhemisuccinat (Morpholino - Salz) Sigma-AldrichChemieGmbH, Taufkirchen, Deutschland
Chol s. Abb A.3 Cholesterol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
DC-Chol s. Abb A.2 3β-[N-(Dimethylaminoethan)carbamoyl]cholesterolchlorid Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA
DiD 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindodicarbocyanin-4-

chlorobenzensulfonat
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

DiO 3,3’-Dioctadecyloxacarbocyaninperchlorat Sigma-AldrichChemieGmbH, Taufkirchen, Deutschland
DOPE s. Abb A.3 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA
DOTAP s. Abb A.2 1,2-Dioleoyl-3-trimethylammoniumpropanmesylat Acros Organics, Geel, Belgien
DOTMA s. Abb A.2 1,2-Di-O-octadecenyl-3-trimethylammoniumpropanchlorid Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA
MalPEG-DSPE s. Abb A.1 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-

N-[maleimid(polyethylenglycol)-2000] (Ammonium-Salz)
Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA

mPEG-DSPE s. Abb A.1 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-
N-[methoxy(polyethylenglycol)-2000] (Ammonium-Salz)

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA

SPC s. Abb A.3 Soja-Phosphatidylcholin Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Deutschland
PEG-CerC8 s. Abb A.1 N-Octanoylsphingosin-1-{succinyl[methoxy(polyethylen-

glycol)-2000]}
Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA

POPC s. Abb A.3 Palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphocholin Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA



3.1.4. Antikörper

Tab. 3.5.: Antikörper/-fragmente

Antikörper / -fragment Hersteller

α-Maus-CD106 (VCAM-1), FITC; Klon:M/K–2, Isotyp:Ratte IgG1κ Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
α-Maus-CD105 (Endoglin); Klon: 209721, Isotyp: Ratte IgG2A R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA
α-Ratte-Ig, FITC; Klon: polyklonal, Isotyp: Ziege Ig BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
α-Maus-CD105 (Endoglin) scFv’ mE12 [292] zur Verfügung gestellt durch AG Kontermann, Institut für Zellbiologie und

Immunologie, Universität Stuttgart, Deutschland

3.1.5. Nukleinsäuren

Tab. 3.6.: siRNA

siRNA Sequenz Hersteller

siGENOME SMARTpool Mouse VCAM- 1 CAUCUAAGAGUGUCAAAGA Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
GGCAGGAAGUUAGAUAAUG
GGAGACAUGGUAUUAAAGU
UCGGGAUGAUCGUUUAUUU

siGLO Green Transfection Indicator Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA



Tab. 3.7.: Plasmide

Bezeichnung Insert Vektor Hersteller

GFP eGFP pcDNA3 zur Verfügung gestellt durch AG Kassack, Institut für Phar-
mazeutische Chemie, Universität Düsseldorf, Deutschland

VCAM-shRNA Klon 1 CCGGCCAGATAGACAGCCCACTAAACTCGA-
GTTTAGTGGGCTGTCTATCTGGTTTTTG

pLKO.1-puro Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

VCAM-shRNA Klon 2 CCGGCCCTTTGACCATCTGGAGATTCTCGA-
GAATCTCCAGATGGTCAAAGGGTTTTTG

pLKO.1-puro Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

VCAM-shRNA Klon 3 CCGGCCAAATTGATTCTACACTCAACTCGA-
GTTGAGTGTAGAATCAATTTGGTTTTTG

pLKO.1-puro Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

VCAM-shRNA Klon 4 CCGGCGAGGCTGGAATTAGCAGAAACTCGA-
GTTTCTGCTAATTCCAGCCTCGTTTTTG

pLKO.1-puro Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

VCAM-shRNA Klon 5 CCGGCCAGATAGACAGCCCACTAAACTCGA-
GTTTAGTGGGCTGTCTATCTGGTTTTTG

pLKO.1-puro Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland



3.1. Verwendete Materialien

3.1.6. Puffer und Lösungen

Bromphenolblau-Lösung

10µL Ethanol 96%
~1 mg Bromphenolblau

ad 10,0 mL Aqua dem.

Da es sich bei Bromphenolblau-Lösung um eine gesättigte Lösung handelt, muss der ungelöste
Farbstoffanteil durch Zentrifugation abgetrennt werden, bevor der Überstand zur Herstellung des
Probenauftragpuffers verwendet werden kann. Die Lagerung erfolgt bei �20 �C.

Calciumpuffer 40mM

8,88 g Calciumchlorid wasserfrei
ad 2 000,0 mL HBS

6-CF-Lösung 0,1M

376 mg 6-Carboxyfluorescein
ad 10,0 mL Aqua dem.

Das abgewogene 6-Carboxyfluorescein wird in 6 mL Aqua dem. suspendiert und durch Zutropfen von
NaOHkonz. in Lösung gebracht. Anschließend wird der pH-Wert mit HClkonz. auf pH 7,4 eingestellt
und die Lösung mit Aqua dem. ad 10 mL aufgefüllt.

Citratpuffer xmM, x = 60, 80, 100

35 bzw. 47 bzw. 59mg Natriumcitrat-Dihydrat
ad 2 000,0 mL HBS

Der Puffer wird durch Zusatz von NaOHkonz. auf pH7,2 eingestellt.
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3. Material und Methoden

Elektrophorese-Laufpuffer

14,0 g Glycin
3,0 g Tris
1,0 g SDS

ad 1 000,0 mL Aqua dem.

Der pH-Wert wird durch Zusatz von NaOHkonz. auf pH8,9 eingestellt. Der Puffer wird bei 4 �C
gelagert.

HBS

35,0 g Natriumchlorid
4,8 g HEPES

ad 2 000,0 mL Aqua dem.

Der Puffer wird durch Zusatz von NaOHkonz. auf pH7,4 eingestellt.

L -Cystein 100 mM

61 mg L-Cystein
100µL EDTA-Lösung 0,1M

ad 5,0 mL Aqua dem.

Die Lösung wird durch Zusatz von NaOHdil. auf pH 5,5 eingestellt, anschließend aliquotiert und bis
zur Verwendung bei �20 �C gelagert.

KHP (5���Konzentrat)

17,25 g Natriumchlorid
5,96 g HEPES (freie Säure)
5,79 g Glucose-Monohydrat

882 mg Natriumhydrogencarbonat
876 mg Kaliumchlorid
408 mg Kaliumdihydrogenphosphat

ad 500,0 mL Aqua dem.

Das Pufferkonzentrat wird aliquotiert und bei �20 �C gelagert.
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3.1. Verwendete Materialien

KHP

50,0 mL KHP (5�Konzentrat)
325µL Calciumchloridlösung 1M
325µL Magnesiumsulfatlösung 1M

ad 250,0 mL Aqua dem.

Der Puffer wird auf pH 7,4 eingestellt, anschließend aliquotiert und bis zur Verwendung bei �20 �C
gelagert.

Kopplungspuffer

1,19 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
0,42 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
1,75 g Natriumchlorid

2,0 mL EDTA-Lösung 0,1M
ad 1 000,0 mL Aqua dem.

Der Puffer wird durch Zusatz von HClkonz. auf pH 6,7 eingestellt. Unmittelbar vor Gebrauch wird
der Puffer zur Vertreibung von Sauerstoff für 30 min mit Stickstoff begast.

OG-HBS 0,2M

585 mg Octylglucosid
ad 10,0 mL HBS

PBS

8,0 g Natriumchlorid
0,2 g Kaliumchlorid
1,3 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat

ad 1 000,0 mL Aqua dem.

Der Puffer wird durch Zusatz von NaOHkonz. auf pH7,4 eingestellt.
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3. Material und Methoden

Phosphatpuffer xmM, x = 100, 150

5,8 g Natriumchlorid
36 bzw. 53mg Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
ad 2 000,0 mL Aqua dem.

Der Puffer wird durch Zusatz von NaOHkonz. auf pH7,4 eingestellt.

Probenauftragpuffer (PAP)

1,8 mL Tris-HCl pH6,8
1,5 mL Glycerol
5,0 mL SDS-Lösung 10 %

1,25 mL Bromphenolblau-Lösung

Der Probenauftragpuffer wird in Aliquots bei �20 �C gelagert.

Sensitive Coomassie-Lösung

200 mg Brilliant Blau G 250
23,5 g Phosphorsäure 85%
50,0 g Aluminiumsulfat (Al2(SO4)3 � (H2O)x, x = 14-18

100,0 mL Ethanol 96%
ad 1 000,0 mL Aqua dem.

Die fertige Lösung enthält kleine blaue Partikel, die nicht abfiltriert werden dürfen. Vor Gebrauch
ist die Lösung zu schütteln.

TAE-Puffer

484 mg Tris
57,1 mL Eisessig
1,1 mL EDTA-Lösung 0,5M

ad 1 000,0 mL Aqua dem.

Der pH-Wert wird auf pH8,0 eingestellt.
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3.1. Verwendete Materialien

TE-Puffer

39 mg Tris-HCl
250µL EDTA-Lösung 0,1M

ad 25,0 mL Aqua dem.

Die pH-Wert-Einstellung erfolgt mit HClkonz. auf pH7,5.

Waschpuffer 1

2,5 g BSA
ad 500,0 mL PBS pH7,4

Der Puffer wird sterilfiltiert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei �20 �C gelagert.

Waschpuffer 2

2,5 g BSA
0,5 g Natriumazid

ad 500,0 mL PBS pH7,4

Der Puffer wird sterilfiltiert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei �20 �C gelagert.

3.1.7. Software

Zur Durchführung der Versuche wurden folgende Programme verwendet:

• CellQuestTM Pro Version 5.2.1, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

• BDTM PlateManager Vesion 1.0.1, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Die Auswertung und Darstellung der Versuchsergebnisse erfolgte mit folgenden
Programmen:

• GraphPad Prism 5, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA

• Microsoft R© Excel R© 2008 für Mac, Microsoft Corporation, Redmond, USA

• WinMDI 2.8, The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA

• Imagoquant MultiTrack-AVI-2, Mediquant GmbH, Lützen, Deutschland
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3. Material und Methoden

• Adobe R© Photoshop R© Elements 6 für Mac, Adobe Systems GmbH, München,
Deutschland

• Adobe R© Photoshop R© CS3, Adobe Systems GmbH, München, Deutschland

Zur Erstellung der schematischen Zeichnungen wurde folgende Software verwendet:

• Microsoft R© PowerPoint R© 2008 für Mac, Microsoft Corporation, Redmond, USA

• Inkscape für Mac, Free Software Foundation, Inc., Boston, MA, USA

Die Dissertationschrift wurde mit LATEX erstellt.

3.2. Zellkultur

3.2.1. Zellkulturtechniken

Alle Arbeiten zur Zellkultivierung wurden aseptisch unter einer Werkbank mit
laminarer Luftströmung durchgeführt. Diese wurde vor Arbeitsbeginn mit dem
Flächen-Desinfektionsmittel BacillolR© AF desinfiziert, ebenso wie sämtliche Materia-
lien, die in die Werkbank eingebracht wurden. Soweit Verbrauchsmaterialien und
verwendete Puffer nicht bereits ab Werk keimfrei geliefert wurden, wurden diese
durch Autoklavieren sterilisiert (120 �C, 20 min). Die Lagerung der in der Zellkul-
tur eingesetzten Nährmedien, Puffer und Lösungen erfolgte bei 4 � 8 �C. Vor ihrer
Verwendung wurden diese auf Raumtemperatur gebracht.

Subkultivierung

Zur Subkultivierung der konfluenten Zellen wurde das Nährmedium aus der Kul-
turflasche abgesaugt und der Zellrasen mit sterilem PBS gespült, um Mediumreste
zu entfernen. Anschließend wurde 0,05%Trypsin/0,02%EDTA-Lösung in die Kul-
turflasche gegeben und diese solange im Inkubator aufbewahrt, bis das Ablösen der
Zellen beobachtet werden konnte. Zur Inaktivierung des Trypsins wurde frisches
Nährmedium hinzugefügt und die Zellsuspension in ein PP-Röhrchen überführt. Nach
einer Zentrifugation (4 min, 350� g, 4 �C; Universal 320R) wurde der Überstand
verworfen und das erhaltene Zellpellet in Medium resuspendiert. Jeweils 1{5 oder 1{10

der Zellen wurden in eine neue Kulturflasche mit frischem Zellkulturmedium ausgesät
und bis zur erneuten Konfluenz im Inkubator bei 37 �C und einem CO2-Gehalt von
5 % weiterkultiviert. Alle 1 – 3 Tage erfolgte eine mikroskopische Kontrolle des
Zellwachstums und verbrauchtes Medium wurde durch frisches ersetzt.
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3.2. Zellkultur

Zellzahlbestimmung

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte mithilfe des elektrischen Zellzählgeräts CASYR©1
Modell TT, dessen Messtechnik auf dem Prinzip des Coulter-Counters beruht. Dazu
wurde eine Zellsuspension im Verhältnis 1:500 mit sterilfiltrierter CASYR©ton-Elektro-
lytlösung vedünnt und im CASYR©1 Modell TT vermessen. Als Ergebnis erhielt man
die Konzentration der Ausgangssuspension in Zellen/mL. Des Weiteren wurde ein
Graph ausgegeben, in dem die Zellanzahl gegen den Zelldurchmesser aufgetragen
war. Hieraus konnten Rückschlüsse auf die Zellviabilität gezogen werden.

3.2.2. Zelllinien

Kultivierung der Endothelzelllinie bEnd.3

Bei der Zelllinie bEnd.3 handelt es sich um eine murine Endothelzelllinie, die aus einem
Endotheliom einer BALB/c-Maus etabliert wurde [293]. Auf bEnd.3-Zellen finden
sich Endothel-spezifische Oberflächenproteine, z.B. Endoglin. Die Expression von
Adhäsionsrezeptoren wie ICAM-1, VCAM-1 oder Selektinen kann durch Inkubation
mit inflammatorischen Zytokinen induziert werden [294, 295].

Als Nährmedium wurde DMEM6546 unter Zusatz von 10% FKS, 2% L-Glutamin
200mM sowie 1% Penicillin-Streptomycin-Lösung verwendet (jeweils [V/V]).

Kultivierung der Endothelzelllinie bEnd.3 VCAM-shRNA

Die Zelllinie bEnd.3 VCAM-shRNA wurde durch stabile Transfektion von bEnd.3-
Zellen mit dem Plasmid VCAM-shRNA Klon 1 erzeugt. Im Vergleich zum Wildtyp
ist die Expression von VCAM-1 nach Stimulation mit TNF-α herunterreguliert.

Zur Selektion der Plasmid-tragenden Zellen wurde das für bEnd.3-Zellen verwen-
dete Nährmedium mit Puromycin (2,75µg/mL) versetzt.

Kultivierung der Melanomzelllinie B16F10

Die murine Melanomzelllinie B16F10 [296] exprimiert auf ihrer Oberfläche konstitutiv
Integrin α4β1 [297].

Zur Kultivierung wurde DMEM 6546 unter Zusatz von 10% FKS, 1% L-Glutamin
200mM sowie 1% Penicillin-Streptomycin-Lösung (jeweils [V/V]) verwendet.
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3. Material und Methoden

3.3. Herstellung Lipid-basierter Trägersysteme

3.3.1. Hydratationsmethode

Zur Herstellung von Liposomen mittels der Hydratationsmethode wurden folgende
Lipidmischungen verwendet:

pH-insensitive Liposomen

[mol%]

SPC bzw. POPC 65
Chol 30
mPEG-DSPE 5

pH-sensitive Liposomen

[mol%]

DOPE 57
CHEMS 38
mPEG-DSPE 5

Entsprechende Mengen der chloroformigen Lipid-Stammlösungen wurden in einem
Rundkolben gemischt. Der Gesamtlipidgehalt betrug jeweils 10µmol. Die Entfer-
nung des Chloroforms erfolgte im Rotationsverdampfer bei zunächst 250 mbar unter
Erwärmung im Wasserbad (40 �C). Sobald kein Lösungsmittel mehr im Kolben zu
erkennen war, wurde der entstandene Lipidfilm für 30 min bei maximalem Unterdruck
getrocknet.

Zur Hydratisierung des Films wurde sterilfiltrierter HBS pH7,4 in den Kolben
pipettiert, so dass die resultierende Lipidkonzentration 10mM betrug. Die Disper-
gierung des Films erfolgte durch manuelles Schütteln des Kolbens nach Zugabe von
5 – 10 Glasperlen (∅ 2,5 mm). Nachdem sich der Film vollständig von der Glaswand
gelöst hatte, wurde die Liposomendispersion über Nacht auf dem Horizontalschüttler
bei 150 U{min weitergeschüttelt.

Die entstandenen multilamellaren Vesikel verschiedener Größe wurden mittels
Extrusion homogenisiert (LipexTM 10 ml Thermobarrel Extruder). Der angelegte
Druck betrug ca. 20 bar. Zur Erhöhung der Fluidität der Lipide wurde der Extruder
über ein angeschlossenes Wasserbad (Lauda Ecoline Staredition E119) auf 40 �C
aufgeheizt. Die Präparation wurde zweimal durch eine Polycarbonatmembran mit
Porengröße 200 nm gepresst. Es folgten fünf weitere Extrusionsschritte durch eine
Membran mit 100 nm Porendurchmesser.

Die durchschnittliche Größe und die Polydispersität der Präparation wurde mittels
Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) (Malvern Autosizer IIC) bestimmt. Bis
zur Verwendung wurden die Präparationen bei 4 �C gelagert.
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3.3. Herstellung Lipid-basierter Trägersysteme

Immunoliposomen

Um die Kopplung von Antikörperfragmenten an die Liposomenoberfläche zu ermög-
lichen, wurde MalPEG-DSPE als reaktives Ankerlipid während der Liposomenher-
stellung in die Lipidhülle integriert („konventionelle Kopplungsmethode“, s. Kapitel
2.2.2). Die Präparation der Liposomen erfolgte wie oben beschrieben, wobei der
Anteil an mPEG-DSPE in der Lipidmischung durch MalPEG-DSPE ersetzt wurde.
Als Hydratationsmedium wurde Kopplungspuffer pH6,7 verwendet.

Vor der Zugabe zu den Liposomen mussten die single chain-Antikörperfragmente
(scFv’) durch Zugabe von Bond-BreakerTM TCEP Solution (5µL/100µg Protein) über
2 h bei Raumtemperatur reduziert werden. Dadurch wurden eventuell ausgebildete
intermolekulare Disulfid-Brücken aufgebrochen und die Thiolgruppen der Kopplung
an das Ankerlipid zugänglich gemacht. Zur Abtrennung des Reduktionsmittels wurde
der Ansatz in einer Mikro-Dialysierkapsel (Dialysemembran Spectra/Por 4 MWCO
12.000 – 14.000Dalton) für 4 h bei 4 �C gegen desoxygenierten Kopplungspuffer pH 6,7
dialysiert. Nach einem Pufferwechsel wurde die Dialyse über Nacht fortgesetzt.

Zur Kopplung wurden die reduzierten scFv’-Fragmente zu den Liposomen gegeben
(50µg/µmol Lipid) und bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln (150 U{min)
über Nacht inkubiert. Die Absättigung freier Maleimidgruppen erfolgte durch Zuga-
be von L-Cystein (Endkonzentration 1 mM). Ungebundene scFv’-Moleküle wurden
mittels Gelfiltration über eine Sepharose 4B-Säule abgetrennt.

Fluoreszenzmarkierungen

Zur Färbung der Lipidhülle wurde der lipophile Fluoreszenzfarbstoff 3,3’-Dioctadecyl-
oxacarbocyaninperchlorat (DiO) (λEx = 484 nm, λEm = 508 nm) eingesetzt. Dieser
wurde der Lipidmischung vor der Filmbildung als chloroformige Lösung zugefügt
(Endkonzentration 0,5mol%).

Die Versuche zur Freisetzung des liposomalen Inhalts erfolgten mit Liposomen, in
die der hydrophile Fluoreszenzmarker 6-Carboxyfluorescein (6-CF) (λEx = 495 nm,
λEm = 517 nm) eingeschlossen wurde. Dazu wurde der trockene Lipidfilm mit einer
wässrigen 6-CF-Lösung (0,1 M) hydratisiert und anschließend der nicht eingeschlosse-
ne Farbstoff mittels Größenausschlusschromatographie (Sepharose 4B) abgetrennt.

3.3.2. Duale Asymmetrische Zentrifugation

Zur Herstellung von siRNA- bzw. DNA-haltigen Liposomen wurde die Duale Asym-
metrische Zentrifugation angewendet (s. Kapitel 2.3.2).
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Folgende Lipidmischungen wurden verwendet:

pH-insensitive Liposomen

[mol%]

POPC 65
Chol 30
mPEG-DSPE 5

pH-sensitive Liposomen

[mol%]

DOPE 57
CHEMS 38
mPEG-DSPE 5

20 mg der jeweiligen Lipidmischung wurden durch Zusatz von 100µL Chloroform-
Methanol-Gemisch (2:1 [V/V]) in einem 2 mL-PP-Reaktionsgefäß in Lösung gebracht.
Das Lösungsmittel wurde nach folgendem Schema in einer Vakuumzentrifuge (Savant
SpeedVac SC 110) entfernt:

Zeit [min] Druck [mbar]

60 800
30 600
30 450
15 350
15 300
15 250
15 200
15 150
15 50

Anschließend wurde der entstandene Film über Nacht bei maximalem Unterdruck
getrocknet.

Am nächsten Tag wurden 30µL Nukleinsäure-Lösung (35 – 65µM siRNA bzw. 7 –
9µg Plasmid /µL) sowie 63 mg Glasperlen (∅ 1 mm) zugefügt und die Lipide unter
leichtem Schütteln für 60 min vorgequollen. Im Anschluss wurde das Reaktionsgefäß
in der Dualen Asymmetrischen Zentrifuge (FlackTek SpeedMixerTM DAC 150 FVZ)
30 min bei 3 540 rpm zentrifugiert. Das resultierende vesikuläre Phospholipidgel wurde
mit 200µL PBS pH7,4 versetzt und weitere 30 s zentrifugiert, so dass sich eine
Liposomendispersion bildete.

Die Bestimmung der durchschnittlichen Größe und Polydispersität der Liposomen
erfolgte mittels Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) (Nicomp submicron par-
ticle analyzer model 380). Zur Ermittlung der eingeschlossenen Nukleinsäuremenge
wurde wie in Kapitel 3.3.5 erläutert vorgegangen. Bis zu ihrer Verwendung wurden
die Präparationen bei 4 �C aufbewahrt.
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3.3. Herstellung Lipid-basierter Trägersysteme

3.3.3. Detergenz-Dialyse-Methode zur Herstellung von SPLP

Zur Herstellung von stabilized plasmid-lipid particles (SPLP) wurde die von Wheeler
et al. [273] beschriebene Detergenz-Dialyse-Methode herangezogen (s. Kapitel 2.3.3).
Die in dieser Arbeit verwendeten Lipidmischungen waren wie folgt zusammenge-

setzt; die Art und der Anteil des kationischen Lipids wurden variiert und sind den
entspechenden Ergebnisteilen zu entnehmen.

pH-insensitive SPLP

[mol%]

DOPE 90 – x
PEG-CerC8 10
kationisches Lipid x

pH-sensitive SPLP

[mol%]

DOPE (90 – x) � 0,6
CHEMS (90 – x) � 0,4
PEG-CerC8 10
kationisches Lipid x

Die verwendeten Lipide lagen als Lösungen in OG-HBS 0,2 M vor und wurden
zu entsprechenden Lipidmischungen zusammenpipettiert. Durch Zusatz weiterer
OG-HBS-Lösung wurde die Lipidkonzentration auf 10 mM eingestellt. Nach der
Zugabe von Plamid-DNA (10 oder 20µg/µmol Lipid) wurden die Ansätze in eine
Dialysierkammer überführt und für 40 – 42 h gegen ein Gesamtvolumen von 2L HBS
dialysiert. Bei Verwendung anderer Dialysierpuffer ist dies an den entsprechenden
Stellen vermerkt. Nach etwa 4, 18 und 28 h fand je ein Pufferwechsel statt. Die
verwendete Dialysierapparatur ist in Abb. 3.1 näher erläutert.

Die mittlere Größe und die Polydispersität der enstandenen Partikel wurde durch
Photonenkorrelationsspektroskopie (Malvern Autosizer IIC) bestimmt. Zur Ermitt-
lung der Einschlusseffizienz wurde der PicoGreen R©-Assay herangezogen (s. Kapitel
3.3.5). Die Lagerung der SPLP erfolgte bei 4 �C.

Immuno-SPLP

Die Funktionalisierung von SPLP erfolgte mittels der in Kapitel 2.2.2, S. 23 beschrie-
benen Postinsertionstechnik.
Zur Herstellung einer mizellaren Lösung des Ankerlipids MalPEG-DSPE wurde

die chloroformige Stammlösung im Rotationsverdampfer zu einem dünnen Film
eingedampft (s. Kapitel 3.3.1). Dieser wurde unter Zusatz von Glasperlen (∅ 2,5 mm)
und leichtem Schwenken im Wasserbad (60 �C) in Kopplungspuffer pH6,7 aufge-
nommen. Die resultierende Lipidkonzentration betrug 3,4mM. Die Kopplung der
Ankerlipidmizellen erfolgte durch Zugabe von zuvor reduziertem scFv’ (s. Kapitel
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(d)

(c)

(b)

2

1

(a)
(b)

(c)

(c)

(a)

(b)

(d)

(d)

Abb. 3.1.: Schematische Darstellung der verwendeten Dialysierapparatur. Die
Apparatur bietet die Möglichkeit zur simultanen Dialyse von fünf verschiedenen Ansät-
zen. 1 Aufsicht auf die Apparatur. 2 Längsschnitt durch einzelne Ebenen der
Apparatur. Die Dialyse besteht aus fünf ca. 1 cm dicken Polyacrylplatten, die durch
zwölf Schrauben zusammengehalten werden. In der Mitte befindet sich eine Platte mit fünf
ausgefrästen Probenkammern (a). Diese können mithilfe einer Pasteurpipette über die Öff-
nungen an der Oberseite befüllt werden. Die Kammern sind beiderseits durch eingespannte
Dialysiermembranen (b) (Nephrophan R©) von den umgebenden Pufferkammern (c) abge-
grenzt. Diese werden jeweils nach außen durch eine Polyacrylplatte (d) abgeschlossen. Eine
angeschlossene Pumpe (ISM 796) pumpt das Dialysiermedium mit einer Geschwindigkeit
von 250 mL/h aus einem Vorratsgefäß über den Zulauf in die Pufferkammern und über den
Ablauf zurück in das Vorratsgefäß.

3.3.1, S. 63) im Verhältnis 4,4:1 [mol/mol]. Nach 15 min wurde die Reaktion durch
Zugabe von L-Cystein-Lösung beendet (Endkonzentration 1 mM).

Die gekoppelten Ankerlipide wurden über Nacht bei Raumtemperatur unter leich-
tem Schütteln (300 rpm; Thermomixer comfort) in vorgefertigte SPLP inseriert. Dabei
betrug das Lipid-Verhältnis von Mizellen zu SPLP 6:1000 [mol/mol]. Zur Abtrennung
nicht-inserierter MalPEG-DSPE-Moleküle bzw. freier single chain-Fragmente wurde
der Ansatz am nächsten Tag gelchromatographisch über eine Sepharose 4B-Säule
aufgereinigt.
Als Kontrolle für die erfolgreiche Targetierung wurden Proben der gekoppelten

Mizellen sowie der aufgereinigten Immuno-SPLP mittels SDS-PAGE untersucht (s.
Kapitel 3.9.3).

66



3.3. Herstellung Lipid-basierter Trägersysteme

Fluoreszenzmarkierungen

Zur Untersuchung der zellulären Bindung und Internalisierung von SPLP (s. Kapitel
3.6) wurden SPLP mit dem lipophilen Fluoreszenzfarbstoff DiO markiert. Dieser
wurde der Octylglucosid-haltigen Lipidmischung vor der Dialyse in der Konzentration
0,5mol% zugesetzt.

Immuno-SPLP, die für Transfektionsversuche verwendet werden sollten, wurden in
gleicher Weise mit dem fluoreszierenden Membranmarker 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-
tetramethylindodicarbocyanin-4-chlorobenzensulfonat (DiD) angefärbt. Dadurch
waren die Immuno-SPLP bei ihrer gelchromatographischen Aufreinigung als blaue
Bande auf der Säule zu erkennen. Aufgrund der spektralen Eigenschaften von DiD
(λEx = 644 nm, λEm = 663 nm) störte dieses nicht bei der fluorimetrischen Erfassung
von GFP (λEx = 488 nm, λEm = 507 nm).

3.3.4. Herstellung von Lipoplexen

Als Positivkontrolle für die SPLP-Transfektionsversuche wurden Lipoplexe verwendet,
die aus einer Mischung des kationischen Lipids DC-Chol und DOPE im Verhältnis
3:7 [m/m] bestanden. Sie wurden jeweils unmittelbar vor ihrer Applikation frisch
angesetzt.

Die Herstellung erfolgte analog der Liposomenpräparation mittels Hydratationsme-
thode (s. Kapitel 3.3.1) aus chloroformigen Lipidlösungen. Nach der Hydratisierung
des getrockneten Films mit HBS pH7,4 betrug die Konzentration der Lipiddispersion
1 mg{mL. Abweichend von der in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Vorgehensweise wurde
diese durch Ultraschall homogenisiert. Dazu wurden die multilamellaren Vesikel
fünfmal für 30 s auf Eis beschallt (Cycle 5 x 10%, Power 60%; Sonopuls HD2070).
Zwischen jedem Schallzyklus wurde eine Pause von 5 min eingehalten. Die anschlie-
ßende Partikelgrößenbestimmung mittels PCS (Malvern Autosizer IIc) ergab einen
mittleren Durchmesser von ca. 200 nm.

Die Komplexierung der Lipidvesikel mit Plasmid-DNA erfolgte im Verhältnis 10:1
[m/m]. Dazu wurde sowohl die eingesetzte Plasmid-Lösung als auch die entspre-
chende Lipidmenge separat mit HBS pH7,4 auf 100µL aufgefüllt. Der Lipidansatz
wurde langsam zur DNA-Lösung pipettiert und vorsichtig untergemischt. Nach einer
Inkubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur wurden die fertigen Lipoplexe auf
die vorbereiteten Zellen gegeben.
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3.3.5. Bestimmung des liposomalen Nukleinsäureeinschlusses

PicoGreen R©-Assay

Die Quantifizierung von liposomal verkapselter Plasmid-DNA bzw. siRNA erfolgte
mithilfe des PicoGreen R©-Assays. Bei PicoGreen R© handelt es sich um einen DNA-
Farbstoff, der nach Interkalation in doppelsträngige DNA/RNA fluorimetrisch erfasst
werden kann.

Jeweils 5µL der zu untersuchenden Proben wurden zu 95µL TE-Puffer in ei-
ne schwarze 96-Loch-Platte pipettiert. Die Kalibrierreihe wurde aus einer DNA-
bzw. siRNA-Standardlösung der Konzentration 2µg/mL nach folgendem Schema
hergestellt und anschließend analog zu den Proben behandelt:

DNA DNA-Standardlösung TE-Puffer
[ng] [µL] [µL]

0 0 100,0
25 12,5 87,5
50 25,0 75,0
100 50,0 50,0
200 100,0 0

In jedes Loch wurden 100µL einer frisch hergestellten PicoGreen R©-Verdünnung
(1:200 in TE-Puffer [V/V]) zugegeben und die resultierende Fluoreszenzintensität
vermessen (λEx = 480nm, λEm = 520nm; FLUOStar Optima). Nach Zugabe von
jeweils 20µL Triton R©X-100-Lösung 5% und einer Inkubationszeit von 5 min erfolgte
eine weitere Messung.

Da PicoGreen R© die liposomale Membran nicht zu durchdringen vermag, entsprach
der erste Messwert einer Probe dem unverkapselten und somit frei zugänglichen
DNA-Anteil (DNAfrei). Der Zusatz von Triton R©X-100 führte zur Zerstörung der
Liposomen, so dass mit der zweiten Messung der gesamte DNA-Gehalt der Probe
erfasst wurde (DNAgesamt). Der Anteil liposomal eingeschlossener DNA konnte somit
nach folgender Formel bestimmt werden:

DNAverkapselt r%s �
pDNAgesamt � DNAfreiq

DNAgesamt

� 100 r%s (3.1)

Die Konzentration der verkapselten DNA berechnete sich wie folgt: Aus den
Messwerten der Kalibrierreihe wurde durch lineare Regression eine Geradengleichung
aufgestellt. Mit deren Hilfe wurde die gemessene Fluoreszenzintensität nach Triton-
Zugabe in die entsprechende DNA-Menge umgerechnet. Durch Division dieses Werts
durch die eingesetzte Probenmenge (5µL) erhielt man die DNA-Gesamtkonzentration
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in ng/µL bzw. µg/mL. Die anschließende Multiplikation mit dem in Gleichung
3.1 bestimmten prozentualen Einschluss ergab die Konzentration der liposomal
verkapselten DNA einer Probe.

Quantifizierung von liposomaler 6-FAM-siRNA

Da 6-FAM-siRNA (siGLO Green Transfection Indicator) per se fluoresziert (λEx =
494 nm, λEm = 520 nm), konnte sie ohne Zugabe von PicoGreen R© am Mikroplatten-
fluorimeter quantifiziert werden. Hierbei war allerdings keine Unterscheidung zwischen
liposomal verkapselter und freier siRNA möglich, so dass die nicht eingeschlossenen
Nukleinsäuren zunächst abgetrennt werden mussten.

Dazu wurden 200µL einer Präparation auf eine Sepharose 4B-Säule gegeben und
das Liposomen-haltige Eluat mit PBS auf 1000µL aufgefüllt. Um eine Vergleichbarkeit
der Messwerte zu gewährleisten, wurden Proben ungesäulter Liposomen ebenfalls 1:5
verdünnt.

Zur Vermessung am Fluoreszenzgerät (λEm = 480 nm, λEx = 520 nm; FLUOStar
Optima) wurden 10µL Liposomenprobe mit TE-Puffer auf 100µL aufgefüllt und
in eine schwarze 96-Loch-Platte pipettiert. Die Erstellung einer 6-FAM-siRNA-
Kalibrierreihe erfolgte analog zum Pipettierschema in Kapitel 3.3.5, S. 68.
Aus den Messwerten der Kalibrierreihe wurde durch lineare Regression eine Ge-

radengleichung aufgestellt, mithilfe derer die gemessenen Fluoreszenzintensitäten
der Proben in die entsprechenden siRNA-Mengen umgerechnet werden konnten.
Durch Multiplikation mit dem angewendeten Verdünnungsfaktor wurde die in der
Ursprungslösung enthaltene Konzentration an 6-FAM-siRNA erhalten.
Die siRNA-Menge in der gesäulten Probe entsprach der Menge an liposomal

verkapselter siRNA. Die ungesäulte Probe dagegen setzte sich aus einem Anteil
eingeschlossener sowie einem Anteil freier Nukleinsäuren zusammen und entsprach
damit der Gesamtmenge eingesetzter siRNA. Durch Division der Menge verkapselter
siRNA durch die Gesamtmenge konnte der anteilige Einschluss abgeschätzt werden.

3.4. Bestimmung der Zytotoxizität von Liposomen
und SPLP

Die Untersuchung der Zytotoxizität liposomaler Transfektionsvektoren erfolgte unter
Verwendung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT).
Das gelbliche MTT wird intrazellulär durch mitochondriale Dehydrogenasen zum
blau gefärbten Formazan umgesetzt (s. Abb. 3.2). Da nur vitale Zellen zur Reduktion
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von MTT befähigt sind, ist die Entstehung des blauen Farbstoffes proportional zur
Zellvitalität bzw. umgekehrt proportional zur Zelltoxizität einer Testsubstanz [298].

!

MTT MTT 
(gelb) 

Formazan 
(blau) 

Abb. 3.2.: Umsetzung von MTT zu Formazan.

Eine 96-Loch-Platte wurde mit Zellen bestückt (2000 Zellen/90µL Medium pro
Loch) und über Nacht bei 37 �C und 5% CO2 aufbewahrt. Von der zu testenden
liposomalen Präparation wurde eine Verdünnungsreihe in HBS pH7,4 hergestellt, die
am nächsten Tag auf die Zellen gegeben wurde. Dabei wurden jeweils drei Löcher
der 96-Loch-Platte mit 10µL Probelösung derselben Konzentration versehen. Als
Wachstums- bzw. Negativkontrolle wurden 10µL HBS pH7,4 bzw. 10µL DMSO zu
den Zellen pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden 20µL MTT-Lösung
(5 mg{mL in PBS) in jedes Loch hinzugefügt und die Platte erneut für 90 min im Inku-
bator aufbewahrt. Anschließend wurde das Medium verworfen und die entstandenen
Formazan-Kristalle durch Zugabe von DMSO (100µL/Loch) gelöst. Die Bestimmung
des gebildeten Formazans erfolgte durch Messung der Absorption bei λ = 570nm
(Absorptionsmaximum des Formazans) sowie bei λ = 690 nm (Hintergrundabsorption)
(Multiscan R© EX). Die ermittelte Hintergrundabsorption wurde von der bei 570 nm
gemessenen Absorption des Formazans subtrahiert und die Differenz als normalisierte
Werte gegen die entsprechenden Liposomenkonzentrationen aufgetragen. Mithilfe der
Software GraphPad PrismTM 5 wurden die IC50-Werte der getesteten Präparationen
durch nicht-lineare Kurvenregression (sigmoidaler Kurvenverlauf, variable Steigung)
abgeschätzt.

3.5. Transfektion

Zur Transfektion wurden 6-Loch- bzw. 24-Loch-Platten verwendet, die jeweils am Vor-
tag mit bEnd.3-Zellen bestückt und über Nacht bei 37 �C/5% CO2 aufbewahrt worden
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waren. Die Konzentration der pro Loch ausgesäten Zellen ist den entsprechenden
Kapiteln zu entnehmen.

Nach Zugabe des Transfektionsmittels wurden die Zellen bis zu ihrer Analyse nach
1 – 3 Tagen bei 37 �C im CO2-Inkubator kultiviert. Die transfizierten Zellen wurden
entweder am Durchflusszytometer (s. Kapitel 3.6.3) oder am Fluoreszenzmikroskop (s.
Kapitel 3.7) untersucht. Wurde VCAM-shRNA oder -siRNA verwendet, mussten die
Zellen vor ihrer Untersuchung mit fluoreszierendem α-VCAM-Antikörper markiert
werden (s. Kapitel 3.6.4).

3.5.1. Transfektion von Plasmid-DNA mittels Fugene R© 6

Bei Fugene R© 6 handelt es sich um ein kommerziell erhältliches Lipid-basiertes Trans-
fektionsreagenz. Pro Loch wurden 100µL Transfektionsmischung angesetzt, die sich
wie folgt zusammensetzte:

Komponente [µL]

Fugene R© 6 6
Plasmid-DNA 2µg x
FKS-freies Medium 94 – x

Die Fugene R© 6-Lösung wurde zu vorgelegtem FKS-freies Medium pipettiert, vor-
sichtig gemischt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Hinzufügen der
Plasmid-Lösung und erneutem Mischen erfolgte eine weitere Inkubation von 45 min.
Im Anschluss wurde die fertige Mischung tröpfchenweise auf die vorbereiteten Zellen
(40.000 Zellen/1,9mL Medium) gegeben.

3.5.2. Transfektion von siRNA mittels HiPerFect

Die Vor- und Kontrollversuche zu den Transfektionsexperimenten mit siRNA-Li-
posomen wurden unter Einsatz des kommerziellen Transfektionsmittels HiPerFect
durchgeführt. Die finale siRNA-Konzentration betrug 10 nM soweit nicht anders
angegeben.

Zur Komplexierung von VCAM-siRNA (6-FAM-siRNA) wurde die entsprechende
Nukleinsäuremenge mit FKS-freiem Medium auf 88,0µL (95,5µL) aufgefüllt und mit
12,0µL (4,5µL) HiPerFect versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 5 – 10 min bei
Raumtemperatur wurde der Ansatz tropfenweise in ein Loch mit 40.000 Zellen/1,9mL
Medium (10.000 Zellen/400µL Medium) gegeben. Der gebildete Komplex wurde
durch Schwenken der Platte gleichmäßig im Medium verteilt.
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3.5.3. Transfektion mittels Liposomen oder SPLP

Zur Transfektion mit Liposomen oder SPLP wurde eine entsprechende Menge der
liposomalen Präparation mit FKS-freiem Medium auf 100µL aufgefüllt und tropfen-
weise in ein mit Zellen bewachsene Loch gegeben. Durch Schwenken der Platte wurde
das Transfektionsmittel homogen im Medium verteilt. Für Versuche mit 6-FAM-
siRNA wurden 10.000 Zellen/400µL Medium verwendet. Enthielt die Präparation
GFP-Plasmid, VCAM-shRNA oder -siRNA, wurden 40.000 Zellen/1,9mL Medium
eingesetzt.

3.6. Durchflusszytometrische Untersuchungen

3.6.1. Zelluläre Bindung und Internalisierung Lipid-basierter
Partikel

Zur Untersuchung der Bindung von Liposomen bzw. SPLP an die Zelloberfläche
und deren Aufnahme in die Zelle wurden Präparationen verwendet, die mit dem
Fluoreszenzmarker DiO angefärbt worden waren.
Jeweils 100.000 Zellen wurden in 100µL KHP in ein Loch einer 96-Loch-Platte

mit V-Boden pipettiert. Die zu analysierenden Liposomen wurden in Triplikaten
hinzugefügt (10 nmol/Loch) und für 60 min bei 4 �C oder 37 �C inkubiert. Zur Un-
tersuchung der spezifischen Bindung der Immunoliposomen/Immuno-SPLP an ihre
Zielstruktur wurden die Zellen 15 min vor Zugabe der funktionalisierten Partikel mit
10µg des verwendeten α-Endoglin-Antikörperfragments versetzt. Dadurch kam es
zur Blockade des Rezeptors, so dass eine Endoglin-spezifische Bindung der Partikel
nicht mehr möglich war.
Die Zellen wurden abzentrifugiert (4 min, 1580� g, 4 �C; AllegraTM 25R) und

der Überstand verworfen. Es folgten zwei Waschschritte mit KHP. Anschließend
wurde das Zellpellet in 100µL frischem KHP aufgenommen und die Proben am
Durchflusszytometer vermessen.

3.6.2. Intrazelluläre 6-CF-Freisetzung aus Liposomen

Die intrazelluläre Freisetzung des liposomalen Inhalts wurde modellhaft an 6-CF-
haltigen Liposomen untersucht. Die Konzentration der eingeschlossenen 6-CF-Lösung
betrug 0,1 M und lag damit in einem Bereich, in dem für 6-CF eine Fluoreszenz-
löschung beschrieben ist [299]. Intakte Liposomen zeigten somit nur eine geringe
Grundfluoreszenz. Kam es nach der Liposomenaufnahme intrazellulär zu einer Farb-
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stofffreisetzung aus den Liposomen, führte die Verdünnung von 6-CF im Außenmedi-
um zu einem messbaren Anstieg des Fluoreszenzsignals.
Jeweils 100.000 Zellen wurden in 100µL KHP in ein Loch einer 96-Loch-Platte

mit V-Boden ausgesät und mit 15 nmol der zu untersuchenden Liposomen versetzt.
Pro Liposomensorte wurden drei Löcher bestückt. Es folgte eine Inkubation für
60 min oder 120 min bei 37 �C. Anschließend wurden die Zellen wie im Kapitel 3.6.1
beschrieben zentrifugiert, gewaschen und im FACS analysiert.

3.6.3. Bestimmung der GFP-Expression bzw. der Aufnahme von
6-FAM-siRNA

Am Tag der Vermessung wurden die transfizierten Zellen trypsiniert, in eine 96-Loch-
Platte mit V-Boden übertragen und zentrifugiert (4 min, 1580� g, 4 �C; AllegraTM

25R). Anschließend wurden die Zellen in 100µL KHP resuspendiert und im Durch-
flusszytometer analysiert.

3.6.4. Expression von Oberflächenproteinen auf bEnd.3-Zellen

Bestimmung der VCAM-1-Expression

Zur Detektion von VCAM-1 auf bEnd.3-Zellen wurden diese mit einem gegen VCAM-1
gerichteten fluoreszierenden Antikörper markiert. Ca. 18 h vor der Versuchsdurchfüh-
rung wurden die Zellen mit TNF-α (50 ng{mL) stimuliert.

Die Zellen wurden wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben geerntet. Abweichend davon
wurde zum Ablösen des Zellrasens EDTA-Lösung 0,02 % ohne Trypsin-Zusatz ver-
wendet, um eine Beschädigung des Oberflächenrezeptors VCAM-1 durch die Protease
Trypsin auszuschließen. Die geernteten Zellen wurden abzentrifugiert (4 min, 350� g,
4 �C; Universal 320 R) und in eisgekühltem Waschpuffer 1 resuspendiert. Nach ei-
ner Zellzahlbestimmung (s. Kapitel 3.2.1) wurde die Zellsuspension durch Zugabe
von Waschpuffer 1 auf eine Konzentration von 5 � 105 Zellen/mL eingestellt. Jeweils
20µL wurden in ein Loch einer 96-Loch-Platte mit V-förmigem Boden übertragen
und mit 10µL einer frisch hergestellten Verdünnung des fluoreszierenden α-VCAM-
Antikörpers (10µg/mL in PBS) versetzt. Anschließend wurden die Zellen für 40 min
auf Eis inkubiert. Zur Entfernung der ungebundenen Antikörper wurde die Platte
zentrifugiert (4 min, 1580� g, 4 �C; AllegraTM 25 R) und die überstehende Flüssigkeit
verworfen. Die entstandenen Zellpellets wurden in je 100µL frischem Waschpuffer
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach zwei weiteren Waschschritten wurden
die Zellen in je 100µL KHP aufgenommen und die Platte im Durchflusszytometer

73



3. Material und Methoden

vermessen. Die Bestimmung der VCAM-Expression erfolgte jeweils in Triplikaten.
Als Blindwert dienten Zellen, denen kein Antikörper zugesetzt wurde.

Bestimmung der Endoglin-Expression

Da kein fluoreszenzmarkierter α-Endoglin-Antikörper zur Verfügung stand, musste zur
fluorimetrischen Erfassung der Endoglin-Expression zusätzlich ein sekundärer FITC-
markierter Antikörper eingesetzt werden, der gegen die Fc-Domäne des primären
Antikörpers gerichtet war.

Die Zellen wurden wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben geerntet. Abweichend da-
von wurde zum Ablösen des Zellrasens EDTA-Lösung 0,02 % ohne Trypsin-Zusatz
verwendet. Das erhaltene Zellpellet wurde in eisgekühltem Waschpuffer 1 resuspen-
diert und die Zellzahl bestimmt (s. Kapitel 3.2.1). Nach einer Zentrifugation (4 min,
350� g, 4 �C; Universal 320R) wurden die Zellen in Waschpuffer 2 aufgenommen,
so dass die Konzentration 106 Zellen/mL betrug. Jeweils 1 mL wurden mit 5µg
α-Endoglin-Antikörper für 30 min auf Eis inkubiert. Zur Entfernung ungebunde-
ner Antikörper-Moleküle wurde der Ansatz abzentrifugiert (4 min, 1700� g, 4 �C;
Universal 32R) und die Zellen mit Waschpuffer 2 gewaschen. Es folgte ein weiterer Zen-
trifugationsschritt, bevor die Zellen wiederum in 1 mL Waschpuffer 2 aufgenommen
wurden. Nach Zusatz von 2µg sekundärem Antikörper (α-Ratte-Ig, FITC-markiert)
wurden die Proben nochmals 30 min auf Eis gelagert. Die anschließende Abtren-
nung ungebundener sekundärer Antikörper erfolgte wie für den primären Antikörper
beschrieben. Danach wurden die Zellen im Durchflusszytometer analysiert.
Die Bestimmung der Endoglin-Expression erfolgte jeweils in Triplikaten. Als

Negativkontrollen wurden Proben verwendet, die entweder ohne oder ausschließlich
mit sekundärem Antikörper behandelt worden waren.

3.7. Fluoreszenzmikroskopie

Ein autoklaviertes Deckgläschen (∅ 18 mm, Stärke 1) wurde in das Loch einer 6-
Loch-Platte gelegt und mit 50.000 Zellen in 2 mL Medium überschichtet. Die Zellen
wurden über Nacht im Inkubator kultiviert und am nächsten Tag wie in Kapitel
3.5.2 bzw. Kapitel 3.5.3 beschrieben mit 6-FAM-siRNA transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurde das Medium verworfen, die Zellen dreifach mit PBS gewaschen
und für 5 min mit Formaldehydlösung (3,7% in PBS) fixiert. Zur Anfärbung der
Zellkerne wurden die Zellen für 10 min in DAPI-Lösung (5µg/mL) inkubiert. Nach
einem weiteren Waschschritt wurden die Glasplättchen vor Licht geschützt an der
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Luft getrocknet und anschließend mit FluoromountTM Aqueous Mounting Medium
auf Objektträgern fixiert.

Die Untersuchung der Präparate erfolgte mithilfe eines konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops (Nikon Eclipse Ti). Zur Bearbeitung der fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen wurde Adobe R© Photoshop R© CS3 verwendet.

3.8. Zelladhäsion unter physiologischen
Flussbedingungen

Die funktionelle Auswirkung des endothelialen VCAM-1-Knockdowns auf Zell-Zell-
Wechselwirkungen wurde unter Einsatz eines mikroskopischen Zelladhäsionsassays
mit physiologischen Flussbedingungen untersucht. Dazu wurde eine Durchflusskam-
mer mit einer konfluent gewachsenen Endothelzellschicht bestückt und im Mikroskop
beobachtet, während adhärierende Tumorzellen mit physiologischer Strömungsge-
schwindigkeit über die Endothelzellen gespült wurden. Anschließend wurde das
Adhäsionsverhalten der Tumorzellen ausgewertet.

Zur Präparation der Endothelzellschicht wurde ein Loch einer 6-Loch-Platte mit
einem autoklavierten Glasplättchen (∅ 18 mm, Stärke 3) bestückt und mit 100.000
Zellen der Zelllinien bEnd.3 bzw. bEnd.3 VCAM-shRNA in 2 mL Medium befüllt.
Die Zellen wurden bis zur Konfluenz nach etwa 3 Tagen im Inkubator kultiviert
und mit Ausnahme der Negativkontrolle 18 h vor Verwendung mit TNF-α stimuliert
(50 ng/mL).

Die Durchführung des Zelladhäsionsassays erfolgte mithilfe einer Durchflusskam-
mer, deren Aufbau in einer Publikation von Bendas et al. [300] ausführlich beschrieben
und in Abbildung 3.3 schematisch dargestellt ist. Abbildung 3.4 dient der Veran-
schaulichung des gesamten Versuchsaufbaus.
Das bewachsene Glasplättchen wurde in die Durchflusskammer eingebaut und

diese auf dem Objekttisch des Mikroskops (Axiovert 200) eingespannt. Die Fließ-
geschwindigkeit des Puffers (PBS pH7,4) wurde auf 2 mL{min eingestellt. Unter
Berücksichtigung der Abmessungen der Durchflusskammer entspricht dies der in
Venolen vorherrschenden Scherrate von 200/s [300].

Über eine vorgeschaltete Blasenfalle wurden 106 B16F10-Zellen in 50µL FKS-freiem
Medium in die Kammer gespült, so dass die Zellen im Mikroskop zu erkennen waren.
Der Pufferfluss wurde für 5 min unterbrochen und die Tumorzellen sedimentierten
auf die Endothelzellschicht. Anschließend wurde eine Videoaufnahme begonnen und
der Pufferstrom wiederhergestellt. Nach 15 s wurde die Aufzeichnung beendet.
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Abb. 3.3.: Schematische Zeichnung der Durchflusskammer. Die Darstellung zeigt
die aus Polyacryl gefertigte Durchflussapparatur im Querschnitt. An ihrer Unterseite
befindet sich ein mit Endothelzellen bewachsenes Glasplättchen, das über einen Metallring
an die Kammer geschraubt ist. Über eine Öffnung an der Oberseite wird das Fließmedium
in die Kammer geleitet und kann anschließend über eine zweite Öffnung abströmen.
(Abbildung modifiziert nach [300].)

Pufferreservoir

Flusskammer

Blasenfalle

Zulaufventil

Ablaufventil

Auffanggefäß

Abb. 3.4.: Versuchsaufbau zur Untersuchung der Zelladhäsion unter physiolo-
gischen Flussbedingungen. Aus einem Pufferreservoir wird das Fließmedium durch
eine Blasenfalle in die mit Endothelzellen bestückte Durchflusskammer geleitet. Durch
Änderung des Höhenunterschieds zwischen Pufferreservoir und -auffanggefäß kann die
Fließgeschwindigkeit des Puffers reguliert werden. Ein Zulauf- bzw. Ablaufventil erlaubt
die Unterbrechung des Pufferflusses. Durch die Öffnung der Blasenfalle werden Tumor-
zellen in den Pufferstrom eingebracht und in die Durchflusskammer gespült. Über eine
an das Mikroskop angeschlossene Videokamera können die Wechselwirkungen zwischen
Tumorzellen und dem Endothel aufgezeichnet werden. (Abbildung modifiziert nach [301].)

76



3.9. Molekularbiologische Arbeiten

Die Auswertung erfolgte mithilfe der Software Imagoquant MultiTrack-AVI-2.
Dabei wurde die Anzahl der auf der Endothelzellschicht anhaftenden B16F10-Zellen
zu den Zeitpunkten t= 0, 1, 2, 3, 4 s durch manuelles Zählen bestimmt. Das Ausmaß
der Adhäsion wurde als prozentualer Wert bezogen auf den Wert zum Zeitpunkt t=
0 angegeben.

3.9. Molekularbiologische Arbeiten

3.9.1. Arbeiten mit siRNA

Um eine Degradierung der verwendeten siRNA durch RNasen zu vermeiden, wurden
alle Arbeiten mit siRNA mit Handschuhen durchgeführt und – soweit möglich –
RNase-freie Einmalartikel eingesetzt. Zur Inaktivierung von RNasen wurden des
Weiteren folgende Maßnahmen ergriffen:

Verwendete Puffer und Lösungen wurden mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) ver-
setzt (0,1% [V/V]). Dieses bindet kovalent an primäre und sekundäre Amine wie z.B.
Histidin und behindert damit die RNase-Aktivität. Die Zerstörung von überschüssi-
gem DEPC erfolgte am nächsten Tag durch Autoklavieren der Lösung. Dabei zerfällt
DEPC zu CO2 und Ethanol.

Hitzestabile Geräte wurden für 2 h bei 200 �C im Trockenschrank erhitzt, während
temperaturempfindliche Gegenstände über Nacht in DEPC-haltigem Wasser eingelegt
und anschließend autoklaviert wurden.
Der Arbeitsplatz sowie die verwendeten Mikroliter-Pipetten wurden mit Wasser-

stoffperoxid-Lösung 1% abgesprüht.

3.9.2. Arbeiten mit Plasmid-DNA

Plasmidaufreinigung

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus entsprechend transformierten E. coli-Stämmen
wurde eine kleine Menge der gefrorenen Glycerolkultur in 12 mL steriles LB-Medium
überführt und für 8 h bei 200 rpm und 37 �C geschüttelt (Schüttelinkubator Modell
4520). Anschließend wurde die Vorkultur in einen sterilen 2 L-Erlenmeyerkolben gege-
ben und mit Ampicillin-haltigem LB-Medium (Ampicillin-Konzentration 100µg/mL)
auf 250 mL aufgefüllt. Die Inkubation wurde über Nacht fortgesetzt.
Die Plasmidaufreinigung aus den Übernachtkulturen erfolgte unter Verwendung

des GenEluteTM HP Plasmid Maxiprep Kits. Dabei wurden die abzentrifugierten Bak-
terienzellen mithilfe eines SDS-haltigen alkalischen Puffers lysiert und der Rückstand
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über einen Filter abgetrennt. Das Plasmid-haltige Lysat wurde über eine Silicagel-
Membran gegeben, an welche die DNA in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen
adsorbierte. Nach zwei Waschschritten zur Entfernung von Kontaminationen wurde
die Plasmid-DNA mit 3 mL Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl, pH8,5; GenEluteTM

HP Plasmid Maxiprep Kit) eluiert. Die genaue Vorgehensweise entsprechend dem
Hersteller-Protokoll ist Anhang A.2 zu entnehmen.

Aufkonzentrierung von DNA-Lösungen

Die Konzentrierung von Plasmid-DNA erfolgte mittels Alkohol-Fällung. Dazu wurde
die Plasmid-Lösung mit 0,1Volumenteilen Natriumacetat-Lösung 3M pH5,2 ver-
mischt und die DNA durch Zusatz von 0,7Volumenteilen Isopropanol gefällt. Nach
einer Zentrifugation (30 min, 15.000� g, 4 �C; Universal 32R) wurde die Flüssigkeit
vorsichtig abgenommen. Es folgte die Zugabe von 1,5 mL Ethanol 70% und eine
erneute Zentrifugation für 15 min. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet für
ca. 50 min bei Raumtemperatur getrocknet. Anschließend wurde es in einem geringen
Volumen Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5; GenEluteTM HP Plasmid Maxiprep
Kit) resuspendiert und die Konzentration der resultierenden Lösung bestimmt (s.
Kapitel 3.9.2, S. 78).

Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von Plasmid-Lösungen wurde durch Messung der optischen Dichte
im Photometer (UltrospecTM 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer) bestimmt.
Dazu wurde eine Verdünnung in Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,5; GenEluteTM

HP Plasmid Maxiprep Kit) in eine Quarzküvette (Hellma Präzisionsküvette 105.020-
QS 10 mm) pipettiert und die Absorption bei 260 nm sowie 280 nm nach Auswahl
des Programms „Nukleinsäuren“ automatisch erfasst. Die Absorption von reinem
Elutionspuffer wurde als Nullwert gesetzt. Unter Berücksichtigung des Verdünnungs-
faktors wurde die DNA-Konzentration der Ausgangslösung in µg/µL ausgegeben.
Die Konzentration von dsDNA-Lösungen ergibt sich aus:

cDNA rµg{µLs �
OD260 � Verdünnungsfaktor � 50µg

1000µL (3.2)

Des Weiteren konnte am Photometer der Quotient OD260

OD280
abgelesen werden. Dieser

sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Abweichende Werte weisen auf Verunreinigungen
der Probe durch Proteine hin.
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Bligh&Dyer-Extraktion

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Lipid-basierten Präparationen wurde das
Extraktionsverfahren nach Bligh und Dyer [302] angewendet.

100µL Liposomen oder SPLP wurden mit 250µL Methanol versetzt und gründlich
vermischt. Anschließend wurden zweimal je 125µL Chloroform zupipettiert und die
Phasen wiederum jeweils gut gemischt. Nach Zugabe von 125µL Aqua dem. und einer
weiteren Durchmischung wurde der Ansatz zur Trennung der Phasen für 5 min bei
3.000� g (mini Spin) zentrifugiert. Die untere organische Phase enthielt die Lipide,
während in der oberen wässrigen Phase die isolierte DNA vorlag. Die wässrige Phase
wurde abgenommen und zur Reinigung der DNA eine Alkohol-Fällung durchgeführt
(s. Kapitel 3.9.2, S. 78).

Agarose-Gelelektrophorese

Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnte sowohl der Plasmideinschluss in
Liposomen/SPLP als auch die Integrität der verkapselten Plasmide analysiert werden.

Die Untersuchung der DNA-haltigen Proben erfolgte an 1%-igen Agarosegelen in
TAE-Puffer [m/V] in einer horizontalen Gelelektrophoresekammer (Peqlab Modell
40-0911). Zur Visualisierung der DNA im UV-Licht wurde die verflüssigte Agarose
während der Gelherstellung mit RedSafeTM Nucleic Staining Solution 20.000� versetzt
(5µL/100 mL). Die DNA-Proben wurden mit Gel Loading Dye Blue 6� im Verhältnis
5:1 [V/V] vermischt und in die Taschen des Gels übertragen. Eine weitere Tasche
wurde mit 6µL DNA-Größenstandard (Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker 3)
befüllt. Zur Auftrennung der DNA wurde für ca. 45 min eine konstante Spannung
von 100 V angelegt (Power Pack 300). Anschließend konnten die Banden im UV-Licht
(Universal Hood II Geldoc) ausgewertet werden.

3.9.3. Arbeiten mit Proteinen

Konzentrationsbestimmung von scFv’-Antikörperfragmenten

Die Konzentrationsbestimmung von mE12-scFv’-Lösungen erfolgte durch Absorp-
tionsmessung bei λ = 280 nm (UltrospecTM 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer).
Durch Einsetzen des Messwertes in folgende Formel wurde die Proteinkonzentration
der vermessenen Lösung erhalten:

cmE12-scFv’ rµg{µLs �
OD280 �MW

ε � d
(3.3)

mit MW = MolekulargewichtmE12-scFv’ = 26204,5 g � mol-1
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und ε = ExtinktionskoeffizientmE12-scFv’ = 43980 L � mol-1 � cm-1

und d = Schichtdicke der Küvette = 1 cm.

SDS-PAGE

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) diente als
Nachweismethode für die erfolgreiche Funktionalisierung von SPLP mittels Postin-
sertion (s. Kapitel 3.3.3, S. 65). Die verwendeten Proben enthielten jeweils ca. 1µg
Protein und wurden im Verhältnis 1:1 [V/V] mit Probenauftragspuffer (PAP) versetzt.
Die verwendeten Gele aus Sammelgel (5% Acrylamid) und Trenngel (15% Acrylamid)
wurden frisch hergestellt und nach der Polymerisation in die mit Elektrophorese-
Laufpuffer befüllte Elektrophoresekammer (Mini-Protean II) eingesetzt. Die Proben
wurden in die Taschen des Gels pipettiert, zusätzlich wurde ein Proteingrößenstan-
dard (Proteinmarker IV) aufgetragen. Zur Auftrennung der Proteine wurde eine
Spannung von 200 V angelegt (Elektrophorese-Stromgeber EC250-90). Sobald die
Lauffront das untere Gelende erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet und
das Gel entnommen.
Zur Darstellung der Proteinbanden wurde das Gel zweimal für jeweils 10 min

mit Aqua dem. gewaschen. Es folgte eine ca. zweistündige Inkubation in Sensitiver
Coomassie-Färbelösung unter leichter Bewegung auf dem Horizontalschüttler. Durch
Verwendung dieser modifizierten Coomassie-Färbetechnik werden die Proteine als
blaue Banden sichtbar, ohne dass es zu einer deutlichen Einfärbung des Hintergrundes
kommt [303]. Somit konnte auf die sich üblicherweise anschließende Entfärbung des
Gels verzichtet werden. Nach einem Waschschritt mit Aqua dem. zur Entfernung
überschüssiger Färbelösung wurde das Gel zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt und
durch Einscannen oder Abfotografieren dokumentiert.

3.10. Statistik
Soweit nicht anders vermerkt, repräsentieren die angegebenen Werte Mittelwerte aus
mindestens drei Experimenten � Standardabweichung. Zur Ermittlung signifikanter
Unterschiede wurde der ungepaarte Studentsche t-Test durchgeführt. Die Signifikanz-
ebenen sind in den Abbildungen folgendermaßen gekennzeichnet:
* p� p   0,05; ** p� p   0,01; *** p� p   0,001.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Posttranskriptionelle Expressionshemmung von
VCAM-1 als potentiell antiinflammatorischer
Therapieansatz

Wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben, spielt die endotheliale Expression des Adhäsions-
rezeptors VCAM-1 eine Rolle bei der Leukozytenrekrutierung im Rahmen des Ent-
zündungsgeschehens. Daher wird postuliert, dass die Ausschaltung von VCAM-1
zu einem antiinflammatorischen Effekt führen kann und eine Option zur Thera-
pie entzündlicher Erkrankungen darstellt (s. Kapitel 2.1.2). Zur Ausschaltung von
VCAM-1 sind verschiedene Ansätze möglich (s. Kapitel 2.1.4). Aus diesen Möglichkei-
ten wurde hier die posttranskriptionelle Expressionshemmung durch RNA-Interferenz
ausgewählt.
In diesem Teil der Arbeit sollten die funktionellen Folgen eines VCAM-1-Knock-

downs in aktivierten Endothelzellen untersucht werden. Dazu wurde das VCAM-1-
Expressionsverhalten von bEnd.3-Endothelzellen charakterisiert und durch Transfek-
tion mit VCAM-shRNA eine VCAM-Knockdown-Mutante (b.End3 VCAM-shRNA)
erzeugt. Anschließend wurde deren Fähigkeit zur Vermittlung von Zell-Zell-Wechsel-
wirkungen unter physiologischen Flussbedingungen analysiert.

4.1.1. VCAM-1-Expression auf bEnd.3-Zellen

Bei VCAM-1 handelt es sich um einen induzierbaren Oberflächenrezeptor, der von
Endothelzellen in entzündeten Geweben exprimiert wird (s. Kapitel 2.1.1). Um
die VCAM-1-Expression anzuregen, wurde die verwendete Endothelzelllinie bEnd.3
durch Stimulation mit TNF-α in einen aktivierten Zustand versetzt. Abbildung 4.1
zeigt, dass bEnd.3-Zellen nach Zytokin-Stimulation verstärkt VCAM-1 exprimieren.
Auch auf unstimulierten Zellen ließ sich der Adhäsionsrezeptor in geringen Mengen
(< 10% des Expressionsniveaus stimulierter Zellen) nachweisen. Durch Testung der
VCAM-negativen Ovarialkarzinomzelllinie A 2780 konnte ausgeschlossen werden, dass
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Abb. 4.1.: VCAM-1-Expression auf bEnd.3-Endothelzellen. Die Charakterisierung
des VCAM-1-Expressionsverhaltens erfolgte durchflusszytometrisch nach Markierung der
Zellen mit einem fluoreszierenden α-VCAM-Antikörper. Stimulierte Zellen wurden für 4 h
mit TNF-α (50 ng/mL) behandelt. Als Kontrolle dienten Zellen ohne Antikörpermarkierung.
(A) bEnd.3-Zellen. (B) A 2780-Zellen.
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Abb. 4.2.: VCAM-1-Expression nach Stimulation mit TNF-α. bEnd.3-Zellen wur-
den mit 50 ng{mL TNF-α stimuliert und nach 4 h (2), 24 h (3) und 48 h (4) hinsichtlich
ihrer VCAM-Expression untersucht. (5) zeigt die VCAM-Rezeptordichte nach 48 h bei
wiederholter Stimulation nach 24 h. (1) stellt die VCAM-Expression unstimulierter Zellen
dar.
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antiinflammatorischer Therapieansatz

es sich hierbei um eine unspezifische Bindung des Antikörpers an die Zelloberfläche
handelte.
Um ideale Bedingungen für weitere Versuche zu schaffen, wurde die Auswirkung

unterschiedlicher TNF-α-Stimulationszeiten auf die VCAM-1-Expression untersucht.
In der Literatur ist für bEnd.3-Zellen eine maximale VCAM-Expression nach vier-
stündiger Inkubation mit TNF-α beschrieben, die bei fortwährender Stimulation
innerhalb von 24 h auf ca. 50% des Maximalwertes zurückgeht [295]. Diese Beobach-
tung konnte hier nicht bestätigt werden: Es wurden keine signifikanten Unterschiede
in der VCAM-Expression nach einer Inkubationszeit von 4 h und 24 h festgestellt (s.
Abbildung 4.2). Erst nach 48 h zeigte sich – auch bei wiederholter TNF-α-Zugabe
nach 24 h – eine Abnahme der VCAM-1-Rezeptordichte auf der Zelloberfläche um
ca. 20%. Aus praktischen Gründen wurde für alle weiteren Versuche eine einmalige
Stimulation 18 h vor der Versuchsdurchführung gewählt.

4.1.2. VCAM-1-Knockdown in bEnd.3-Zellen

Zur posttranskriptionellen Genstilllegung von VCAM-1 wurden bEnd.3-Endothelzel-
len mit VCAM-shRNA-kodierendem Plasmid transfiziert. Die so erzeugte Zelllinie
bEnd.3 VCAM-shRNA zeichnet sich durch eine signifikant verminderte VCAM-
Expression TNF-α-stimulierter Zellen aus. Diese ist im Vergleich zu aktivierten
bEnd.3-Wildtypzellen um ca. 50% herabgesetzt (s. Abbildung 4.3).
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Abb. 4.3.: VCAM-Knockdown durch Transfektion von bEnd.3-Zellen mit
VCAM-shRNA. Die Stimulation mit TNF-α (50 ng/mL) erfolgte 18 h vor der Ver-
suchsdurchführung. Zur Bestimmung der VCAM-Expression wurden die Zellen mit fluores-
zierenden Antikörpern markiert und im Durchflusszytometer analysiert.
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4.1.3. Funktionelle Auswirkung des VCAM-1-Knockdowns auf
die endotheliale Bindungsfähigkeit von Tumorzellen

Es konnte gezeigt werden, dass die posttranskriptionelle Expressionshemmung von
VCAM-1 zu einer signifikanten Reduktion der VCAM-1-Rezeptordichte auf aktivier-
ten Endothelzellen führt (s. Kapitel 4.1.2). Im Folgenden sollte deren funktionelle
Auswirkung untersucht werden.

Der Adhäsionsrezeptor VCAM-1 vermittelt im Rahmen der Adhäsionskaskade
die feste Bindung von Leukozyten an die Gefäßwand. Ebenso nutzen zirkulierende
Tumorzellen die Bindung an VCAM-1 zur hämatogenen Metastasierung (s. Kapitel
2.1.1). Daher wurde stellvertretend für die endotheliale Leukozytenadhäsion das
Bindungsverhalten von Tumorzellen an immobilisierte Endothelzellschichten in einer
Flusskammer beobachtet. Mit dem gewählten Verfahren konnten die physiologi-
schen Bedingungen im Gefäßlumen von Venolen simuliert werden. Die verwendeten
B16F10-Melanomzellen tragen auf ihrer Oberfläche das Integrin VLA-4 [297], so
dass eine VCAM-vermittelte Anhaftung an bEnd.3-Endothelzellen möglich war. Eine
detaillierte Beschreibung der Versuchsanordnung und Vorgehensweise ist in Kapitel
3.8 zu finden.

Abbildung 4.4 zeigt das Ausmaß der Bindungsfähigkeit von B16F10-Zellen an
bEnd.3 VCAM-shRNA-Zellen im Vergleich zu untransfizierten bEnd.3-Wildtypzellen.
Wie zu erwarten, konnte eine starke Bindung der Melanomzellen an TNF-α-aktivierte
bEnd.3-Wildtypzellen detektiert werden. Auch 5 s nach Wiederherstellung des Puf-
ferflusses waren nahezu 100% der beobachteten Melanomzellen fest an die Endo-
thelzellschicht adhäriert. Im Vergleich war die Zelladhäsion an aktivierte bEnd.3
VCAM-shRNA weniger stark ausgeprägt: Mit einem Rückgang auf ca. 80% nach
5 s unterschied sie sich signifikant von der Bindungsfähigkeit an stimulierte bEnd.3-
Wildtypzellen. Wurden unstimulierte bEnd.3-Wildtypzellen auf dem Glasplättchen
immobilisiert, verringerte sich die Anzahl der anhaftenden Tumorzellen innerhalb
von 5 s auf ca. 40%. Sowohl bei den Untersuchungen an unstimulierten Wildtypzellen
als auch an stimulierten bEnd.3 VCAM-shRNA-Zellen konnte das durch Selektine
vermittelte typische Zellrollen entlang der Endothelschicht beobachtet werden.

Diese Ergebnisse korrelieren mit dem Ausmaß der VCAM-Expression auf den
verschiedenen Zellen (s. Kapitel 4.1.2). Da der Adhäsionsrezeptor nicht nur auf
TNF-α-stimulierten bEnd.3-Wildtypzellen nachgewiesen werden konnte, sondern in
geringerem Maße auch auf stimulierten bEnd.3 VCAM-shRNA sowie auf unstimulier-
ten Wildtypzellen, war mit einer gewissen Bindungsfähigkeit der Tumorzellen auch
an letztere zu rechnen.
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4.1. Posttranskriptionelle Expressionshemmung von VCAM-1 als potentiell
antiinflammatorischer Therapieansatz
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Abb. 4.4.: Adhäsion von B16F10-Melanomzellen an bEnd.3-Endothelzellen un-
ter physiologischen Flussbedingungen. Die Adhäsion von B16F10-Zellen an unstimu-
lierte bEnd.3-Wildtypzellen sowie an stimulierte bEnd.3 VCAM-shRNA-Zellen unterscheidet
sich statistisch signifikant von der Zelladhäsion an stimulierte bEnd.3-Wildtypzellen zum
Zeitpunkt t = 5 s.

Aktivierte bEnd.3-Zellen exprimieren außer VCAM-1 weitere Adhäsionsrezeptoren
wie ICAM-1 und MAdCAM-1 sowie E- und P-Selektin auf ihrer Zelloberfläche. Diese
sind zum Teil auch auf unstimulierten Zellen vorhanden [294, 295]. Auch auf B16F10-
Melanomzellen können zusätzlich zu VLA-4 weitere Adhäsionsmoleküle, z.B. L- und
P-Selektin, nachgewiesen werden [297]. Neben der VLA-4-/VCAM-1-Interaktion
können also auch andere Wechselwirkungen für die beobachtete Zelladhäsion verant-
wortlich sein, die in diesem Experiment nicht untersucht wurden. Eine Mitwirkung
der Selektine lässt das Zellrollen von B16F10 über das Endothel vermuten; dieses
wird primär durch Selektine vermittelt (s. Kapitel 2.1.1).

Auch Resultate von Fritzsche et al. [297] sprechen für die Beteiligung weiterer
Adhäsionsrezeptoren an der beobachteten Zelladhäsion: Unter identischen Versuchsbe-
dingungen konnte die Bindung von B16F10-Zellen an aktivierte bEnd.3-Zellen durch
einen blockierenden VCAM-Antikörper nur um etwa 20% zurückgedrängt werden.
Wurde anstelle von bEnd.3-Zellen VCAM-1-Protein immobilisiert, zeigten weniger
als 20% der B16F10-Zellen eine feste Adhäsion. Zu ähnlichen Ergebnissen gelangten
auch Alam et al. [107], die die Zelladhäsion von humanen Jurkat-T-Zellen an die
Endothelzelllinie sEnd.1 untersuchten. Trotz eines nahezu vollständigen VCAM-
Knockdowns mittels verschiedener shRNA-Konstrukte ging die T-Zelladhäsion an
sEnd.1-Knockdown-Zellen im Vergleich zu Wildtypzellen meist nur um 50% zu-
rück. Auch die Vorinkubation von sEnd.1-Wildtypzellen mit einem blockierenden
VCAM-Antikörper reduzierte die Leukozytenadhäsion nicht vollständig.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Um eine vollständige Inhibierung der endothelialen Adhäsion zu erreichen, müssten
also weitere Mechanismen ausgeschaltet werden. Dennoch belegen eine Reihe von
Studien die therapeutische Relevanz der alleinigen Hemmung von VCAM-1. Diese
führte in Tiermodellen der rheumatoiden Arthritis [304], Colitis Ulcerosa [305–307]
sowie der atopischen Dermatitis [308] zu einem Rückgang der Krankheitssymptome
und reduzierte die Gefahr von Restenosen nach Endarteriektomien [106].

4.2. Liposomale Transfektion von VCAM-siRNA
Wie in Kapitel 4.1 erläutert, kann durch posttranskriptionelle Genausschaltung von
VCAM-1 eine verminderte endotheliale Zelladhäsion unter Flussbedingungen erreicht
werden. Dies kann in der Therapie von Tumoren bzw. entzündlichen Erkrankungen
zu einer Hemmung der Metastasierung bzw. von Entzündungen führen. Zur thera-
peutischen Nutzung der RNA-Interferenz wird synthetische siRNA in die Zielzellen
eingebracht. Dabei stellt ein effektiver Gentransfer die größte Hürde dar (s. Kapitel
2.1.3).

Mit Hinblick auf eine perspektivische in vivo-Anwendung sollte ein zur Transfek-
tion von Endothelzellen geeignetes Gentransfersystem für einen siRNA-basierten
VCAM-Knockdown gefunden werden. Kationische Lipidmischungen liefern zwar gute
Transfektionsergebnisse in vitro, zeigen aber in vivo häufig die Nachteile mangelnder
Serumstabilität und erhöhter Toxizität (s. Kapitel 2.3.1). Aufgrund ihrer guten
Pharmakokinetik und Verträglichkeit wurden sterisch stabilisierte Liposomen als
Transfektionsvehikel ausgewählt.

Um das Problem geringer Einschlussraten zu umgehen, erfolgte die Herstellung
siRNA-haltiger Liposomen mittels Dualer Asymmetrischer Zentrifugation (s. Kapitel
2.3.2). Nach der erfolgreichen Präparation wurde das liposomale Transfektionssystem
bezüglich der zellulären Aufnahme, des intrazellulären Freisetzungsvermögens sowie
des Transfektionspotentials an bEnd.3-Endothelzellen geprüft.

4.2.1. Herstellung siRNA-haltiger Liposomen

Zur Herstellung siRNA-haltiger Liposomen wurden zwei Methoden – die konventio-
nelle Hydratationsmethode sowie die Duale Asymmetrische Zentrifugation (DAC)
– vergleichend untersucht. Dazu wurde jeweils eine pH-insensitive Lipidmischung
aus POPC/Chol/mPEG-DSPE sowie eine pH-sensitive Lipidmischung aus DOPE/
CHEMS/mPEG-DSPE verwendet. Die eingeschlossene siRNA war entweder gegen
VCAM-1-mRNA gerichtet (VCAM-siRNA) oder eine fluoreszenzmarkierte siRNA
ohne Zielstruktur (6-FAM-siRNA).
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4.2. Liposomale Transfektion von VCAM-siRNA

Partikelgröße und -homogenität

Sowohl die Herstellung mittels Hydratationsmethode als auch mittels DAC resultierte
in Liposomen mit kleinem Durchmesser und homogener Größenverteilung (s. Tabelle
4.1). Während durch die Hydratationstechnik im Vergleich mit der DAC homogene-
re Präparationen erhalten wurden (Polydispersitätsindex (PI) � 0,11 bzw. � 0,23),
lieferte letztere kleinere Partikel (∅ � 120 nm bzw. � 85 nm). Damit entsprachen die
mittels DAC hergestellten siRNA-Liposomen den in der Literatur zu findenden An-
gaben [250]. Die Art des Hydratationsmediums (Puffer oder siRNA-haltige Lösung)
hatte keinen Einfluss auf die Partikelgröße und -homogenität. Die Zusammensetzung
der Lipidmischung dagegen wirkte sich bei beiden Herstellungsmethoden gleicher-
maßen aus: Unter Verwendung von POPC/Chol/mPEG-DSPE bildeten sich jeweils
kleinere Liposomen aus als unter Verwendung von DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE.

siRNA-Einschluss

Wie Abbildung 4.5 zu entnehmen ist, wiesen mittels Hydratationsmethode herge-
stellte Liposomen lediglich siRNA-Einschlussraten unter 10% auf. Hingegen wurden
durch die DAC bis zu 72% der eingesetzten siRNA liposomal verkapselt. Dieser Anteil
konnte ohne vorherige Zerstörung der Liposomen durch den Fluoreszenzfarbstoff
nicht erfasst werden, so dass von einer vollständigen Ummantelung durch die Lipid-
hülle auszugehen ist. Die Art der Lipidzusammensetzung sowie der zu verkapselnden
siRNA zeigte keinen Einfluss auf die Einschlusseffizienz. Die erhaltenen Werte waren
jeweils vergleichbar mit aus der Literatur bekannten siRNA-Einschlussquoten (Hydra-
tationsmethode: 3 – 25%; DAC: 43 – 71%) [250, 260]. Bei Verwendung einer 50µM
siRNA-Lösung zur Beladung von Liposomen mittels DAC ergaben sich aus den durch-
schnittlichen Einschlussraten (60% bzw. 68% für pH-insensitive bzw. pH-sensitive
Liposomen) folgende siRNA:Lipid-Verhältnisse: 33 pmol/µmol für pH-insensitive
Liposomen und 40 pmol/µmol für pH-sensitive Liposomen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sowohl die Hydratationsmethode
als auch die DAC Liposomen mit geringem Durchmesser und einer homogenen
Größenverteilung lieferte. Dabei lag die eingeschlossene siRNA jeweils vollständig
von der Lipidhülle umkapselt vor, so dass von einem ausreichenden Schutz vor dem
Abbau durch Serumnukleasen auszugehen ist. Durch das Fehlen einer kationischen
Ladung und der Verwendung PEGylierter Lipide kann mit einer ausreichenden
Serumstabilität und Zirkulationshalbwertszeit der Partikel gerechnet werden. Somit
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4. Ergebnisse und Diskussion

Tab. 4.1.: Partikelgröße/-größenverteilung siRNA-haltiger Liposomen. (A)
Herstellung mittels DAC. (B) Herstellung mittels Hydratationsmethode. An-
gegeben ist jeweils der Durchmesser sowie der Polydispersitätsindex als MW� SD.

(A)

PBS 6-FAM-siRNA VCAM-siRNA

POPC/Chol/mPEG-DSPE 72� 5 nm 80� 11 nm 57� 7 nm
0,24� 0,03 0,25� 0,03 0,34� 0,03

DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE 101� 12 nm 106� 7 nm 91� 9 nm
0,17� 0,04 0,21� 0,02 0,19� 0,02

(B)

PBS 6-FAM-siRNA VCAM-siRNA

POPC/Chol/mPEG-DSPE 110� 13 nm nb. 122� 7 nm
0,10� 0,03 0,09� 0,06

DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE 119� 9 nm nb. 133� 6 nm
0,11� 0,05 0,12� 0,04
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Abb. 4.5.: siRNA-Einschluss in Liposomen. VCAM-siRNA (weiß bzw. weiß/gestreift)
oder 6-FAM-siRNA (grau/gestreift) wurden mittels Hydratationsmethode bzw. DAC
in Liposomen eingeschlossen. Als Lipidmischung wurde entweder POPC/Chol/mPEG-
DSPE (pH-insensitiv) oder DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE (pH-sensitiv) verwendet. Die
Bestimmung des liposomalen siRNA-Einschlusses erfolgte fluorimetrisch entweder direkt
(6-FAM-siRNA) oder mithilfe des DNA-Farbstoffes PicoGreen R© (VCAM-siRNA).
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4.2. Liposomale Transfektion von VCAM-siRNA

erfüllen diese Liposomen wichtige Voraussetzungen für eine potentielle systemische
Anwendung als Transfektionsvermittler (s. Kapitel 2.3).

Allerdings konnte eine effiziente Verkapselung der siRNA nur mithilfe der DAC
erreicht werden. Die Verwendung der Hydratationsmethode führte lediglich zu ge-
ringen Einschlussraten. Ein Verfahren, mit dem Substanzen effektiv in Liposomen
eingeschlossen werden können, ist insbesondere bei teuren Wirkstoffen wie siRNA
von Interesse. Aufgrund der wesentlich verbesserten Einschlusseffizienz erfolgte die
Herstellung siRNA-haltiger Liposomen im Folgenden ausschließlich mittels DAC.

4.2.2. Zelluläre Aufnahme von siRNA-Liposomen

Die zelluläre Aufnahme stellt eine wesentliche Voraussetzung für die Wirksamkeit
einer therapeutisch angewendeten siRNA dar (s. Kapitel 2.3). Daher wurde die
intrazelluläre Anreicherung liposomal verkapselter siRNA am Beispiel fluoreszierender
6-FAM-siRNA in bEnd.3-Endothelzellen geprüft. Als Positivkontrolle wurde 6-FAM-
siRNA mithilfe des kationischen Transfektionsreagenzes HiPerFect in bEnd.3-Zellen
eingebracht.

Die Untersuchung am Durchflusszytometer zeigte, dass liposomale 6-FAM-siRNA
konzentrationsabhängig von bEnd.3-Zellen aufgenommen wird (s. Abbildung 4.6
(A)). In der höchsten Konzentration führte die Verwendung pH-insensitiver bzw. pH-
sensitiver Liposomen zu einer vergleichbaren intrazellulären siRNA-Anreicherung. In
allen anderen Konzentrationen vermittelten pH-insensitive Liposomen eine signifikant
bessere siRNA-Aufnahme als pH-sensitive Liposomen. Verglichen mit HiPerFect muss-
ten allerdings beide Liposomensorten in zehnfach höheren Konzentrationen (bezogen
auf die verkapselte siRNA) auf die Zellen gegeben werden, um eine gleichwertige
siRNA-Aufnahme zu erreichen.

Die erhaltenen Resultate wurden durch die fluoreszenzmikroskopische Analyse von
bEnd.3-Zellen nach Inkubation mit 10 nM 6-FAM-siRNA bestätigt (s. Abbildung 4.6
(B)). Während HiPerFect eine deutliche intrazelluläre siRNA-Anreicherung vermit-
telte, wurden durch pH-insensitive bzw. pH-sensitive Liposomen geringere Mengen
siRNA in die Zelle eingebracht.

Es wurde festgestellt, dass mithilfe liposomaler Vektoren eine intrazelluläre siRNA-
Akkumulation in bEnd.3-Endothelzellen erreicht werden kann. Somit ist eine wichtige
Voraussetzung für eine erfolgreiche Transfektion erfüllt. Im Vergleich mit HiPerFect
fiel die durch Liposomen vermittelte siRNA-Aufnahme jedoch geringer aus. Dies war
aus folgenden Gründen zu erwarten:
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4. Ergebnisse und Diskussion

Da HiPerFect als kommerzielles Transfektionsreagenz kationische Komponenten
enthält, ist es zu elektrostatischen Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Zell-
membran befähigt. Demnach ist mit einer guten zellulären Aufnahme von HiPerFect-
siRNA-Komplexen zu rechnen. Diese konnte an bEnd.3-Zellen bestätigt werden.

Zur Herstellung der liposomalen Transfektionsvermittler wurden keine kationischen
Zusätze verwendet. Während pH-insensitive Liposomen ungeladen waren, enthiel-
ten pH-sensitive Liposomen mit dem Lipid CHEMS eine anionische Komponente.
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Abb. 4.6.: Zelluläre Aufnahme von siRNA-Liposomen. bEnd.3-Zellen wurden für
24 h mit liposomaler 6-FAM-siRNA inkubiert. Die angegebenen Konzentrationen bezeich-
nen jeweils die Konzentrationen komplexierter bzw. liposomal verkapselter siRNA im
Zellkulturüberstand. (A) Untersuchung am Durchflusszytometer. (1) HiPerFect;
(2) HiPerFect-siRNA 10 nM; (3) Leerliposomen; (4) siRNA-Liposomen 10 nM; (5) siRNA-
Liposomen 25 nM; (6) siRNA-Liposomen 50 nM; (7) siRNA-Liposomen 100 nM. Die
als signifikant gekennzeichneten Proben unterscheiden sich jeweils statistisch signifikant
von Proben pH-sensitiver Liposomen der gleichen siRNA-Konzentration. (B) Fluores-
zenzmikroskopische Untersuchung. (1) HiPerFect-siRNA 10nM; (2) pH-insensitive
siRNA-Liposomen 10 nM; (3) pH-sensitive siRNA-Liposomen. (grün = 6-FAM-siRNA;
blau = Zellkern; Maßstabsbalken = 20µm.)
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4.2. Liposomale Transfektion von VCAM-siRNA

Insbesondere bei letzteren war daher von einer herabgesetzten Affinität zur ne-
gativ geladenen Zellmembran auszugehen [309]. Auch die Ausstattung mit einer
sterisch stabilisierten Lipidhülle erschwert die Interaktion von Liposomen mit den
Zielzellen [310, 311]. Daher war eine reduzierte zelluläre Aufnahme der hier einge-
setzten liposomalen Gentransfersysteme anzunehmen. Die signifikante Überlegenheit
pH-insensitiver Liposomen im Vergleich mit pH-sensitiven Liposomen im unteren Kon-
zentrationsbereich kann in der unterschiedlichen Nettoladung der Lipidmischungen
begründet sein.

4.2.3. Intrazelluläre Wirkstofffreisetzung aus Liposomen

Außer der zellulären Aufnahme stellt die intrazelluläre Freisetzung der siRNA aus
ihrem Vehikel in das Zytoplasma eine weitere wichtige Bedingung für die erfolgreiche
posttranskriptionelle Expressionshemmung eines Proteins dar. Daher sollte im Fol-
genden die intrazelluläre Wirkstofffreisetzung aus den verwendeten pH-insensitiven
(POPC/Chol/mPEG-DSPE) und pH-sensitiven Liposomen (DOPE/CHEMS/mPEG-
DSPE) überprüft werden. Dazu wurden bEnd.3-Zellen mit 6-Carboxyfluorescein
(6-CF)-haltigen Liposomen inkubiert und der intrazellulär freigegebene Fluoreszenz-
farbstoff am Durchflusszytometer vermessen.
Nach 60-minütiger Inkubation konnte eine deutliche 6-CF-Freisetzung aus pH-

sensitiven Liposomen festgestellt werden, die im Vergleich mit pH-insensitiven Li-
posomen um mehr als eine Zehnerpotenz erhöht war (s. Abbildung 4.7). Dieser
Unterschied war nach 120 min noch etwas deutlicher ausgeprägt.

Erwartungsgemäß zeigten pH-sensitive Liposomen eine bessere intrazelluläre Wirk-
stofffreisetzung als pH-insensitive Liposomen. Da siRNA erst nach Freisetzung aus
dem Trägersystem wirksam ist, kann daraus ein möglicher Vorteil pH-sensitiver
Liposomen als Transfektionsvermittler abgeleitet werden.
Im Allgemeinen wird als Ursache für das verbesserte Freisetzungsvermögen pH-

sensitiver Liposomen ein pH-abhängiger Verlust der vesikulären Struktur im Zu-
ge der intrazellulären Prozessierung postuliert (s. Kapitel 2.2.2). Auch andere
Autoren beobachteten ein verbessertes Freisetzungsvermögen von Liposomen aus
DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE im Vergleich zu pH-insensitiven PEGylierten Liposo-
men. Sie stellten allerdings fest, dass dieses nicht auf einer pH-abhängigen Destabilisie-
rung beruhen kann, da Liposomen aus DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE im Gegensatz
zu nicht-PEGylierten Liposomen aus DOPE/CHEMS kaum pH-Sensitivität auf-
wiesen. Daher wird angenommen, dass weitaus komplexere Mechanismen als der
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Abb. 4.7.: Intrazelluläre 6-CF-Freisetzung aus pH-sensitiven Liposomen. Die
Messung der intrazellulären Farbstofffreigabe aus pH-sensitiven (grau) bzw. pH-insensitiven
Liposomen (weiß) erfolgte durchflusszytometrisch nach 60 bzw. 120minütiger Inkubation
von bEnd.3-Zellen mit den entsprechenden Liposomen bei 37 �C.
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Abb. 4.8.: VCAM-1-Knockdown durch Transfektion von bEnd.3-Zellen mit
VCAM-siRNA. Die Transfektion von bEnd.3-Zellen mit VCAM-siRNA erfolgte mittels
HiPerFect. Nach 48 h wurden die Zellen mit fluoreszierendem α-VCAM-Antikörper markiert
und am Durchflusszytometer vermessen. Die Ansätze (2) – (6) wurden 18 h zuvor mit
TNF-α (50 ng/mL) stimuliert. Die angegebenen Konzentrationen bezeichnen die siRNA-
Konzentration im Zellkulturüberstand. (1) unstimulierte Zellen; (2) stimulierte Zellen;
stimulierte Zellen mit (3) HiPerFect, (4) HiPerFect-siRNA 10 nM, (5) HiPerFect-siRNA
25 nM, (6) HiPerFect-siRNA 50 nM.
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4.2. Liposomale Transfektion von VCAM-siRNA

alleinige pH-abhängige Strukturverlust für die gesteigerte intrazelluläre Freisetzung
pH-sensitiver Liposomen verantwortlich sind [132, 312, 313].

Der Einfachheit halber soll im Folgenden die Bezeichnung „pH-sensitive Liposomen“
für Liposomen aus DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE beibehalten werden.

4.2.4. Transfektion von bEnd.3-Zellen mit (liposomaler)
VCAM-siRNA

siRNA-basierte Expressionshemmung von endothelialem VCAM-1

Um das Knockdown-Potential der zur Verfügung stehenden Mischung aus vier
verschiedenen VCAM-siRNA (Sequenzen s. Tabelle 3.6) zu überprüfen, wurde die-
se zunächst mithilfe des kommerziellen Transfektionsmittels HiPerFect in bEnd.3-
Endothelzellen eingebracht.

Wie Abbildung 4.8 zu entnehmen ist, bewirkte die Transfektion mit VCAM-siRNA
eine signifikante Reduktion von VCAM-1 auf der Oberfläche stimulierter bEnd.3-
Zellen. Die VCAM-Rezeptordichte konnte konzentrationsabhängig bis auf ca. 50%
des Ausgangswertes gesenkt werden. Da reines Transfektionsreagenz keinen Einfluss
auf die VCAM-Expression der Zellen ausübte, kann von einem siRNA-spezifischen
Effekt ausgegangen werden.

Transfektion von bEnd.3-Zellen mit siRNA-Liposomen

Im nächsten Schritt wurde die Eignung der liposomalen Gentransfersysteme zur
Transfektion von VCAM-siRNA in bEnd.3-Zellen geprüft. Als Positivkontrolle wurde
VCAM-siRNA mittels HiPerFect in bEnd.3-Zellen transfiziert. Als Negativkontrolle
dienten siRNA-freie Liposomen (Leerliposomen).

Wie in Abbildung 4.9 (A) dargestellt, waren pH-insensitive siRNA-Liposomen nicht
in der Lage, die VCAM-Expression auf bEnd.3-Zellen herunterzuregulieren, sondern
führten zum Teil sogar zu gesteigerten Expressionsraten. Auch niedrige Konzentra-
tionen pH-sensitiver siRNA-Liposomen (p� 10 – 25 nM liposomale siRNA) bewirkten
keine Reduktion der VCAM-Expression (s. Abbildung 4.9 (B)). Dagegen gelang durch
die Transfektion mit pH-sensitiven siRNA-Liposomen in hohen Konzentrationen (p�
50 – 100 nM liposomale siRNA) eine signifikante Senkung der VCAM-Molekülanzahl
auf der Zelloberfläche. Der durch pH-sensitive siRNA-Liposomen maximal erzielte
Effekt übertraf sogar das durch Transfektion mit HiPerFect erreichte Ausmaß der
VCAM-Reduktion. Allerdings führte auch die Inkubation mit einer vergleichbaren
Menge siRNA-freier Liposomen zu einer deutlich erniedrigten Rezeptordichte. Da
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Abb. 4.9.: Transfektion von bEnd.3-Zellen mit siRNA-Liposomen. VCAM-siRNA
wurde mittels pH-insensitiver Liposomen (POPC/Chol/mPEG-DSPE) bzw. mittels pH-
sensitiver Liposomen (DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE) in bEnd.3-Zellen transfiziert. Die
Bestimmung der VCAM-Expression erfolgte 48 h nach der Transfektion. Die Ansätze (2) –
(8) wurden 18 h vor der Vermessung mit TNF-α (50 ng/mL) stimuliert. Die angegebe-
nen Konzentrationen bezeichnen jeweils die Konzentration komplexierter bzw. liposomal
verkapselter siRNA im Zellkulturüberstand. (A) Transfektion mit pH-insensitiven
VCAM-siRNA-Liposomen. (B) Transfektion mit pH-sensitiven VCAM-siRNA-
Liposomen. (1) unstimulierte Zellen; (2) stimulierte Zellen; stimulierte Zellen transfiziert
mit (3) HiPerFect-siRNA 10nM, (4) Leerliposomen, (5) siRNA-Liposomen 10 nM, (6)
siRNA-Liposomen 25 nM, (7) siRNA-Liposomen 50 nM, (8) siRNA-Liposomen 100 nM.
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Abb. 4.10.: Zytotoxizität von Liposomen. bEnd.3-Zellen wurden für 48 h mit pH-
insensitiven bzw. pH-sensitiven Liposomen inkubiert. Die Bestimmung der Zytotoxi-
zität erfolgte mittels MTT-Assay. IC50 (POPC/Chol/mPEG-DSPE) = 13,3mM; IC50
(DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE) = 2,2mM.
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4.2. Liposomale Transfektion von VCAM-siRNA

bekannt ist, dass die Langzeitinkubation mit hohen Lipidkonzentrationen die Zell-
viabilität beeinflussen kann [314, 315], wurde als Ursache ein toxischer Effekt des
Transfektionsvehikels vermutet. Daher wurde die Zytotoxizität der verwendeten
Liposomen mittels MTT-Assay geprüft. Der ermittelte IC50-Wert betrug 13,3mM für
die pH-insensitive Lipidmischung bzw. 2,2mM für die pH-sensitive Lipidmischung
(s. Abbildung 4.10). Somit lagen die in diesen Versuchen maximal zur Transfektion
eingesetzten Lipidkonzentrationen (¤ 2,8mM für pH-insensitive Liposomen bzw.
¤ 2,4mM für pH-sensitive Liposomen) in einem Bereich, bei der pH-sensitive Lipo-
somen die Viabilität von bEnd.3-Zellen beeinträchtigen. Dies scheint eine gestörte
VCAM-Expression zur Folge zu haben.

Obwohl bestätigt werden konnte, dass die verwendete VCAM-siRNA-Mischung zur
posttranskriptionellen Genausschaltung von VCAM-1 in bEnd.3-Zellen geeignet ist
(s. Kapitel 4.2.4), wurde durch Liposomen als siRNA-Trägersystem keine siRNA-
spezifische VCAM-Reduktion erreicht. Mehrere Erklärungen kommen als Ursache
für die fehlende Transfektionsfähigkeit der liposomalen Formulierungen in Frage:

• Durch die liposomale Verkapselung mittels DAC wurde die Integrität und
damit die Wirksamkeit der VCAM-siRNA beeinträchtigt. Diese wurden hier
nicht explizit geprüft. Allerdings ist der Literatur zu entnehmen, dass die
Struktur der siRNA während der Dualen Asymmetrischen Zentrifugation nicht
beschädigt wird [250]. Auch eine Kontamination mit RNasen kann zu einer
Degradierung der siRNA führen. Aufgrund der getroffenen Vorsichtsmaßnahmen
(s. Kapitel 3.9.1) erscheint dies unwahrscheinlich, kann jedoch nicht vollständig
ausgeschlossen werden.

• Die verwendeten Liposomen sind zur Transfektion von bEnd.3-Endothelzellen
ungeeignet. Dies kann entweder in einer mangelnden zellulären Aufnahme
der Liposomen oder in einer unzureichenden intrazellulären Freisetzung der
liposomalen siRNA begründet sein:

– Auch wenn die Aufnahme von liposomaler siRNA in bEnd.3-Endothelzellen
gezeigt werden konnte, fiel diese im Vergleich mit der durch das kationische
Transfektionsreagenz HiPerFect erzielten siRNA-Aufnahme niedrig aus (s.
Kapitel 4.2.2). Daher ist eine zu geringe intrazelluläre siRNA-Anreicherung
eine mögliche Erklärung für die fehlende Wirkung. Die Transfektion
mit höheren Konzentrationen an siRNA-Liposomen war jedoch aufgrund
zelltoxischer Nebenwirkungen der Trägersysteme nicht möglich (s.o.).

95



4. Ergebnisse und Diskussion

– Als weitere Erklärung ist eine unzureichende intrazelluläre Freisetzung
der liposomalen siRNA denkbar. Im getesteten Modellsystem zur lipo-
somalen Wirkstofffreisetzung wurde der hydrophile Fluoreszenzfarbstoff
6-Carboxyfluorescein in Liposomen verkapselt. Dabei handelt es sich im
Gegensatz zu siRNA um eine niedermolekulare Substanz. Diese vermag
die umgebende Lipidhülle wesentlich leichter zu überwinden und führt
somit wahrscheinlich zu besseren Freisetzungsraten als liposomal einge-
schlossene Nukleinsäuren. Wird die siRNA nach der zellulären Aufnahme
nicht rechzeitig aus dem endosomalen Kompartiment freigesetzt, kommt
es in den Lysosomen zum enzymatischen Abbau und damit zu einem
Wirkverlust der siRNA (s. Kapitel 2.2.2).

4.3. Liposomale Transfektion von VCAM-shRNA

Wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben, führte die liposomale Transfektion von VCAM-
siRNA in bEnd.3-Zellen nicht zum gewünschten endothelialen VCAM-Knockdown.
Als mögliche Ursache wurde insbesondere eine zu geringe Konzentration der siRNA
am Wirkort diskutiert.

Außer siRNA können zur posttranskriptionellen Expressionshemmung auch shRNA-
kodierende Plasmide eingesetzt werden. Es wurde berichtet, dass diese im Vergleich
mit siRNA schon in geringeren Konzentrationen wirksam sind. So soll die Integration
von weniger als fünf Kopien eines shRNA-Plasmids in das Wirtsgenom ausreichen, um
eine posttranskriptionelle Ausschaltung des Zielproteins zu erreichen [95]. Daher sollte
ein Knockdown von endothelialem VCAM-1 im Folgenden durch die Transfektion mit
liposomal verkapselten VCAM-shRNA-kodierenden Plasmiden anstelle von siRNA
erreicht werden.

4.3.1. shRNA-basierte Expressionshemmung von endothelialem
VCAM-1

Für die posttranskriptionelle Genausschaltung von VCAM-1 standen fünf Plasmide
zur Verfügung, die jeweils für eine andere gegen murines VCAM-1 gerichtete shRNA
kodierten (Sequenzen s. Tabelle 3.7). Da verschiedene shRNA-Plasmide gegen das-
selbe Protein in Abhängigkeit von der gewählten Zelllinie unterschiedlich effizient
sein können, wurden zunächst alle fünf Klone mit Hilfe des Transfektionsreagen-
zes Fugene R© 6 in bEnd.3-Zellen transfiziert und diese nach 48 h hinsichtlich ihres
VCAM-Expressionsniveaus untersucht.
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4.3. Liposomale Transfektion von VCAM-shRNA

Im Vergleich zu stimulierten Zellen waren nur die Klone 1 und 3 in der Lage, die
Zahl der VCAM-Moleküle auf der Zelloberfläche signifikant herunterzuregulieren (s.
Abbildung 4.11). Während Klon 4 und 5 die VCAM-Rezeptordichte nicht beeinfluss-
ten, führte die Transfektion mit Klon 2 sogar zu einer erhöhten VCAM-Expression.
Da sich Klon 1 im Gegensatz zu Klon 3 außer durch sein Knockdown-Potential auch
durch gute Ausbeuten bei der Isolierung aus E. coli (s. Kapitel 3.9.2) auszeichnete,
wurde Klon 1 für Herstellung Plasmid-haltiger Liposomen ausgewählt.
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Abb. 4.11.: VCAM-Knockdown durch Transfektion von bEnd.3-Zellen mit
VCAM-shRNA. Die Bestimmung der VCAM-1-Expression erfolgte durchflusszytome-
trisch 48 h nach der Transfektion durch Markierung der Zellen mit einem fluoreszierenden
α-VCAM-Antikörper. 18 h vor Versuchsdurchführung wurden die Ansätze (2) – (7) mit
TNF-α (50 ng{mL) stimuliert. (1) Wildtyp-Zellen (unstimuliert); (2) Wildtyp-Zellen (sti-
muliert); mit (3) VCAM-shRNA Klon 1, (4) VCAM-shRNA Klon 2, (5) VCAM-shRNA
Klon 3, (6) VCAM-shRNA Klon 4 bzw. (7) VCAM-shRNA Klon 5 transfizierte Zellen
(stimuliert).

4.3.2. Herstellung Plasmid-haltiger Liposomen

Die Herstellung Plasmid-haltiger Liposomen sollte durch Duale Asymmetrische
Zentrifugation (DAC) erfolgen, da diese Methode bei der Verkapselung von siRNA
zu hohen Einschlussraten führte (s. Kapitel 4.2.1). Dieses Verfahren wurde für
die Präparation siRNA-haltiger Liposomen optimiert [250] und ist zur Herstellung
Plasmid-haltiger Liposomen in der Literatur bisher nicht beschrieben. Daher musste
zunächst die Eignung dieser Methode für den liposomalen Einschluss von Plasmiden
festgestellt werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Tab. 4.2.: Partikelgröße/-größenverteilung Plasmid-haltiger Liposomen. (A)
Herstellung mittels DAC. (B) Herstellung mittels Hydratationsmethode. Angegeben ist
jeweils der Durchmesser sowie der Polydispersitätsindex als MW� SD.

(A)

PBS GFP shRNA

POPC/Chol/mPEG-DSPE 79� 11 nm 78� 9 nm 100� 12 nm
0,27� 0,03 0,27� 0,04 0,22� 0,02

DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE 81� 9 nm 90� 8 nm 72� 7 nm
0,23� 0,04 0,23� 0,06 0,27� 0,03

(B)

PBS GFP shRNA

POPC/Chol/mPEG-DSPE 110� 13 nm 121� 10 nm nb.0,10� 0,03 0,08� 0,04

DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE 119� 9 nm 128� 8 nm nb.0,11� 0,05 0,12� 0,08
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Abb. 4.12.: Plasmideinschluss in Liposomen. (A) Quantifizierung mittels Pico-
GreenR©-Assay. GFP- (weiß bzw. weiß/gestreift) oder VCAM-shRNA-kodierende Plas-
mide (grau/gestreift) wurden mittels Hydratationsmethode bzw. DAC in Liposomen
eingeschlossen. Als Lipidmischung wurde POPC/Chol/mPEG-DSPE (pH-insensitiv) oder
DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE (pH-sensitiv) verwendet. (B) Nachweis mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Die aufgetragenen Liposomen wurden mittels DAC hergestellt. (1)
Größenstandard; (2) Plasmid; (3) pH-insensitive Plasmid-Liposomen; (4) pH-sensitive
Plasmid-Liposomen. (a) Liposomal verkapselte DNA; (b) freie DNA in offen-zirkulärer
Konformation; (c) freie DNA in superhelikaler Konformation.
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4.3. Liposomale Transfektion von VCAM-shRNA

Partikelgröße und -homogenität

Wie Tabelle 4.2 zu entnehmen ist, wurden sowohl bei der Liposomenherstellung
mittels DAC als auch mittels Hydratationsmethode kleine homogene Partikel erhalten.
Der Einschluss von GFP- bzw. VCAM-shRNA-kodierenden Plasmiden anstelle von
Puffer hatte dabei keinen Einfluss auf die Größe oder Homogenität. Im Vergleich
zur Hydratationsmethode lieferte die DAC Liposomen mit geringerem Durchmesser
(� 80 nm vs. � 120 nm). Allerdings zeigten die durch das Hydratationsverfahren
hergestellten Präparationen eine homogenere Größenverteilung (Polydispersitätsindex
(PI) � 0,1 vs. � 0,2). Somit waren die Partikelgrößen und Polydispersitätsindices
von Plasmid-haltigen Liposomen vergleichbar mit denen von siRNA-Liposomen (s.
Kapitel 4.2.1).

Plasmideinschluss

Mittels Hydratationstechnik hergestellte Liposomen zeigten erwartungsgemäß nur
geringe Plasmid-Einschlussraten von unter 10% (s. Abbildung 4.12 (A)). Dagegen
wurden durch die DAC bis zu knapp 60% der eingesetzten Plasmide liposomal ver-
kapselt. Aufgrund der verwendeten Methode zur DNA-Quantifizierung (s. Kapitel
3.3.5) kann dabei von einer vollständigen Ummantelung der Plasmide durch die
Lipidhülle ausgegangen werden. Die Wahl des Plasmids (GFP bzw. VCAM-shRNA)
zeigte keinen Einfluss auf die Beladungseffizienz. Die eingesetzte Lipidmischung
wirkte sich dagegen deutlich auf das Ergebnis aus: Während in pH-sensitive Liposo-
men aus DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE die Verkapselung von durchschnittlich 54%
der eingesetzten DNA gelang, konnten bei Verwendung der pH-insensitiven Lipide
POPC/Chol/mPEG-DSPE nur niedrige Einschlussraten um 10% erzielt werden.
Bei Verwendung einer Plasmid-Lösung der Konzentration 8µg/µL zur Herstellung
Plasmid-haltiger Liposomen mittels DAC ergeben sich aus den durchschnittlichen
Einschlussraten folgende Lipid:DNA-Verhältnisse: 0,9µg/µmol für pH-insensitive
Liposomen bzw. 5,3µg/µmol für pH-sensitive Liposomen.

Die Beladung der Liposomen erfolgt bei der DAC durch einen passiven Einschluss
des Dispersionsmittels. Daher war die unterschiedliche Einschlusseffizienz der beiden
Lipidmischungen bei gleicher Vorgehensweise nicht zu erwarten. Allenfalls anionische
Zusätze wie CHEMS können eine elektrostatische Abstoßung der negativ geladenen
Plasmide und damit verringerte Beladungsraten verursachen. Dennoch war die anio-
nische pH-sensitive Mischung der neutralen pH-insensitiven Mischung bezüglich des
Plasmideinschlusses überlegen. Mögliche methodische Fehler bei der hier verwendeten
DNA-Bestimmung mittels PicoGreen R© sollten ausgeschlossen werden, indem der Plas-
mideinschluss zusätzlich gelelektrophoretisch untersucht wurde. Wie aus Abbildung
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.12 (B) hervorgeht, bestätigte das erhaltene Gel die Ergebnisse der fluorimetrischen
Messung. Im Gegensatz zu Proben pH-insensitiver Plasmid-Liposomen verblieben
von pH-sensitiven Plasmid-Liposomen große DNA-Mengen in den Einfülltaschen des
Gels. Dies weist auf die liposomale Verkapselung des Plasmids hin [316].

Um die hier beobachteten Unterschiede in der Einschlusseffizienz der beiden Lipid-
zusammensetzungen erklären zu können, erscheint die systematische Untersuchung
weiterer Lipidmischungen sinnvoll.

Integrität und Funktionalität der liposomal eingeschlossenen Plasmide

Im Vergleich zu siRNA ist Plasmid-DNA aufgrund ihrer Größe und superhelikalen
Konformation anfälliger gegenüber mechanischer Belastung. Da bei der DAC hohe
Scherkräfte auf die Probe einwirken, ist eine Beschädigung des zu verkapselnden
Plasmids während der Liposomenherstellung möglich. Dabei ist die Entstehung kurzer
linearer DNA-Bruchstücke denkbar, wahrscheinlicher ist allerdings der Verlust der su-
perhelikalen Konformation zugunsten anderer Isomere. Dieser ist jedoch ausreichend,
um die biologische Aktivität der DNA zu beeinträchtigen [317].

Um die Integrität der liposomal eingeschlossenen Plasmide zu überprüfen, wurden
diese durch das Extraktionsverfahren nach Bligh&Dyer isoliert und mittels Agarose-
Gelelektrophorese analysiert. Da die Größe eines Moleküls nicht nur von seinem
Molekulargewicht, sondern auch von seiner Geometrie abhängt, können mithilfe
von Agarosegelen auch Plasmide mit der gleichen Sequenz aber unterschiedlicher
Konformation voneinander getrennt werden. So ist das gleiche DNA-Molekül in
superhelikaler Form dichter gepackt und scheinbar kleiner als in der offen-zirkulären
oder linearisierten Form und wandert somit schneller durch das Agarosegel. Um durch
das Extraktionsverfahren bedingte Konformationsänderungen offenzulegen, wurde
jeweils eine Probe mit reinem Plasmid analog zu den Plasmid-haltigen Liposomen
behandelt.

Wie aus Abbildung 4.13 (A) hervorgeht, wurde die Konformation der eingesetzten
Plasmid-DNA während der DAC nicht verändert. Die mittels Bligh&Dyer-Verfahren
isolierten Plasmide aus pH-insensitiven und pH-sensitiven Liposomen wiesen das
gleiche Verhältnis der superhelikalen zur offen-zirkulären Form auf wie die nicht-
liposomalen DNA-Proben. Im Vergleich zu unbehandelten Plasmiden war der Anteil
an offen-zirkulären Molekülen bei den extrahierten Proben allenfalls leicht erhöht.
Dies kann auf das angewendete Bligh&Dyer-Verfahren zurückzuführen sein. Die
in den Einfülltaschen erkennbaren Banden der Proben pH-sensitiver Liposomen
weisen darauf hin, dass die Lipidabtrennung unvollständig vollzogen wurde. Dies
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Abb. 4.13.: Integrität liposomal eingeschlossener Plasmide. (A) Untersuchung
der Struktur. Die liposomal eingeschlossenen Plasmide wurden mittels Bligh&Dyer-
Extraktion isoliert und durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. (1) Größenstandard;
(2) Plasmid; durch Bligh&Dyer-Extraktion isoliertes (3) Plasmid, (4) Plasmid aus
pH-insensitiven Liposomen, (5) Plasmid aus pH-sensitiven Liposomen. (a) Liposomal
verkapselte DNA; (b) freie DNA in offen-zirkulärer Konformation; (c) freie DNA in
superhelikaler Konformation. (B) Untersuchung der Funktionalität. Die liposomal
eingeschlossenen GFP-Plasmide wurden durch Bligh&Dyer-Extraktion isoliert und mithilfe
des kommerziellen Transfektionsreagenzes Fugene R© 6 in bEnd.3-Zellen transfiziert. Nach
48 h wurde die GFP-Expression am Durchflusszytometer bestimmt. (1) Plasmid, (2) durch
Bligh&Dyer-Extraktion isoliertes Plasmid, (3) durch Bligh&Dyer-Extraktion isoliertes
Plasmid aus pH-insensitiven Liposomen, (4) durch Bligh&Dyer-Extraktion isoliertes
Plasmid aus pH-sensitiven Liposomen.
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hätte möglicherweise durch eine wiederholte Extraktionsprozedur vermieden werden
können.
Auch wenn der Strukturerhalt der Plasmide während des Herstellungsverfahrens

auf die Funktionalität der verkapselten Plasmide hindeutete, sollte diese an einem
zellulären System sichergestellt werden. Dazu wurden die in pH-insensitive bzw.
pH-sensitive Liposomen eingeschlossenen GFP-Plasmide im Bligh&Dyer-Verfahren
extrahiert und mithilfe des kommerziellen Transfektionsreagenzes Fugene R© 6 in
bEnd.3-Zellen transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen hinsicht-
lich ihrer GFP-Expression analysiert. Dabei zeigten Plasmide aus pH-insensitiven
und pH-sensitiven Liposomen ebenso hohe Expressionsraten wie freies Plasmid, das
ebenfalls einer Bligh&Dyer-Extraktion unterzogen wurde (s. Abbildung 4.13 (B)).
Daher ist anzunehmen, dass die Funktionalität der Plasmide während der DAC
vollständig erhalten bleibt. Allerdings wurde die Transfektionsfähigkeit der Plasmide
durch Anwendung des Bligh&Dyer-Verfahrens erheblich beeinträchtigt. Dies macht
der Vergleich von unbehandeltem Plasmid mit extrahiertem Plasmid deutlich.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die DAC eine geeignete Methode
für den liposomalen Einschluss von Plasmid-DNA darstellt. Die resultierenden Lipo-
somen wiesen geringe Partikelgrößen bei einer homogenen Größenverteilung auf. Bei
Verwendung der pH-sensitiven Lipidmischung aus DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE
führte die DAC zu Plasmid-Einschlussraten von über 50% und war somit anderen
Herstellungstechniken überlegen, sofern dort ebenfalls keine kationischen Lipide bei-
gemischt wurden [318]. Im direkten Vergleich zeigten mittels Hydratationsmethode
hergestellte Liposomen eine Einschlusseffizienz von unter 10%. Weiterhin konnte
sichergestellt werden, dass die DAC weder die strukturellen noch die funktiona-
len Eigenschaften der Plasmid-DNA beeinträchtigt, die Voraussetzungen für eine
erfolgreiche Transfektion sind.

4.3.3. Transfektion von bEnd.3-Zellen mit Plasmid-Liposomen

Zur Untersuchung des Transfektionspotentials wurden bEnd.3-Endothelzellen mit
den verschiedenen Plasmid-Liposomen inkubiert und nach 48 h hinsichtlich ihrer
GFP- bzw. VCAM-1-Expression analysiert.
Zunächst soll die in Abbildung 4.14 (A) dargestellte Transfektion von bEnd.3-

Zellen mit pH-insensitiven Liposomen aus POPC/Chol/mPEG-DSPE betrachtet
werden. Während mit Fugene R© 6-Komplex transfizierte Zellen große Mengen GFP
exprimierten, führte die Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen GFP-
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Abb. 4.14.: Transfektion von bEnd.3-Zellen mit Plasmid-Liposomen. (A) Trans-
fektion mit pH-insensitiven Liposomen. (B) Transfektion mit pH-sensitiven
Liposomen. Die Expressionsanalyse erfolgte jeweils 48 h nach der Transfektion mittels
Durchflusszytometrie. Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich jeweils auf die
Konzentrationen der komplexierten oder liposomal verkapselten Plasmide im Zellkul-
turüberstand. linke Spalte: Transfektion von GFP-Plasmid. (1) Fugene R© 6; (2)
Plasmid-Fugene R© 6 (1,0µg/mL); (3) Leerliposomen; (4) Plasmid-Liposomen (1,0µg/mL);
(5) Plasmid-Liposomen (2,5µg/mL); (6) Plasmid-Liposomen (5,0µg/mL); (7) Plasmid-
Liposomen (10,0µg/mL). rechte Spalte: Transfektion von VCAM-shRNA. Zur
Bestimmung der VCAM-Expression wurden die Zellen mit fluoreszierenden Antikörpern
markiert. (1) unstimulierte Zellen; (2) stimulierte Zellen; stimulierte Zellen mit (3)
Fugene R© 6, (4) Plasmid-Fugene R© 6 (1,0µg/mL), (5) Leerliposomen äquivalent zu (6),
(6) Plasmid-Liposomen (2,5µg/mL), (7) Leerliposomen äquivalent zu (8), (8) Plasmid-
Liposomen (5,0µg/mL), (9) Leerliposomen äquivalent zu (10), (10) Plasmid-Liposomen
(10,0µg/mL).
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Plasmid-haltiger Liposomen zu keiner relevanten GFP-Expression (s. Abbildung
links). Auch die liposomale Transfektion von VCAM-shRNA blieb ohne Erfolg (s.
Abbildung rechts): Im Gegensatz zu Fugene R© 6-Komplexen vermochte liposomal
transfizierte VCAM-shRNA die VCAM-Expression in stimulierten bEnd.3-Zellen
nicht herunterzuregulieren. Die reinen Transfektionsreagenzien (Fugene R© 6 bzw.
Leerliposomen) blieben jeweils ohne Einfluss auf die Expressionsraten.

Obwohl sich pH-sensitive Liposomen im Vergleich zu pH-insensitiven Liposomen
durch eine verbesserte intrazelluläre Freisetzung des eingeschlossenen Inhalts aus-
zeichnen (s. Kapitel 4.2.3) und zur Transfektion höhere Plasmidkonzentrationen
eingesetzt wurden, blieb die Expression von GFP-Plasmid auch nach Transfektion
mit DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE-Liposomen aus (s. Abbildung 4.14 (B), links).
Auch die Inkubation der Zellen mit einer niedrigen Konzentration pH-sensitiver
VCAM-shRNA-Liposomen (p� 5,0µg liposomales Plasmid/mL Zellkulturüberstand)
blieb ohne Wirkung (s. Abbildung rechts). Dagegen zeigte die höchste Konzentra-
tion pH-sensitiver VCAM-shRNA-Liposomen (p� 10,0µg liposomales Plasmid/mL
Zellkulturüberstand) einen deutlichen Effekt auf die VCAM-Expression von bEnd.3-
Zellen: Diese war im Vergleich mit stimulierten Zellen signifikant herunterreguliert
und entsprach der durch VCAM-shRNA-Fugene R© 6 erzielten Expressionshemmung.
Allerdings führte auch eine entsprechende Menge Plasmid-freier Leerliposomen zu
ähnlich erniedrigten VCAM-Expressionsraten. Analoge Beobachtungen waren bei der
Transfektion mit siRNA-haltigen Liposomen gemacht worden; als Ursache wurde eine
zelltoxische Wirkung hoher Konzentrationen der liposomalen Trägersyteme gefunden
(s. Kapitel 4.2.4). Auch hier wurden maximale Mengen pH-sensitiver Liposomen zur
Transfektion eingesetzt (¤ 2,1mM), die etwa dem IC50-Wert pH-sensitiver Liposomen
von 2,2mM entsprachen.

Liposomen waren auch nach Austausch von VCAM-siRNA gegen VCAM-shRNA nicht
in der Lage, als Gentransfersystem die VCAM-Expression in bEnd.3-Endothelzellen
posttranskriptional herunterzuregulieren. Da gezeigt werden konnte, dass bEnd.3-
Zellen zur Expression der verwendeten Plasmide befähigt und die eingeschlossenen
Nukleinsäuren funktionstüchtig sind, muss das Ausbleiben der Transfektion auf die
liposomalen Vehikel zurückgeführt werden. In Kapitel 4.2.4 wurde diskutiert, dass
eine zu geringe zelluläre Aufnahme der Liposomen oder ungenügende intrazellulä-
re Freisetzung der Nukleinsäuren als Ursachen für die mangelnde Wirksamkeit in
Betracht zu ziehen sind. Eine Möglichkeit zur Verbesserung der intrazellullären Plas-
midanreicherung stellt die Inkubation der Zellen mit höheren Plasmidkonzentrationen
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dar. Eine Erhöhung der Plasmidmenge ging jedoch mit steigenden Lipidmengen
einher, so dass dieser Ansatz aufgrund zelltoxischer Effekte der Lipide nur bedingt
umsetzbar war. Um dieses Problem zu umgehen, müssten Präparationen mit einem
verbesserten Plasmid:Lipid-Verhältnis angewendet werden.

Das Ausbleiben der Transfektion kann hier auch durch einen mangelnden Transport
über die Kernmembran bedingt sein, da shRNA-kodierende Plasmide im Gegensatz
zu siRNA zur Transkription in den Zellkern aufgenommen werden müssen. Eventuell
war die Inkubationszeit von 48 h zu kurz gewählt, um die intrazelluläre Prozessierung
der liposomal verkapselten Plasmide zu gewährleisten. Allerdings konnte auch nach
72 h keine Transfektion verzeichnet werden.

In der Literatur wird die Eignung von neutralen/anionischen Liposomen als Gen-
transfersystem zur Vermittlung von RNA-Interferenzen kontrovers diskutiert. Eine
Untersuchung sterisch stabilisierter Liposomen mit anionischer Nettoladung zur
Transfektion von siRNA in vitro bestätigte die hier gezeigten Ergebnisse: Obwohl
sich die Liposomen konzentrationsabhängig in den Zellen anreicherten, wurde keine
siRNA-vermittelte Expressionshemmung des Zielproteins festgestellt [264]. Die Auto-
ren führen dies auf eine mangelnde Freisetzung der Liposomen aus dem endosomalen
Kompartiment zurück. Zu vergleichbaren Resultaten gelangte auch eine weitere
Studie, in der neutrale PEGylierte Immunoliposomen als Transfektionssystem einge-
setzt wurden [175]. Im Gegensatz dazu konnte in mehreren Arbeiten das Potential
von neutralen Dioleoylphosphatidylcholin (DOPC)-Liposomen zur Vermittlung von
RNA-Interferenz belegt werden. So reduzierte die intravenöse oder intraperitoneale
Gabe liposomaler siRNA gegen EphA2-Tyrosinkinaserezeptor, fokale Adhäsionskinase
(FAK), Interleukin-8 bzw. Thrombinrezeptor das Tumorwachstum in vivo [266–271].
Allerdings wurde bei diesen Liposomen auf den Zusatz PEGylierter Lipide verzichtet.
Hierdurch kann eine verbesserte zelluläre Aufnahme der siRNA-Liposomen und somit
ein verbessertes Transfektionsergebnis erreicht werden [311]. In einer anderen Arbeit
sollte eine posttranskripionelle Genausschaltung des AML1/MTG8-Fusionsproteins
in verschiedenen CD33+-Tumorzelllinien unter Verwendung neutraler PEGylierter
siRNA-Liposomen bewirkt werden [260]. Die Reduktion des Zielproteins gelang jedoch
nur nach Kopplung von α-CD33-Antikörperfragmenten an die Liposomenoberfläche.
Dies führte zu einer gesteigerten zellulären Aufnahme der siRNA-haltigen Liposomen.

An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass insbesondere Endothelzellen als schwer
transfizierbar gelten [319]. Dies beruht auf ihrer physiologischen Barrierefunktion,
die mit einem streng kontrollierten Stoffaustausch einhergeht. Viele Lipid-basierte
Gentransfersysteme zeigen daher bei der Transfektion von Endothelzellen schlech-
tere Resultate als bei der Transfektion anderer Zelltypen [319, 320]. Insofern kann
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das mangelnde Transfektionspotential der hier verwendeten Liposomen auch ein
Endothelzell-spezifisches Problem darstellen.

4.4. SPLP als Gentransfersystem

Wie in den vorhergehenden Kapiteln erläutert, waren neutrale bzw. anionische sterisch
stabilisierte Liposomen zur Transfektion von Endothelzellen nicht geeignet, obwohl
mithilfe der DAC ausgezeichnete Nukleinsäure-Einschlusseffizienzen erreicht wur-
den. Auch andere Autoren schreiben nicht-kationischen PEGylierten Liposomen ein
unzureichendes Potential für einen endothelialen Gentransfer zu und führen dies ent-
weder auf eine unzureichende Aufnahme [321] oder auf eine ungenügende endosomale
Freisetzung der Liposomen zurück [175, 264]. Interessanterweise konnte im direkten
Vergleich gezeigt werden, dass kationische Liposomen im Gegensatz zu neutralen
Liposomen eine erfolgreiche Transfektion des Endothels vermitteln [175]. Eine Reihe
weiterer Publikationen belegt, dass Endothelzellen durch kationische Liposomen
bzw. Lipoplexe transfiziert werden können [322–326]. Daher scheint eine kationische
Ladung des Lipid-basierten Gentransfersystems eine wichtige Voraussetzung für eine
erfolgreiche Transfektion von Endothelzellen zu sein.
Allerdings ist bei Verwendung kationischer Liposomen/ Lipoplexe mit erhöhter

Toxizität sowie unzureichenden Zirkulationshalbwertszeiten nach systemischer Appli-
kation zu rechnen (s. Kapitel 2.3.1). Auch die in Kapitel 2.3.3 vorgestellten stabilized
plasmid-lipid particles (SPLP) enthalten einen geringen Anteil an kationischen Lipi-
den. Deren Ladung wird jedoch durch PEGylierte Lipide nach außen ausreichend
abgeschirmt. Dadurch wird ein kationisches Transfektionssystem erhalten, das der
Forderung nach Serumstabilität gerecht wird.

Im folgenden Kapitel wurde die Transfektion von Endothelzellen mittels SPLP
untersucht. Dazu wurden GFP-Plasmid-haltige SPLP hergestellt und deren Trans-
fektionspotential an bEnd.3-Zellen geprüft. Zur Verbesserung des Transfektionsver-
mögens sollten SPLP mit pH-sensitiven Eigenschaften versehen werden. Weiterhin
wurden SPLP für einen Endothel-spezifischen Gentransfer entwickelt, indem ein
gegen Endoglin gerichtetes Antikörperfragment an die Oberfläche gekoppelt wurde.
Die erhaltenen Immuno-SPLP wurden bezüglich spezifischer Bindung, zellulärer Auf-
nahme und Transfektionspotential an bEnd.3-Zellen getestet. Anschließend wurden
SPLP für einen shRNA-Plasmid-vermittelten VCAM-Knockdown in bEnd.3-Zellen
angewendet.
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4.4.1. Herstellung von SPLP mittels Detergenz-Dialyse

Die Herstellung von SPLP erfolgte mittels Detergenz-Dialyse-Methode. Zur Stabili-
sierung wurde der Lipidmischung ein PEG-Ceramid mit kurzer Oktanoylseitenkette
(PEG-CerC8) zugesetzt. Dieses vermittelt gute Transfektionsraten in vitro und kann
für systemische Applikationen leicht durch ein längerkettiges Derivat substituiert
werden (s. Kapitel 2.3.3). Als kationische Lipide wurden entweder DOTMA oder
DOTAP verwendet.
Wie in Kapitel 2.3.3 erläutert, ist der Anteil des kationischen Lipids kritisch für

die SPLP-Herstellung und muss für jedes kationische Lipid individuell bestimmt
werden. Die optimale Konzentration für DOTMA ist der Literatur zu entnehmen
und liegt bei 7mol% [278]. Zur Optimierung von DOTAP-haltigen SPLP wurden
Präparationen mit verschiedenen Anteilen des kationischen Lipids hergestellt und ihr
Plasmid-Einschlussvermögen mittels PicoGreen R©-Assay ermittelt. Abbildung 4.15
zeigt, dass 6mol% DOTAP zu optimalen Einschlussraten führen.
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Abb. 4.15.: Plasmideinschluss in DOTAP-SPLP. Der Plasmideinschluss wurde mit-
tels PicoGreen R©-Assay bestimmt. Die verwendeten Lipidmischungen bestanden aus 90 –
xmol% DOPE, 10mol% PEG-CerC8 und xmol% DOTAP.

Die Bestimmung der Partikelgröße/-größenverteilung sowie des prozentualen Plas-
mideinschlusses der verwendeten SPLP ergab vergleichbare Werte bei Verwendung
der kationischen Lipide DOTAP bzw. DOTMA (s. Tabelle 4.3). Für beide Lipidmi-
schungen wurden kleine Partikeldurchmesser von unter 120 nm erhalten. Allerdings
deuten die Polydispersitätsindices von ca. 0,5 – 0,6 auf eine relativ heterogene
Größenverteilung der Präparationen hin. Dies ist auf das Vorhandensein von zwei
unterschiedlich großen Populationen zurückzuführen: Während ungefüllte SPLP
einen kleineren Durchmesser aufweisen, führt der Einschluss von Plasmid zu einer
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Zunahme der Partikelgröße. Jede Population für sich genommen ist jedoch durch
eine enge Partikelgrößenverteilung gekennzeichnet [273].

Sowohl DOTMA-SPLP als auch DOTAP-SPLP zeigten hohe Plasmid-Einschluss-
raten von ca. 60 – 70%. Bei der Herstellung von SPLP aus 10µmol Lipiden unter
Zusatz von 200µg Plasmid-DNA kann daraus ein Plasmid:Lipid-Verhältnis von ca.
12 – 14µg/µmol abgeleitet werden.

Tab. 4.3.: Partikelgröße/-größenverteilung und Plasmideinschluss von SPLP.
Angegeben ist jeweils der Durchmesser und der Polydispersitätsindex (PI) bzw.
der Plasmideinschluss als MW�SD. DOTMA-SPLP enthielten DOPE/PEG-
CerC8/DOTMA(83:10:7 [mol%]). DOTAP-SPLP enthielten DOPE/PEG-CerC8/DOTAP
(84:10:6 [mol%]).

Partikelgröße/ PlasmideinschlussPI

DOTMA-SPLP 118� 7 nm 59� 3%0,57� 0,04

DOTAP-SPLP 116� 9 nm 69� 10%0,47� 0,13

1       2        3       4       5  

a

b
c

kbp

21,2

5,0
3,5
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Abb. 4.16.: Integrität von SPLP-verkapselten Plasmiden. Die in DOTAP-SPLP
eingeschlossenen GFP-Plasmide wurden mittels Bligh&Dyer-Extraktion isoliert und durch
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. (1) Größenstandard; (2) unbehandeltes Plasmid;
(3) unbehandelte SPLP; durch Bligh&Dyer-Extraktion isoliertes (4) Plasmid bzw. (5)
Plasmid aus SPLP. (a) Verkapselte DNA; (b) freie DNA in offen-zirkulärer Konformation;
(c) freie DNA in superhelikaler Konformation.

Um die Integrität der in SPLP eingeschlossenen Plasmid-DNA zu überprüfen,
wurde diese durch das Extraktionsverfahren nach Bligh&Dyer isoliert und mittels
Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Abbildung 4.16 zeigt, dass mindestens 50%
der in SPLP eingeschlossenen Plasmide die gewünschte superhelikale Konformation
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aufwiesen. Im Vergleich mit freiem Plasmid war der Anteil superhelikaler Moleküle
allerdings zugunsten der offen-zirkulären Konformation verringert. Der Vergleich von
Plasmidproben vor und nach der Extraktion macht deutlich, dass der Strukturverlust
teilweise auf das Extraktionsverfahren zurückzuführen und somit nicht allein durch
die Dialyseprozedur bedingt ist.

4.4.2. Transfektion von bEnd.3-Zellen mit SPLP

Zur Prüfung des Transfektionspotentials von SPLP in Endothelzellen wurde GFP-
Plasmid als Reportergen in DOTMA- sowie DOTAP-SPLP eingeschlossen und für 24
bzw. 48 h auf bEnd.3-Zellen gegeben. Als Positivkontrolle wurde GFP-Plasmid mit-
hilfe von Lipoplexen in die Zellen eingebracht. Die Bestimmung der GFP-Expression
erfolgte mittels Durchflusszytometrie.

Während die Transfektion mit SPLP nach 24 h zu einer geringen GFP-Expression
in bEnd.3-Zellen führte, konnte nach 48 h sowohl mit DOTMA- als auch mit DOTAP-
SPLP eine deutliche Expression des Reportergens verzeichnet werden (s. Abbildung
4.17). Im Vergleich der beiden kationischen Lipide lieferte DOTAP in allen Konzentra-
tionen signifkant höhere Transfektionsraten. Daher wurden die weiteren Experimente
mit DOTAP-haltigen SPLP durchgeführt. Insgesamt wiesen SPLP jedoch ein um ca.
2{3 geringeres Transfektionspotential als Lipoplexe auf.
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Abb. 4.17.: Transfektion von bEnd.3-Zellen mit SPLP. DOTMA-SPLP enthielten
DOPE/PEG-CerC8/DOTMA (83:10:7 [mol%]). DOTAP-SPLP enthielten DOPE/PEG-
CerC8/DOTAP (84:10:6 [mol%]). Lipoplexe bestanden aus DC-Chol/DOPE (3:7 [m/m]).
Das eingeschlossene Plasmid kodierte GFP. (A) GFP-Expression nach 24 h. (B) GFP-
Expression nach 48 h.
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4.4.3. pH-sensitive SPLP

Um die Transfektionseigenschaften von SPLP zu verbessern, sollten diese mit einer
pH-sensitiven Lipidhülle ausgestattet werden. Durch eine pH-sensitive Lipidzusam-
mensetzung kann eine erhöhte intrazelluläre Plasmidfreisetzung und infolgedessen ein
verbessertes Transfektionsergebnis erzielt werden (s. Kapitel 2.2.2). Ein gesteigertes
Freisetzungsvermögen wurde für pH-sensitive Liposomen aus DOPE/CHEMS/mPEG-
DSPE in Kapitel 4.2.3 gezeigt. Zur Präparation pH-sensitiver SPLP wurde daher
der DOPE-Anteil der ursprünglichen Lipidmischung (DOPE/PEG-CerC8/DOTAP
(84:10:6 [mol%])) durch die pH-sensitive Mischung DOPE/CHEMS ersetzt (DOPE/
CHEMS/PEG-CerC8/DOTAP (50:34:10:6 [mol%])).
Wie Tabelle 4.4 zu entnehmen ist, resultierte die Verwendung der pH-sensitiven

Lipidmischung mit dem zuvor optimierten DOTAP-Anteil von 6mol% in kleinen
Partikeln mit homogener Größenverteilung. Jedoch konnte kein Plasmideinschluss
festgestellt werden. Als Ursache wird die Einführung einer negativen Ladung durch
das anionische Lipid CHEMS angenommen (Strukturformel s. Abbildung A.3): Dieses
konkurriert während der SPLP-Formierung mit der negativ geladenen Plasmid-DNA
um die Bindung an das kationische DOTAP und verdrängt das Plasmid aus den sich
bildenden Lipidpartikeln. Um die anionische Ladung von CHEMS zu kompensieren,
wurde der DOTAP-Anteil schrittweise erhöht. Bis zu einer neutralen Nettoladung
der pH-sensitiven Lipidmischung (� 25mol% DOTAP) wurden wiederum homogene
Präparationen mit kleinem Partikeldurchmesser erhalten. Jedoch zeigten auch diese
Formulierungen nicht den gewünschten Plasmideinschluss. Bei weiterer Anhebung der
DOTAP-Konzentration bis auf 40mol% wurde ein stetiger Anstieg der Partikelgröße
sowie der Polydispersität beobachtet. Gleichzeitig kam es zum Niederschlag großer
Lipidaggregate. Dies ist vermutlich auf eine ladungsinduzierte Quervernetzung der
stark kationischen Lipidintermediate durch die anionische DNA zurückzuführen.
Zur Abschirmung der negativen Ladung von CHEMS wurden dem Dialysierpuf-

fer Ca2+-Ionen (40mM) zugesetzt. Jedoch bildeten alle getesteten pH-sensitiven
Lipidmischungen mit einem DOTAP-Anteil von 9 – 40mol% heterogene Präpa-
rationen mit deutlichen Lipidpräzipitaten (s. Tabelle 4.5). Das vermeintlich gute
DNA-Einschlussvermögen beruht auf einer unspezifischen Einlagerung der Plasmide
innerhalb der Lipidaggregate.
Wie in Kapitel 2.3.3 erläutert, gelingt die Herstellung von SPLP mit bis zu

42,5mol% kationischem Lipid, wenn die Detergenz-Dialyse in Gegenwart hoher
Citrat- oder Phosphatsalzkonzentrationen durchgeführt wird. Dabei hängt die zur
Bildung von SPLP notwendige Ionenstärke des Puffers von der Menge des eingesetzten
kationischen Lipids ab. Zur Herstellung von pH-sensitiven SPLP mit höheren DOTAP-
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Tab. 4.4.: Herstellung pH-sensitiver SPLP mittels Detergenz-Dialyse gegen
HBS. Die verwendete Lipidmischung enthielt 0,6 � (90 – x)mol% DOPE, 0,4 � (90 – x)mol%
CHEMS, 10mol% PEG-CerC8, xmol% DOTAP. Die Bestimmung der Partikelgröße und
Polydispersität (PI) erfolgte mittels PCS. Zur Bestimmung des Plasmideinschlusses wurde
der PicoGreen R©-Assay verwendet.

DOTAP Netto- Größe PI Niederschlag Einschluss
[mol%] ladung [nm] sichtbar? [%]

40 + 161 0,49 + 2,0
39 + 164 0,58 + 2,4
38 + 159 0,57 + 1,6
37 + 170 0,57 + 2,1
36 + 166 0,63 + 2,0
35 + 152 0,59 + 1,6
30 + 129 0,15 + -
25 0 121 0,15 - -
20 - 107 0,22 - -
15 - 116� 21 0,22� 0,18 - -
12 - 122 0,13 - -
10 - 103� 10 0,24� 0,17 - -
9 - 94� 9 0,29� 0,10 - -
7 - 96� 9 0,27� 0,13 - -
6 - 93� 7 0,25� 0,12 - -

Tab. 4.5.: Herstellung pH-sensitiver SPLP mittels Detergenz-Dialyse gegen
Calciumpuffer. Die verwendete Lipidmischung enthielt 0,6 � (90 – x)mol% DOPE,
0,4 � (90 – x)mol% CHEMS, 10mol% PEG-CerC8, xmol% DOTAP. Die Bestimmung
der Partikelgröße und Polydispersität (PI) erfolgte mittels PCS. Zur Bestimmung des
Plasmideinschlusses wurde der PicoGreen R©-Assay verwendet.

DOTAP Netto- Größe PI Niederschlag Einschluss
[mol%] ladung [nm] sichtbar? [%]

40 + 200 0,61 + 43,0
36 + 178 0,69 + 76,0
30 + 149 0,43 + 61,0
20 - 142 0,45 + -
9 - 126 0,45 + 5,0
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Konzentrationen wurde daher entweder Citratpuffer (60mM, 80mM, 100mM) oder
Phosphatpuffer (100mM, 150mM) als Dialysiermedium eingesetzt. Die Ergebnisse
sind in den Tabellen 4.6 und 4.7 dargestellt.

Tab. 4.6.: Herstellung pH-sensitiver SPLP mittels Detergenz-Dialyse gegen Ci-
tratpuffer. Die verwendete Lipidmischung enthielt 0,6 � (90 – x)mol% DOPE, 0,4 � (90 –
x)mol% CHEMS, 10mol% PEG-CerC8, xmol% DOTAP. Die Bestimmung der Partikelgrö-
ße und Polydispersität (PI) erfolgte mittels PCS. Zur Bestimmung des Plasmideinschlusses
wurde der PicoGreen R©-Assay verwendet.

Citratpuffer 60mM

DOTAP Netto- Größe PI Niederschlag Einschluss
[mol%] ladung [nm] sichtbar? [%]

42 + 232 0,62 + 1,2
39 + 212 0,49 + 0,7
36 + 203 0,61 + 0,5
33 + 191 0,42 + 0,8

Citratpuffer 80mM

DOTAP Netto- Größe PI Niederschlag Einschluss
[mol%] ladung [nm] sichtbar? [%]

36 + 372 0,70 + 1,0
33 + 222 0,49 + 1,2

Citratpuffer 100mM

DOTAP Netto- Größe PI Niederschlag Einschluss
[mol%] ladung [nm] sichtbar? [%]

39 + 335 0,72 + 12,0
36 + 231 0,68 + 19,0
35 + 206 0,27 - 2,7
34 + 191 0,20 - 2,9
33 + 221 0,24 - -
32 + 198 0,15 - -
31 + 200 0,16 - -
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Tab. 4.7.: Herstellung pH-sensitiver SPLP mittels Detergenz-Dialyse gegen
Phosphatpuffer. Die verwendete Lipidmischung enthielt 0,6 � (90 – x)mol% DOPE,
0,4 � (90 – x)mol% CHEMS, 10mol% PEG-CerC8, xmol% DOTAP. Die Bestimmung
der Partikelgröße und Polydispersität (PI) erfolgte mittels PCS. Zur Bestimmung des
Plasmideinschlusses wurde der PicoGreen R©-Assay verwendet.

Phosphatpuffer 100mM

DOTAP Netto- Größe PI Niederschlag Einschluss
[mol%] ladung [nm] sichtbar? [%]

45 + 594 0,88 + 75,6
40 + 159 0,82 + 73,7
38 + 221 0,90 + 10,6
37 + 271 0,82 + 10,0
36 + 423 0,76 + 8,9
35 + 147� 6 0,62� 0,09 + 16,4� 4,9
34 + 81 0,32 - 11,1
33 + 74� 15 0,15� 0,08 - 14,1� 1,5
32 + 54 0,36 - 12,8
31 + 59 0,24 - 14,2
30 + 67� 6 0,29� 0,04 - 17,6� 3,6
25 0 70 0,22 - 16,7

Phosphatpuffer 150mM

DOTAP Netto- Größe PI Niederschlag Einschluss
[mol%] ladung [nm] sichtbar? [%]

38 + 120 0,06 - -
36 + 104 0,23 - -
35 + 107 0,33 - -
34 + 108 0,26 - -
32 + 114 0,20 - -

Wie erwartet konnten erhöhte DOTAP-Mengen bis zu 38mol% eingesetzt werden,
ohne dass eine Aggregatbildung beobachtet wurde. In die kleinen monodispersen
Partikel war jedoch wie zuvor kein Plasmid eingeschlossen. In Abhängigkeit von
der Art und Konzentration des verwendeten Puffers wurden ab einer bestimmten
DOTAP-Konzentration wiederum heterogene Partikelverteilungen erhalten, die mit
einem Niederschlag einhergingen.

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die Formierung von SPLP auf einem sensiblen
Gleichgewicht zwischen kationischen und anionischen Komponenten beruht. Subopti-
male Ladungsverhältnisse führen entweder zu einem geringen DNA-Einschluss oder
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4. Ergebnisse und Diskussion

zur Bildung polydisperser Präparationen mit unkontrollierter Zusammenlagerung
zu Lipidaggregaten. Dies ist in Abbildung 4.18 zusammenfassend für alle getesteten
pH-sensitiven Präparationen dargestellt.
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Abb. 4.18.: Herstellung pH-sensitiver SPLP im Überblick. Die verwendete Lipidmi-
schung enthielt 0,6 � (90 – x)mol% DOPE, 0,4 � (90 – x)mol% CHEMS, 10mol% PEG-CerC8,
xmol% DOTAP. Je nach eingesetzter DOTAP-Konzentration und verwendetem Dialyse-
puffer resultierten Präparationen mit mangelndem Plasmideinschluss oder mit Neigung
zur Aggregatbildung.

Die meisten in der Literatur beschriebenen pH-sensitiven Lipidmischungen enthal-
ten anionische Komponenten [123]. Deren Übertragbarkeit auf SPLP ist aufgrund der
oben dargestellten Beobachtungen fraglich. Allerdings sind einige wenige kationische
pH-sensitive Lipide bekannt, deren Eignung zur Präparation pH-sensitiver SPLP
in zukünftigen Untersuchungen überprüft werden sollte. Dazu gehören amphiphile
Amine, die mit einem pKS-Wert von 5 – 7 bei neutralem pH-Wert nur teilweise
protoniert vorliegen [327]. Während der endosomalen Prozessierung werden die pH-
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4.4. SPLP als Gentransfersystem

sensitiven Amine zunehmend protoniert und fördern als kationische Substanzen die
Membranfusion. Daher vermitteln diese Amine in Kombination mit DOPE höhere
Transfektionsraten als die Mischung aus DOPE und pH-insensitiven kationischen
Lipiden.

Eine andere Möglichkeit zur Herstellung pH-sensitiver SPLP stellt die Verwendung
eines säurelabilen PEG-Derivates dar [279]. Dieses verliert im Zuge der endosomalen
Azidifizierung seine stabilisierenden Eigenschaften und fördert so die endosomale
DNA-Freisetzung. Es wurde gezeigt, dass dadurch ein verbessertes Transfektionsver-
mögen von SPLP erreicht werden kann [280].

4.4.4. Endoglin-targetierende SPLP

In Analogie zu Immunoliposomen sollten durch die Kopplung spezifischer Antikörper
an die Oberfläche von SPLP Immuno-SPLP hergestellt werden. Funktionalisierte
Partikel bieten zum einen den Vorteil eines zielgerichteten Arzneistofftransportes,
zum anderen kann durch die spezifische Wechselwirkung des Ligand-gekoppelten Trä-
gersystems mit Rezeptoren auf der Zellmembran eine verbesserte zelluläre Aufnahme
und damit eine erhöhte Wirksamkeit des Arzneistoffes erreicht werden (s. Kapitel
2.2.2).

Als Zielstruktur für ein Endothel-spezifisches Gentransfersystem wurde der endothe-
liale Oberflächenrezeptor Endoglin ausgewählt. Endoglin wird selektiv auf aktivierten
Endothelzellen exprimiert und kann somit als Ansatzpunkt für eine zielgerichtete
Therapie entzündlicher Erkrankungen dienen (s. Kapitel 2.2.4).

Untersuchung der Bindungsfähigkeit des α-Endoglin-Antikörperfragments
mE12-scFv’ an bEnd.3-Zellen

bEnd.3-Endothelzellen exprimieren konstitutiv Endoglin auf ihrer Oberfläche (s.
Abbildung 4.19). Somit konnte das Zellsystem zur Testung von α-Endoglin-gerichteten
Immuno-SPLP herangezogen werden.
Zur Funktionalisierung der SPLP stand ein gegen Endoglin gerichtetes Antikör-

perfragment (mE12-scFv’) zur Verfügung. Um die generelle Bindungsfähigkeit von
mE12-scFv’ bzw. mE12-scFv’-funktionalisierten Nanopartikeln an bEnd.3-Zellen
sicherzustellen, wurde das Antikörperfragment an fluoreszenzmarkierte Liposomen
gekoppelt und die Bindung der Liposomen an bEnd.3-Zellen mittels Durchflusszyto-
metrie analysiert. Die Liposomen bestanden aus der pH-sensitiven Lipidmischung
DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE, da diese aufgrund des hohen DOPE-Anteils ein
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Abb. 4.19.: Endoglin-Expression auf bEnd.3-Zellen. Die Bestimmung der Endoglin-
Expression auf bEnd.3-Zellen erfolgte durchflusszytometrisch unter Verwendung fluoreszie-
render Antikörper.
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Abb. 4.20.: Zelluläre Bindung von Endoglin-gerichteten Immunoliposomen.
Die Bindung fluoreszenzmarkierter Liposomen an bEnd.3-Zellen wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert. (1) Liposomen (POPC/Chol/MalPEG-DSPE/DiO);
(2) Liposomen (DOPE/CHEMS/MalPEG-DSPE/DiO); (3) mE12-Immunoliposomen
(DOPE/CHEMS/MalPEG-DSPE/DiO); (4) mE12-Immunoliposomen + freier mE12-scFv’.
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4.4. SPLP als Gentransfersystem

besseres Modell für SPLP darstellt als pH-insensitive Liposomen aus POPC/Chol/
MalPEG-DSPE.

Abbildung 4.20 zeigt, dass mE12-Immunoliposomen signifikant besser an bEnd.3-
Zellen binden als ungekoppelte Liposomen. Da die Bindung der Immunoliposomen
durch Zugabe freien Antikörperfragments auf das Niveau unfunktionalisierter Kon-
trollliposomen zurückgedrängt werden konnte, ist von einer spezifischen Wechsel-
wirkung auszugehen. An der Endoglin-negativen Fibroblastenzelllinie HT1080 [328]
zeigten Immunoliposomen im Vergleich mit ungekoppelten Liposomen kein verbesser-
tes Bindungsvermögen. Insgesamt wurde jedoch trotz der Verwendung PEGylierter
Lipide ein relativ hohes Ausmaß unspezifischer Wechselwirkungen der pH-sensitiven
Liposomen festgestellt. Dies scheint auf den fusogenen Eigenschaften dieser Lipidmi-
schung zu beruhen, da Kontrollliposomen aus POPC/Chol/MalPEG-DSPE kaum
Affinität zu den verwendeten Zellen aufwiesen.

Herstellung von Immuno-SPLP

Nachdem gezeigt wurde, dass das Antikörperfragment mE12-scFv’ eine spezifische
Bindung von Nanopartikeln an bEnd.3-Zellen vermitteln kann, sollte dieses zur
Präparation Endothel-spezifischer Immuno-SPLP verwendet werden. Dazu sollte die
zur Funktionalisierung von Liposomen verwendete „konventionelle Methode“ auf
SPLP übertragen werden. Die Funktionalisierung erfolgt hierbei durch Einbau eines
reaktiven Ankerlipids in die Lipidmembran während der Partikelformierung und
anschließender Kopplung des Liganden an die Partikeloberfläche. Als Ankerlipid wird
häufig MalPEG-DSPE in der Konzentration 5mol% eingesetzt. Allerdings handelt
es sich bei MalPEG-DSPE um ein Lipid mit negativer Ladung (Strukturformel s.
Abbildung A.1). Wie in Kapitel 4.4.3 erläutert, stört die Verwendung anionischer
Komponenten die Bildung von SPLP. Daher wurde zur Präparation von Immuno-
SPLP die zugesetzte MalPEG-DSPE-Konzentration auf 1mol% reduziert. Gleichzeitig
wurde der Anteil des kationischen DOTAP um 1mol% auf 7mol% angehoben. Um
die Auswirkung der verringerten Ankerlipidkonzentration auf die Bindungsfähigkeit
funktionalisierter Partikel zu untersuchen, wurden zusätzlich Immunoliposomen mit
1mol% bzw. 5mol% MalPEG-DSPE hergestellt.

Wie in Abbildung 4.21 dargestellt ist, bewirkte die Kopplung von mE12-scFv’
bei allen drei Präparationen eine verbesserte Bindung der Partikel an bEnd.3-
Endothelzellen. Diese war allerdings nur bei Verwendung von Liposomen mit 5mol%
Ankerlipid signifikant. Der Einbau einer geringen Ankerlipidkonzentration von 1mol%
scheint daher nicht ausreichend, um genügend Antikörperfragment-Moleküle für eine
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Abb. 4.21.: Zelluläre Bindung von Endoglin-gerichteten Immuno-SPLP (kon-
ventionelle Funktionalisierung). Die Bindung fluoreszenzmarkierter Lipidpartikel an
bEnd.3-Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die angegebenen Partikel-
größen und Polydispersitätsindices (PI) beziehen sich jeweils auf die funktionalisierten
Partikel. (1) (Immuno)liposomen mit 5mol% MalPEG-DSPE (DOPE/CHEMS/MalPEG-
DSPE/DiO (57:38:5:0,5 [mol%])); (2) (Immuno)liposomen mit 1mol% MalPEG-
DSPE (DOPE/CHEMS/mPEG-DSPE/MalPEG-DSPE/DiO (57:38:4:1:0,5 [mol%])); (3)
(Immuno-)SPLP mit 1mol% MalPEG-DSPE (DOPE/PEG-CerC8/DOTAP/MalPEG-
DSPE/DiO (83:9:7:1:0,5 [mol%])).
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Abb. 4.22.: Herstellung von Endoglin-gerichteten SPLP mittels Postinsertions-
technik. Die Funktionalisierung von SPLP mit α-Endoglin-Antikörperfragmenten (mE12-
scFv’) wurde mittels SDS-PAGE sichergestellt. (1) Größenstandard; (2) mE12-scFv’;
(3) mE12-scFv’-MalPEG-DSPE; (4) mE12-Immuno-SPLP. (a) freier mE12-scFv’; (b)
MalPEG-DSPE-gekoppelter mE12-scFv’.
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4.4. SPLP als Gentransfersystem

spezifische Bindung auf der Partikeloberfläche zu koppeln. Insofern erwies sich die
konventionelle Kopplungsmethode zur Herstellung von Immuno-SPLP als ungeeignet.
Als weitere Methode zur Funktionalisierung von Lipid-basierten Partikeln ist

die Postinsertionstechnik beschrieben (s. Kapitel 2.2.2). Hierbei werden lediglich
geringe Mengen des zuvor Ligand-gekoppelten Ankerlipids MalPEG-DSPE (0,6mol%)
nachträglich in die vorgefertigten Partikel inseriert. Aufgrund der effizienten Ligand-
kopplung an MalPEG-DSPE im Vorfeld der Inserierung reichen niedrige Ankerli-
pidkonzentrationen in der Lipidmembran dennoch für eine spezifische Bindung an
die Zielstruktur aus. Daher scheint diese Methode bezüglich der Präparation von
Immuno-SPLP im Vergleich mit der konventionellen Kopplung von Vorteil zu sein.

Die erfolgreiche Kopplung von mE12-scFv’ an MalPEG-DSPE sowie die Inserierung
der gekoppelten Ankerlipide in SPLP konnten mittels SDS-PAGE gezeigt werden (s.
Abbildung 4.22). Das Molekulargewicht von MalPEG-DSPE beträgt 2,94 kDa, so
dass sich Lipid-gekoppelte Antikörperfragmente durch eine geringe Verschiebung der
Bande von freiem scFv’ unterscheiden.

Wie Tabelle 4.8 zu entnehmen ist, wurde der Plasmideinschluss in SPLP durch die
Inserierung der scFv’-gekoppelten Ankerlipide nicht beeinträchtigt. Das scheinbar
leicht verbesserte Einschlussvermögen von Immuno-SPLP ist auf die Abtrennung
unverkapselter Plasmide während der gelchromatographischen Aufreinigung zur Ent-
fernung ungebundener Antikörperfragmente zurückzuführen. Auch auf die Partikel-
größe und Partikelgrößenverteilung zeigte die Funktionalisierung keinen signifikanten
Einfluss.

Tab. 4.8.: Partikelgröße/-größenverteilung und Plasmideinschluss von Immuno-
SPLP. Angegeben ist jeweils der Durchmesser und der Polydispersitätsindex (PI) bzw. der
Plasmideinschluss als MW� SD. SPLP bestanden aus DOPE/PEG-CerC8/DOTAP/DiD
(83:10:7:0,5 [mol%]). Immuno-SPLP wurden mittels Postinsertionstechnik mit mE12-scFv’
funktionalisiert und bestanden aus DOPE/PEG-CerC8/DOTAP/MalPEG-DSPE/DiD
(83:10:7:0,6:0,5 [mol%]).

Partikelgröße/ PlasmideinschlussPI

SPLP 115� 9 nm 61� 8%0,47� 0,13

Immuno-SPLP 123� 3 nm 71� 15%0,54� 0,06

119



4. Ergebnisse und Diskussion

Die Untersuchung des zellulären Bindungsvermögens erfolgte wie zuvor anhand
fluoreszenzmarkierter SPLP-Präparationen. Dabei zeigten die mittels Postinsertions-
technik hergestellten Immuno-SPLP eine ca. doppelt so hohe Bindung an bEnd.3-
Zellen wie unfunktionalisierte SPLP (s. Abbildung 4.23, 4 �C). Nach Vorinkubation
der Zellen mit freiem Antikörperfragment wurde diese Überlegenheit nicht mehr
beobachtet. Daher scheint die erhöhte Affinität der Immuno-SPLP zu bEnd.3-Zellen
auf einer spezifischen Wechselwirkung des gekoppelten Antikörperfragments mit
seinem Rezeptor zu beruhen.

Der Erfolg einer Transfektion hängt nicht nur von der Bindung sondern insbeson-
dere von der zellulären Aufnahme des Gentransfersystems ab. Obwohl der genaue
Aufnahmemechanismus von Lipid-basierten Partikeln in die Zelle bis heute nicht
vollständig aufgeklärt ist, wird eine Internalisierung via Endozytose postuliert (s.
Kapitel 2.2.2). Dabei handelt es sich um aktiven Transport, der auf die Energiebe-
reitstellung durch die Zelle angewiesen ist. Diese ist nur bei Inkubation der Zellen
bei 37 �C gewährleistet. Werden die Zellen bei 4 �C gelagert, kommen aktive Prozesse
zum Erliegen, so dass lediglich eine passive Bindung der Liposomen an die Außenseite
der Zellmembran stattfindet. Zur Untersuchung der zellulären Aufnahme von SPLP
wurde daher die Inkubation von bEnd.3-Zellen mit SPLP bei 37 �C durchgeführt und
mit der Behandlung bei 4 �C verglichen. Die Anhebung der Temperatur führte zu
einer signifikant gesteigerten zellulären Assoziation der Immuno-SPLP (s. Abbildung
4.23). Demnach werden Immuno-SPLP von bEnd.3-Zellen nicht nur gebunden, son-
dern auch aktiv in die Zelle aufgenommen. Das Ausmaß der Internalisierung konnte
aus der Differenz der bei den unterschiedlichen Temperaturen erhaltenen Werte
abgeleitet werden: So lagen etwa 60% der assozierten Immuno-SPLP intrazellulär
vor. Auch bei Verwendung unfunktionalisierter SPLP konnte durch Inkubation bei
37 �C die zelluläre Assoziation verbessert werden, der Anteil internalisierter Partikel
betrug hier allerdings nur etwa 24%. Im direkten Vergleich von Immuno-SPLP mit
unfunktionalisierten SPLP zeigten Immuno-SPLP bei einer Inkubationstemperatur
von 37 �C eine ca. 3,5fach gesteigerte zelluläre Assoziation. Immuno-SPLP bieten
also nicht nur in Bezug auf die zelluläre Bindung sondern insbesondere in Bezug auf
die intrazelluläre Anreicherung einen Vorteil gegenüber ungekoppelten SPLP.

Transfektion von bEnd.3-Zellen mit Immuno-SPLP

Der Vergleich der Transfektionspotentiale von mittels Postinsertionstechnik hergestell-
ten mE12-Immuno-SPLP und Antikörper-freien SPLP wurde unter Verwendung eines
GFP-kodierenden Plasmids an bEnd.3-Zellen vorgenommen. Obwohl für Immuno-
SPLP gegenüber Antikörper-freien SPLP eine verbesserte zelluläre Bindung und
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Abb. 4.23.: Zelluläre Bindung und Internalisierung von Endoglin-gerichteten
Immuno-SPLP (Funktionalisierung mittels Postinsertionsmethode). Die Bin-
dung und Internalisierung fluoreszenzmarkierter Immuno-SPLP wurde mittels Durch-
flusszytometrie an bEnd.3-Zellen untersucht. (1) SPLP (DOPE/PEG-CerC8/DOTAP/DiO
(83:10:7:0,5 [mol%])); (2) mE12-Immuno-SPLP (DOPE/PEG-CerC8/DOTAP/MalPEG-
DSPE/DiO (83:10:7:0,6:0,5 [mol%])); (3) mE12-Immuno-SPLP + freier mE12-scFv’.
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Abb. 4.24.: Transfektion von bEnd.3-Zellen mit Immuno-SPLP. Dargestellt ist die
durchflusszytometrisch bestimmte GFP-Expression von bEnd.3-Zellen nach 48stündiger
Inkubation mit (Immuno-)SPLP. SPLP bestanden aus DOPE/PEG-CerC8/DOTAP/DiD
(83:10:7:0,5 [mol%]). Immuno-SPLP bestanden aus DOPE/PEG-CerC8/DOTAP/MalPEG-
DSPE/DiD (83:10:7:0,6:0,5 [mol%]) und waren mittels Postinsertionstechnik mit scFv’-
mE12 funktionalisiert. Das eingeschlossene Plasmid kodierte GFP.
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Internalisierung gezeigt werden konnte, war das Transfektionsvermögen der Immuno-
SPLP dem ungekoppelter SPLP nicht signifikant überlegen (s. Abbildung 4.24). Nach
einer Inkubationszeit von 48 h führten Immuno-SPLP verglichen mit ungekoppelten
SPLP lediglich zu einer leicht gesteigerten GFP-Expression.

In diesem Kapitel wurde die Herstellung und Charakterisierung von Immuno-SPLP
beschrieben. Am Beispiel der mE12-Immuno-SPLP konnte gezeigt werden, dass durch
Anwendung der Postinsertionsmethode eine Funktionalisierung von SPLP möglich
ist. Ebendiese Technik war von anderen Autoren erfolgreich zur nachträglichen Inse-
rierung PEGylierter Lipide mit kationischer Kopfgruppe verwendet worden, um eine
verbesserte zelluläre Bindung und Internalisierung der SPLP zu erreichen [329].

Die mittels Postinsertionstechnik hergestellten mE12-Immuno-SPLP zeigten an
bEnd.3-Endothelzellen eine spezifische Bindung und eine verbesserte intrazelluläre
Anreicherung im Vergleich mit unfunktionalisierten SPLP. Dagegen konnte durch die
Funktionalisierung mittels konventioneller Methode keine spezifische Bindung der
Immuno-SPLP erreicht werden. Weeke-Klimp et al. [285] verwendeten zur Kopplung
von Lactoferrin (LF) an SPLP ebenfalls die konventionelle Kopplungsmethode und
setzten dazu der Lipidmischung vor der Detergenz-Dialyse 1mol% MalPEG-DSPE
zu. Im Gegensatz zu den konventionell hergestellten mE12-Immuno-SPLP zeigten
Lactoferrin-gekoppelte SPLP eine spezifische Bindung an ihre Zielzellen. Diese führte
jedoch in Abhängigkeit der verwendeten Zelllinie nicht immer zu einer Steigerung
des in vitro-Transfektionspotentials der LF-SPLP. Damit wurde ein ähnliches Er-
gebnis wie hier für die mittels Postinsertion funktionalisierten mE12-Immuno-SPLP
dokumentiert; eine mögliche Erklärung wurde dort jedoch nicht diskutiert.

Die Untersuchungen zur zellulären Bindung von SPLP zeigten, dass diese wie
pH-sensitive Liposomen trotz Verwendung PEGylierter Lipide zur unspezifischen
Anlagerung an bEnd.3-Zellen neigten. Dies kann außer auf den hohen Anteil des
fusogenen Lipids DOPE auch auf die Art der Versuchsdurchführung zurückzuführen
sein. Die statischen Bedingungen während der Inkubation der Zellen mit Liposomen
bzw. SPLP führen möglicherweise zu einem intensivierten Kontakt der Lipidpartikel
mit der Zellmembran und fördern so die Ausbildung unspezifischer Wechselwir-
kungen. Es kann also angenommen werden, dass unspezifische Assoziationen unter
physiologischen Flussbedingungen weniger ausgeprägt sind und das spezifische Bin-
dungsvermögen funktionalisierter Systeme demnach stärker zum Tragen kommt. Um
die Relevanz der Funktionalisierung von SPLP abschließend zu klären, bietet sich
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eine zukünftige Prüfung des Bindungsverhaltens sowie des Transfektionspotentials
von α-Endoglin-gerichteten Immuno-SPLP unter dynamischen Versuchsbedingungen
an.

4.4.5. VCAM-Knockdown durch SPLP-vermittelte Transfektion
von VCAM-shRNA

Es konnte festgestellt werden, dass SPLP im Gegensatz zu nicht-kationischen Lipo-
somen zur Transfektion von Endothelzellen geeignet sind. Daher sollten diese im
Folgenden für die shRNA-basierte posttranskriptionelle Genausschaltung des endo-
thelialen Adhäsionsrezeptors VCAM-1 verwendet werden. Da gezeigt wurde, dass
die Kopplung eines α-Endoglin-Antikörperfragments keine signifikante Verbesserung
des in vitro-Transfektionspotentials von SPLP bewirkte, wurden für die folgenden
Versuche keine Immuno-SPLP verwendet.

Wie aus Tabelle 4.9 hervorgeht, lieferte der Einschluss von VCAM-shRNA-kodie-
renden Plasmiden SPLP, die bezüglich ihrer Partikelgröße, Partikelgrößenverteilung
und Plasmideinschlussrate mit GFP-Plasmid-haltigen SPLP vergleichbar waren.

Tab. 4.9.: Partikelgröße/-größenverteilung und Plasmideinschluss von VCAM-
shRNA-SPLP. Angegeben ist jeweils der Durchmesser und der Polydispersitätsin-
dex (PI) bzw. der Plasmideinschluss als MW�SD. SPLP bestanden aus DOPE/PEG-
CerC8/DOTAP (84:10:6 [mol%]). Die eingeschlossenen Plasmide kodierten entweder GFP
oder eine gegen VCAM-1 gerichtete shRNA.

Partikelgröße/ PlasmideinschlussPI

GFP-SPLP 116� 9 nm 69� 10%0,47� 0,13

shRNA-SPLP 120� 3 nm 68� 4%0,50� 0,03

Das Potential shRNA-Plasmid-haltiger SPLP zur posttranskriptionellen Genaus-
schaltung von VCAM-1 wurde an TNF-α-stimulierten bEnd.3-Zellen untersucht.
Wie in Abbildung 4.25 dargestellt, konnte durch SPLP-basierte Transfektion von
VCAM-gerichteter shRNA die endotheliale VCAM-1-Expression signifikant herunter-
reguliert werden. Allerdings führte auch die Inkubation mit leeren SPLP zu einer
Reduktion von VCAM-1. Ähnliche Effekte waren bei der Verwendung von Liposomen
als Transfektionsvermittler beobachtet worden und wurden dort auf eine Toxizität
der Lipid-basierten Trägersysteme zurückgeführt (s. Kapitel 4.2.4 und 4.3.3). Daher
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Abb. 4.25.: VCAM-Knockdown durch Transfektion mit VCAM-shRNA-
haltigen SPLP. Die Bestimmung der VCAM-Expression von bEnd.3-Zellen erfolgte
am Durchflusszytometer 48 h nach der Transfektion. Dazu wurden die Zellen mit einem
fluoreszierenden Antikörper markiert. Die Ansätze (2) – (4) wurden 18 h vor der Vermes-
sung mit TNF-α (50 ng/mL) stimuliert. Leere SPLP bestanden aus DOPE/PEG-CerC8
(90:10 [mol%]). shRNA-SPLP bestanden aus DOPE/PEG-CerC8/DOTAP (84:10:6 [mol%])
und enthielten gegen VCAM-1 gerichtetes shRNA-Plasmid. (1) unstimulierte Zellen; (2) sti-
mulierte Zellen; stimulierte Zellen transfiziert mit (3) leeren SPLP bzw. (4) shRNA-SPLP
(2,5µg verkapseltes Plasmid/mL Zellkulturüberstand).
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Abb. 4.26.: Zytotoxizität von SPLP. bEnd.3-Zellen wurden für 48 h mit leeren bzw.
Plasmid-haltigen SPLP inkubiert. Die Bestimmung der Zytotoxizität erfolgte mittels
MTT-Assay. IC50 (leere SPLP) = 1,1mM; IC50 (Plasmid-haltige SPLP) = 1,0mM.
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4.4. SPLP als Gentransfersystem

wurde im Folgenden die Zytotoxizität von SPLP untersucht. Wie aus Abbildung 4.26
hervorgeht, wurden für Plasmid-freie und Plasmid-haltige SPLP vergleichbare IC50-
Werte von ca. 1mM gefunden. Somit lagen die maximal zur Transfektion eingesetzten
Lipidkonzentrationen hier – anders als bei der Transfektion mit Liposomen – deutlich
unterhalb des IC50-Wertes (  180µM). Die beobachtete VCAM-Reduktion durch
leere SPLP scheint daher auf einem Eingriff der Lipide in den Zellstoffwechsel zu be-
ruhen, der aber nicht die Viabilität der Zellen beeinträchtigt. Das Auftreten ähnlicher
Effekte beschrieben Maus et al. [330], die eine endotheliale VCAM-1-Reduktion nach
Inkubation mit Liposomen aus DOTMA und DOPE in vitro feststellten. Als Ursache
wurde ein abnormales Transkriptionsverhalten der Zellen gefunden. Die Autoren
vermuten, dass dabei Veränderungen in der zellulären Membranzusammensetzung
durch die Inkubation mit Liposomen eine Rolle spielen. Interessanterweise blieb das
Expressionsmuster von ICAM-1 durch die Lipidexposition unbeeinflusst.

Obwohl vergleichbare IC50-Werte festgestellt und äquivalente Lipidkonzentrationen
auf die Zellen gegeben wurden, war die VCAM-Expression nach Transfektion mit
shRNA-haltigen im Vergleich zu leeren SPLP signifikant stärker herunterreguliert.
Demnach kann angenommen werden, dass die Wirkung VCAM-shRNA-haltiger SPLP
zumindest teilweise auf einer spezifischen shRNA-basierten posttranskriptionellen
Genausschaltung beruht. Allerdings ist die Untersuchung SPLP-vermittelter RNA-
Interferenzen an weiteren endothelialen Adhäsionsrezeptoren empfehlenswert, um die
Relevanz unspezifischer Effekte durch das Trägersystem besser einschätzen zu können.
Außerdem sollte eine SPLP-vermittelte Transfektion eines nicht-kodierenden shRNA-
Plasmids durchgeführt werden, so dass Effekte des Plasmidrückgrats ausgeschlossen
werden können. Nur so kann die Eignung von SPLP als endothelial gerichtetes
Therapeutikum zur Behandlung entzündlicher Erkrankungen abschließend beurteilt
werden.
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5. Zusammenfassung

Bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Entzündungen ist das vaskuläre
Endothel von zentraler Bedeutung: Stimuliert durch Entzündungsmediatoren ex-
primiert das Endothel eine Reihe proinflammatorischer Adhäsionsrezeptoren, die
eine Anhaftung zirkulierender Leukozyten vermitteln und so deren Einwanderung in
das geschädigte Gewebe ermöglichen. Daher wird postuliert, dass die Ausschaltung
endothelialer Adhäsionsrezeptoren wie vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
eine antiinflammatorische Wirkung zeigt. Diese interessante Option zur Therapie
chronisch entzündlicher Erkrankungen stand im Fokus der Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit.

Die (partielle) Ausschaltung von VCAM-1 in murinen bEnd.3-Endothelzellen
erfolgte durch posttranskriptionelle Expressionshemmung unter Verwendung von
siRNA oder shRNA-kodierenden Plasmiden. Stellvertretend für Leukozyten wurde an
Tumorzellen demonstriert, dass durch einen endothelialen VCAM-1-Knockdown eine
reduzierte Adhäsion zirkulierender Zellen an immobilisierte Endothelzellen in vitro
erreicht werden kann. Dieses Ergebnis bestätigt das Potential der oben vorgestellten
Strategie unter Einsatz RNAi-basierter Therapeutika und bildete die Grundlage für
die nachfolgende Entwicklung eines nicht-viralen Gentransfersystems, mit dessen
Hilfe Nukleinsäuren zur Ausschaltung von VCAM-1 in Endothelzellen eingebracht
werden können.

Mit Hinblick auf eine perspektivische Anwendung in vivo wurden zunächst sterisch
stabilisierte Liposomen mit pH-insensitiven bzw. pH-sensitiven Eigenschaften unter-
sucht, die bekanntermaßen eine gute Pharmakokinetik und Verträglichkeit aufweisen.
pH-sensitive Liposomen zeichneten sich im Vergleich mit pH-insensitiven Liposomen
durch eine verbesserte intrazelluläre Freisetzung des liposomal verkapselten Materials
aus. Durch Verwendung der Dualen Asymmmetrischen Zentrifugation konnte sowohl
siRNA als auch Plasmid-DNA sehr effizient in Liposomen eingeschlossen werden.
In Versuchen zur Integrität und Funktionalität sowie zur zellulären Aufnahme und
zur intrazellulären Freisetzung lieferten die liposomal verkapselten Nukleinsäuren
positive Resultate. Dennoch konnte weder durch Transfektion von liposomaler si-
RNA noch durch liposomale shRNA eine RNAi-spezifische Expressionshemmung von
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5. Zusammenfassung

VCAM-1 in vitro erreicht werden. Als Ursache wird eine unzureichende intrazelluläre
Anreicherung der Nukleinsäuren am Wirkort angenommen. Der Einsatz höherer Kon-
zentrationen Nukleinsäure-haltiger Liposomen zur Transfektion der Endothelzellen
war aufgrund toxischer Effekte des Trägersystems nicht möglich.

Als weiteres Lipid-basiertes Gentransfersystem wurden sogenannte stabilized plas-
mid-lipid particles (SPLP) geprüft. Anhand eines GFP-kodierenden Reporterplasmids
wurde gezeigt, dass diese im Gegensatz zu Liposomen eine Transfektion von bEnd.3-
Zellen vermitteln können. Zur Steigerung der Transfektionseffizienz von SPLP wurden
zwei verschiedene Ansätze verfolgt: Zum einen wurde die Lipidzusammensetzung
modifiziert, um pH-abhängig die intrazelluläre Freisetzung der Nukleinsäuren zu
begünstigen. Jedoch wurde festgestellt, dass die Bildung von SPLP auf einem sensiblen
Gleichgewicht kationischer Lipidbestandteile und anionischer DNA beruht, die mit
der Einführung einer anionischen pH-sensitiven Lipidhülle trotz diverser Bemühungen
nicht vereinbar war. Zum anderen wurden Immuno-SPLP für eine verbesserte zelluläre
Aufnahme sowie einen zielgerichteten endothelialen Gentransfer hergestellt. Die
Funktionalisierung von SPLP mit einem α-Endoglin-Antikörperfragment konnte
mithilfe der Postinsertionsmethode erreicht werden. Die gegen Endoglin gerichteten
Immuno-SPLP zeigten eine spezifische Bindung an bEnd.3-Zellen und führten zu
einer gesteigerten Internalisierung der Partikel. Eine signifikante Verbesserung des in
vitro-Transfektionspotentials von SPLP wurde dadurch jedoch nicht erzielt. Daher
wurde die Transfektion von bEnd.3-Zellen mit VCAM-shRNA zur Ausschaltung von
VCAM-1 mithilfe unfunktionalisierter SPLP durchgeführt. Diese resultierte in einer
signifikanten Expressionshemmung von VCAM-1. Jedoch bewirkten auch Plasmid-
freie SPLP eine deutliche Herunterregulation des Adhäsionsrezeptors. Die Ursache
dieser Beobachtung blieb ungeklärt, ein toxischer Effekt des Transfektionssystems
konnte jedoch ausgeschlossen werden.

Diese Arbeit demonstriert das Potential RNAi-basierter Wirkstoffe zur Ausschaltung
des endothelialen Adhäsionsrezeptors VCAM-1 als möglichen Ansatz zur Therapie
chronisch entzündlicher Erkrankungen. Gleichzeitig wird die Notwendigkeit sowie die
Problematik der Entwicklung eines effizienten Gentransfersystems deutlich. Mithilfe
der hier verfolgten Ansätze zur Lipid-basierten Transfektion von Endothelzellen war
die posttranskriptionelle Expressionshemmung von VCAM-1 trotz vielversprechender
Ergebnisse zur Charakterisierung der Transfektionssysteme nur bedingt möglich.
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A. Anhang

A.1. Strukturformeln der verwendeten Lipide

Abb. A.1.: Stukturformeln PEGylierter Lipide. (1) PEG-CerC8, (2) mPEG-DSPE,
(3) MalPEG-DSPE.

Abb. A.2.: Stukturformeln kationischer Lipide. (1) DC-Chol, (2) DOTAP, (3)
DOTMA.
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A. Anhang

Abb. A.3.: Stukturformeln sonstiger verwendeter Lipide. (1) SPC, (2) Cholesterol,
(3) POPC, (4) DOPE, (5) CHEMS.
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A.2. GenEluteTM HP Plasmid Maxiprep Kit

A.2. GenEluteTM HP Plasmid Maxiprep Kit

Abb. A.4.: Plasmidisolierung mittels GenEluteTM HP Plasmid Maxiprep Kit.
(Abbildung aus [331].)
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