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Lokaler Gentransfer durch ultraschall-induzierte Freisetzung von
Plasmid-DNA aus Albumin-Trigermikrosphiren

Claudius Teupe

1 Problemstellung

Die Gentherapie eréffnet neue, vielversprechende Moglichkeiten fiir die Behandlung zahl-
reicher Krankheiten. Die klinische Anwendung ist bisher allerdings wegen des Fehlens
eines sicheren und effektiven Systems zur lokalen Genapplikation nur eingeschrinkt mog-
lich. Zwei unterschiedliche Wege (,,Vektoren*) stehen derzeit fiir die Transfektion zur
Verfiigung. Die nicht-virale Applikation kann durch die direkte Injektion der DNA oder
durch Mischung mit Agentien, mit deren Hilfe die Passage durch die Zellmembran er-
leichtert wird, erfolgen. Ein Nachteil dieser Technik ist die geringe Transfektionseffizienz
und die transiente Expression des Genproduktes (FELGNER 1997). Daher werden gegen-
wirtig virale Vektoren in gentherapeutischen Anwendungen bevorzugt. Durch Viren kann
die Transfektionsrate signifikant gesteigert werden, da Viren im Laufe der Evolution spe-
zielle Techniken entwickelt haben, um fremde DNA in Sdugetierzellen einzuschleusen.
Allerdings stehen einer breiten und uneingeschrinkten Anwendung viraler Vektoren im-
munologische Risiken infolge von Abwehrreaktionen des Empfangerorganismus ins-
besondere bei wiederholter Anwendung entgegen (VERMA/SOMIA 1997). Zudem fiihrte
die adenovirale Transfektion des Endothels zu einer erheblichen entziindlichen Aktivie-
rung, die mit hoher Wahrscheinlichkeit die giinstigen Effekte der Gentransfektion beein-
trachtigt (NEWMAN et al. 1995).

Die Ultraschall-induzierte Zerstorung von Mikrosphéren, die als Trigermedium dienen, ist
eine neue Technik fiir die lokale Einbringung von Medikamenten und Genen in spezifische
Zielgewebe (SKYBA/PRICE/LINKA 1998; WIE/SKYBA/FIRSCHKE 1997; MUKHER-
JEE et al. 2000; PRICE et al. 1998). Bei diesem Verfahren nutzt man die Cavitation, einen
speziellen Bioeffekt von Ultraschall. Hierunter versteht man die akustische Aktivierung
von gasgefiillten Kavititen. Die Formation von gasgefiillten Mikrobldschen erfolgt dabei
in vivo aus in lebendem Gewebe vorhandenen (gelosten) Gasen und kann durch die
externe Zufuhr von Mikrobldschen verstirkt werden kann. Die Cavitationseffekte fiihren
zu einer transienten, nicht letalen Perforation der Kapillar- und Zellmembran und verbes-
sern so die Transfektion. Zusitzlich steigert Ultraschall die Aktivitdt verschiedener Zell-
reparaturgene und steigert auf diese Weise die Transfektionsrate.

Die meisten der ultraschallunterstiitzten Transfektionstechniken verwendeten Albumin-
Blaschen als Transportverkapselung, mit der die Expressionsvektoren den Transfektionsort
erreichen. AnschlieSend wird mit Hilfe des Ultraschalls das Bldaschen zur Oszillation an-
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geregt und so letztendlich zerstort. Auf diese Weise wird das transportierte Material am
gewlinschten Ort freigesetzt. In fritheren Studien ist es mit Hilfe dieses Vorgehens gelun-
gen, kolloidale Partikel durch Ruptur von Kapillargefidlen zu applizieren (PRICE et al.
1998). Die ultraschallvermittelte Zerstorung von Mikrobldschen, die von Albumin um-
mantelt waren, und die ein adenovirales Transgen enthielten, fiihrte zu einer signifikanten
Zunahme der myokardialen Genexpression bei Ratten (SHOHET et al. 2000). In dhnlicher
Weise konnte der kationische, lipidmediierte Gentransfer in primire Tumorzellen gestei-
gerte werden (ANWER et al. 2000).

Bisher war allerdings unklar, ob auch mit einer reinen Plasmid-DNA eine Ultraschall-
unterstiitzte Transfektion moglich ist und ob bei kardiovaskuldrer Anwendung eine funkti-
onelle Schidigung der endothelialen Zellschicht auftritt, wie sie in initialen Untersuchun-
gen beschrieben wurde (PRICE et al. 1998). Eine normale Endothelfunktion spielt aber in
der Pravention atherosklerotischer Lasionen und einer Proliferation der glatten GefaBmus-
kulatur eine wesentliche Rolle (SCHACHINGER/BRITTEN/ZEIHER 2000).

Wir untersuchten daher, ob die ultraschallinduzierte Plasmidfreisetzung aus Albumin-Mik-
rosphéren zu einem effizienten Gentransfer in die GefaBwand von Koronararterien fiihrt,
ohne die funktionelle Aktivitit des Endothels zu beeintrachtigen (TEUPE et al. 2002). Da
Stickstoffmonoxid (NO) einen wesentlichen Mediator der atheroprotektiven Wirkung des
funktionell intakten Endothels darstellt, verwendeten wir ein Konstrukt, die phosphomi-
metische, endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthetase (eNOS). Dieses Konstrukt simuliert
die Aktivierung von eNOS durch die Phosphorilierung der Aminosdure Serl177 (DIM-
MELER et al. 1999; FULTON et al. 1999). Die Nachahmung der Phosphorilierung von
eNOS erfolgt iiber den Austausch von Serl1177 durch Aspartat, wodurch die basale Akti-
vitdt des Enzyms ohne einen Anstieg der intrazelluliren Calcium-Konzentration gesteigert
wird (DIMMELER et al. 1999).

2 Methoden und Ergebnisse

Gasgefiillte Mikrobldschen (Durchmesser 3.0+1.2 pm) wurden durch die Sonifikation von
2 mL einer 5%igen humanen Albuminlésung in Gegenwart von 20 pg Plasmid-DNA her-
gestellt, die entweder LacZ, eNOS S1177D oder einen Leervektor kodiert. Koronararterien
von Schweinen wurden mit DNA beladenen Mikrobldschen perfundiert und anschlieBend
diagnostischem Ultraschall (System V, GE Vingmed, 2,2 MHz, MI 1.2, 172.9 Bilder/s,
Expositionsdauer 5 s) ausgesetzt. Nach einer Inkubationsperiode von 18 bis 20 Stunden
konnte eine intensive blaue Farbung, die die Expression von LacZ-Protein reprasentierte,
in dem ultraschallexponierten GefaBabschnitt nachgewiesen werden. Segmente, die mit
Leervektor beladenen Mikrobldschen perfundiert, aber ansonsten in gleicher Weise
behandelt wurden, zeigten keine blaue Anfarbung. Die histochemische Analyse ergab, dass
B-Galaktosidase von mehr als 90% der Endothelzellen exprimiert wurde, wéhrend die
subintimalen glatten GefaBmuskelzellen nur sporadisch angeférbt waren. Die Funktion der
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in die Arterienwand eingeschleusten [-Galaktosidase wurde durch Messung der
Enzymaktivitdt in Koronararterienhomogenaten quantifiziert. Die Kombination von LacZ
beladenen Mikrosphiren und Ultraschallbehandlung fiihrte zu einer deutlichen Steigerung
der B-Galaktosidase-Aktivitdt verglichen mit Arterien, die mit dem reinen LacZ-Plasmid
(ohne Mikrosphéren) perfundiert bzw. die mit LacZ beladenen Mikrosphéren perfundiert
aber nicht ultraschallexponiert wurden. Die Expression von -Galaktosidase war fluss- und
konzentrationsabhidngig und am gréften bei der hochsten untersuchten Dosierung (Abbil-
dung A und B).
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Wir untersuchten den Effekt einer LacZ-Transfektion auf die bradykinininduzierte, endo-
thelabhéngige Relaxation von GefdBringen aus transfizierten Arterien. Die bradykininin-
duzierte Relaxation von mit Prostaglandin (U46619) vorkontrahierten Gefaf3ringen war
gleich in unbehandelten KontrollgefdBen und GefaBlen, die Ultraschall und Mikrosphéiren
ausgesetzt wurden (Abbildung C). Die Ultraschall-Exposition fiihrte zu keinerlei histolo-
gisch erkennbaren Verdnderungen der GefdBwand. Weiterhin zeigte sich in der Try-
panblau-Farbung des Endothels und bei der Bestimmung der Laktatdehydrogenase-Akti-
vitdt im Perfusat kein Hinweis auf einen zytotoxischen Effekt der Behandlung.

Gen-Doping



68 Lokaler Gentransfer durch Ultraschall-induzierte Freisetzung von Plasmid-DNA ...

100 - o

75 4

50 -

® mit Ultrasschall

O ohne Ultraschall
25 4

Relaxation [ %Vorkontraktion ]

-1 -10 -9 -8 -7 -6

Bradykinin [ Log mol/L]

Zur Bestimmung einer moglichen Beeinflussung der Koronararterienfunktion durch ultra-
schallunterstiitzten Gentransfer wurden Koronararterien mit dem eNOS S1177D-Gen-
konstrukt transfiziert. Die quantitative Western-Blot-Analyse ergab eine deutliche Zu-
nahme der eNOS-Proteinexpression im Vergleich mit leervektortransfizierten Segmenten
(Abbildung D). Die qualitative Unterscheidung erfolgte durch eine myc-Markierung des
eNOS S1177-Konstruktes (Abbildung E). Ob die Einbringung von S1177D in die endo-
thelialen Zellen mit einer Zunahme der NO-Produktion einhergeht, wurde durch Messung
der kontraktilen Anwort auf die Zugabe des spezifischen NOS-Inhibitors L-NA zu Prosta-
glandin F,, (PGF,,)-vorkontrahierten Gefdllen bestimmt. Verglichen mit der Kontroll-
gruppe, war die PGF,,-induzierte Kontraktion in Koronararterienringen aus eNOS
S1177D-transfizierten GefiaBlen signifikant vermindert (Abbildung F). Weiterhin zeigten
die eNOS S1177D-transfizierten Geféllsegmente eine ungefihr zweifach erhohte L-NA-
induzierte Kontraktion im Vergleich zu vektortransfizierten Gefiflen (Abbildung G). Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die ultraschallunterstiitzte Einbringung des eNOS
S1177D-Konstrukts in die Endothelzellen von Koronararterien zu einer signifikanten Stei-
gerung der vaskuldaren NO-Produktion fiihrt.
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3 Diskussion

In dieser Untersuchung konnte nachwiesen werden, dass die ultraschallvermittelte Zersto-
rung von DNA-beladenenen Albumin-Mikrosphiaren eine wirksame und effiziente
Methode fiir den vaskulidren Gentransfer darstellt. In den beschallten GefdBBsegmenten, die
mit Plasmid-DNA- (B-Galaktosidase oder eNOS S1177D) beladenen Albumin-Mikro-
sphiren perfundiert wurden, kam es zu einer signifikanten Steigerung der endothelialen
Transfektion verglichen mit Gefaflen, die mit DNA-beladenen Mikrobldschen durchstromt,
aber nicht beschallt wurden. Weiterhin zeigten Endothelzellen, die mit dem eNOS
S1177D-Konstrukt transfiziert wurden, gesteigerte NO-vermittelte Reaktionen als Hinweis
auf eine erhohte NO-Synthese.

Fortschritte in der lokalen kardiovaskuldren Gentherapie sind durch Probleme mit der
Sicherheit und Praktikabilitdt der verwendeten viralen Vektoren sowie die geringe Effekti-
vitdt nicht-viraler Transfektionstechniken erschwert. Diese Studie zeigt, dass reine, in
5%iger Humanalbuminlosung verdiinnte Plasmid-DNA durch Sonikation in Gegenwart
von Luft oder Perfluorocarbongas in Mikrosphdren eingeschlossen werden kann. Die
Beschallung fiihrte weder im Herstellungsprozess noch bei der Freisetzung zu einem Akti-
vititsverlust der inkorporierten DNA. Trotz Beschallung und wirksamen Gentransfers
bzw. -expression war die funktionelle Integritdt der transfizierten Endothelzellschicht er-
halten. Daher erscheint die ultraschallunterstiitzte Freisetzung von Plasmid-DNA aus
Albumin-Mikroblaschen ideal fiir die Transfektion von Endothelzellen epikardialer Gefal3e
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geeignet, die arteriosklerotischen Verdnderungen in besonderem MalBle ausgesetzt sind. In
Ubereinstimmung zum Fehlen funktioneller Schidigungen lieBen sich histologisch keine
strukturellen Veranderungen der endothelialen Zellschicht durch die Ultraschallexposition
nachweisen. Ebenso ergab die Untersuchung der endothelialen Vitalitidt mittels Trypan-
blau-Fiarbung und die LDH-Messung im GeféBperfusat keinerlei Hinweis auf einen zyto-
toxischen Effekt der Ultraschall-vermittelten Zerstorung der DNA beladenen Albumin-
Mikrosphéren.

Im Endothel gebildetes NO besitzt wesentliche anti-arteriosklerotische Eigenschaften
(ZEIHER 1996). Auch der gut untersuchte vaskuloprotektive Effekt von regelmiBigem
korperlichen Training wird auf die durch Scherkrifte stimulierte Freisetzung von NO zu-
rickgefiihrt (GIELEN/SCHULER/HAMBRECHT 2001; KINGWELL 2000; NIE-
BAUER/COOKE 1996). Scherkrifte aktivieren die Proteinkionase B (Akt), die ihrerseits
eNOS an Ser1177 phosphoriliert und auf diese Weise ohne einen Anstieg der intrazellula-
ren Calzium-Konzentration die Enzymaktivitit um das zwei- bis dreifache der Basalpro-
duktion steigert (DIMMELER et al. 1999). Wir verwendeten daher fiir unsere Transfekti-
onsuntersuchungen ein eNOS-Konstrukt, in dem Ser1177 durch Alanin ersetzt ist, um die
physiologische Aktivierung von eNOS nachzuahmen. Hierdurch kam es nach Transfektion
zu einer Abschwichung der PGF,,-vermittelten Vorkontraktion um ca. 60% und zu einer
Steigerung der Kontraktion nach Zugabe von L-NA, was die Inhibierung der NO-Produk-
tion durch eNOS als Folge der isometrischen Kontraktion widerspiegelt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die ultraschallvermittelte Freisetzung von
Plasmid-DNA aus Albumin-Tragermikrosphdren eine wirksame Technik zur lokalen Gen-
transfektion der GefdBwand darstellt, ohne die funktionelle oder strukturelle Integritit des
Endothels zu beeintrichtigen.
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