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1 Einleitung 
 

1.1 Gentherapie in der Onkologie 

Krebserkrankungen stellen die zweithäufigste Todesursache in den industrialisierten 

Nationen dar (4, 5). Für 2013 wird Schätzungen zufolge in den Ländern der Europäischen 

Union von 1,3 Millionen und in den USA von 577,000 krebsbedingten Todesfällen 

ausgegangen (6, 7). In den letzten Jahrzehnten wurde ein deutlicher Fortschritt in der 

Früherkennung von Krebserkrankungen erreicht (8), wozu insbesondere die Etablierung von 

Screening-Programmen für verschiedene Krebsarten wie das Mamma-Karzinom, das Kolon-

Karzinom oder das Zervix-Karzinom zählen (9-11). In Verbindung mit verbesserten 

Therapieoptionen zeigen sich somit über die letzten Jahre erhöhte Überlebensraten für 

onkologische Patienten, besonders in der Behandlung von frühen Krebsstadien (12, 13).  Im 

Gegensatz hierzu sind allerdings die Überlebensraten für fortgeschrittene 

Krebserkrankungen insgesamt nur in geringer Weise angestiegen, sodass in der Onkologie 

weiterhin der Bedarf an neuen therapeutischen Optionen besteht (14).  

Vor diesem Hintergrund wird die Gentherapie in der Onkologie nun schon seit drei 

Jahrzehnten als neuartiger therapeutischer Ansatz diskutiert, der eine Ergänzung zu den drei 

klassischen Säulen der Krebstherapie – der Strahlentherapie, Chirurgie und 

medikamentösen Tumortherapie – darstellen könnte (15). Mit über 1100 klinischen Studien 

(Stand: 2013) stellt die Behandlung von Krebserkrankungen bereits jetzt den größten 

Forschungsbereich innerhalb der Gentherapie dar (16), wobei zusätzlich zahlreiche neue 

therapeutische Gene gegen Krebserkrankungen in präklinischen Studien erprobt werden 

(17).  

  

Gentherapie: Wirkprinzipien und Strategien. 

Das Wirkprinzip der Gentherapie kann wie folgt beschrieben werden: Fremdes genetisches 

Material wird im Rahmen einer Transfektion in Körper- bzw. Tumorzellen eingebracht, um 

dort genetische Defekte zu kompensieren und somit die Zellfunktion zu normalisieren, 

wodurch maligne Erkrankungen potentiell geheilt werden können (18, 19). Wegweisend für 

die Gentherapie hat sich dabei der Umstand herausgestellt, dass die Forschung in den 

letzten Jahrzehnten einen erheblichen Informationsgewinn über die spezifischen 

molekularen und genetischen Ursachen von Krebserkrankungen erbracht hat (20). Diese 

Erkenntnisse, die bereits für die Entwicklung gezielter Antikörper-basierter Therapien 

maßgeblich gewesen sind (21), stellen auch die Grundlage mehrerer gentherapeutischer 

Ansätze dar.  
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Verschiedene Strategien sind in der Gentherapie in präklinischen Studien entwickelt worden, 

die speziell auf die genetischen Mechanismen der Entstehung und Progression von 

Krebserkrankungen zielen  (22, 23):   

Bei der „Selbstmord-Gen“-Therapie (24, 25) und der onkolytischen Therapie (26) wird der 

fehlenden Proliferationshemmung und Resistenz gegenüber Wachstumsinhibitoren der 

Krebszellen entgegengesteuert, indem Gene in die malignen Zellen eingeführt werden, die 

über apoptotische und nicht-apoptotische Mechanismen zur verstärkten Zelllyse führen (27, 

28). Die antiangiogenetische Gentherapie zielt indes darauf, Gene in Tumore einzubringen, 

die proangiogenetische Signalwege gezielt inhibieren und somit diese essentielle 

Wachstumskomponente solider Tumore hemmen (29). Bei immunmodulatorischen Ansätzen 

der Gentherapie wird außerdem die lokale Immunantwort im Tumor durch den Transfer von 

Genen für proinflammatorische Zytokine verstärkt (30) oder rekombinante DNA-Vakzine 

gegen tumorassoziierte Antigene erstellt, um eine systemische Immunreaktion gegen die 

Krebserkrankung zu fördern (31, 32). Schließlich wurden Strategien entwickelt, um die 

Regulation des Zellzyklus in Tumorzellen zu normalisieren, indem Tumorsuppressor-Gene 

wie p53 in Krebszellen von außen eingeführt wurden (33, 34) oder Onkogene wie c-myc 

durch die Administration kurzer inhibitorischer Gensegemente gezielt an der Expression 

gehindert wurden (35). 

 

Vektorsysteme: Die größte Herausforderung der Gentherapie. 

Obwohl in Zellkulturen eine deutliche Wirkung diverser therapeutischer Gene auf Krebszellen 

nachgewiesen wurde, bleibt die Entwicklung eines effektiven und sicheren Vektorsystems 

zum Gentransfer in lebende Organismen noch immer die größte Herausforderung für die 

klinische Umsetzung der Gentherapie (22).  

Eine Vielzahl von Vektorsystemen befindet sich momentan in der präklinischen und 

klinischen Erforschung, die sich generell in virale und nicht-virale Vektoren einteilen lässt 

(36, 37). 

Aufgrund der natürlichen Eigenschaft von Viren, genetisches Material effizient in Wirtszellen 

einzubringen, bevorzugt die Mehrzahl der Gentherapie-Studien virale Vektoren zum 

Gentransfer (38). Hierbei werden zumeist Vektoren verwendet, die auf Adenoviren oder 

Retroviren basieren, seltener auf Adeno-assoziierte Viren, Herpes simplex-Viren und das 

Pockenvirus (17, 22). Die Hauptunterschiede der einzelnen viralen Vektorsysteme liegen 

hierbei vor allem in Ihren Fähigkeiten zur Langzeit-Integration fremder Gene in das Genom 

der Zielzelle, der Transfektion nicht mehr teilungsfähiger Zellen, Ihrem Tropismus zu 

bestimmten Zellarten, sowie dem Ausmaß der Immunogenität (15, 22). 

Obwohl virale Vektoren in präklinischen Studien einen höchst effektiven Gentransfer 

aufweisen konnten, gibt es bezüglich Ihrer Verwendung beim Menschen noch immer 



Einleitung 
 

3 
 

bedeutende Sicherheitsbedenken (39): Viele virale Vektorsysteme besitzen, wie klinische 

Studien nachgewiesen haben, als Abkömmlinge pathogener Erreger noch immer das 

Potential, Vektor-induzierte Zytotoxizität hervorzurufen (40). Zusätzlich wurden schwere Fälle 

von systemischen Immunreaktionen nach viraler Gentherapie beschrieben, die in einem Fall 

sogar zum Tod des behandelten Patienten geführt hatten (41, 42). Ein weiteres Risiko stellt 

die Gefahr da, dass virale Vektoren durch die Integration der fremden DNA in das Genom 

der Zielzelle mutagen wirken und somit selbst maligne Erkrankungen hervorrufen können 

(39, 43). 

Letztlich konnten virale Vektoren in ersten klinischen Studien jedoch auch hinsichtlich ihrer 

therapeutischen Wirkung die hohen Erwartungen nicht erfüllen, die in sie gelegt worden 

waren (36): Obwohl in China bereits zwei kommerziell erhältliche virale Vektorsysteme für 

die Behandlung von Krebserkrankungen zugelassen sind, haben klinische Phase I-III-

Studien aus den USA und Europa bisher keinen substantiellen Einfluss auf den 

Krankheitsverlauf durch virale Gentherapie in der Onkologie zeigen können (44, 45). 

Vor dem Hintergrund dieser Einschränkungen der viralen Gentherapie wurden diverse nicht-

virale Vektorsysteme entwickelt, die sich allgemein in chemische und physikalische 

Methoden einteilen lassen (46).  

Chemische Verfahren verwenden zum Gentransfer kationische Substanzen, die 

Nukleinsäuren durch deren anionische Phosphat-Reste elektrostatisch binden können und 

durch die Bildung neutraler Komplexe die zelluläre Aufnahme von genetischem Material 

erheblich verstärken (47). Zu den verwendeten Substanzen zählen synthetische oder 

natürlich gewonnene kationische Lipide (48), kationische Polymere wie Polyethylenimin (49) 

oder Chitosan (50) sowie kationische Peptide wie Polylysin (51). 

Physikalische Methoden zielen indes direkt darauf ab, eine transiente Perforation der 

Zellmembran zu bewirken, um über die neu geschaffenen Membranporen die Aufnahme von 

fremden Genen in die Zielzellen zu erleichtern  (46). Verfahren wie die Jet-Injektion (52), der 

hydrodynamische Gentransfer (53) oder ballistische Verfahren wie die Bombardierung mit 

Schwermetall-Partikeln (54) funktionieren dabei im Wesentlichen über den Aufbau eines 

Druckgradienten über die Zellmembran. Im Gegensatz hierzu wird bei der Elektroporation die 

Bildung von Membranporen zur Beschleunigung des Gentransfers über die Applikation 

elektrischer Pulse ermöglicht (55). 

Trotz deutlicher Fortschritte in der nicht-viralen Gentherapie weisen die meisten 

Vektorsysteme noch immer einen ungenügenden Gentransfer auf (47, 56), der deutlich unter 

der Leistung viraler Vektoren liegt (57). Weitere Limitationen nicht-viraler Vektorsysteme sind 

die überwiegend invasive Natur der physikalischen Verfahren sowie toxische und 

immunologische Reaktionen auf chemische Vektoren (46).   
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Vor diesem Hintergrund erscheint es offensichtlich, dass die größte Herausforderung für die 

klinische Umsetzung der Gentherapie nach wie vor die Entwicklung eines sicheren, 

effektiven und nicht-invasiven Vektorsystems darstellt (36, 37).  

 

1.2   Ultraschall-vermittelter Gentransfer 

 

Ultraschall ist als einfach verfügbares, sicheres und kostengünstiges Bildgebungsverfahren 

ein fester Bestandteil der klinischen Routinediagnostik (58). Neben der diagnostischen 

Verwendung ist in den letzten Jahren zunehmend das therapeutische Potential des 

Ultraschalls ins Interesse der Forschung gerückt (59, 60). Im Gegensatz zum diagnostischen 

Ultraschall, bei dem Frequenzen zwischen 1 und 20 MHz sowie geringe Intensitäten für die 

Bildgebung verwendet werden (61, 62), werden für therapeutische Verfahren zumeist 

niedrigere Frequenzen von 20 kHz bis 2.5 MHz (46, 60) bei höheren Ultraschall-Intensitäten 

(0.5 bis 3 W/cm2) angewandt (63-65). Zahlreiche Ultraschall-basierte therapeutische 

Verfahren sind entwickelt worden, die für verschiedene Zwecke wie z.B. zur Thrombolyse, 

zur lokalen Unterstützung medikamentöser Therapien oder zur Überwindung der Blut-Hirn-

Schranke optimiert worden sind (66-68). Auch in der Gentherapie wird Ultraschall als 

vielversprechendes Verfahren erprobt, welches das Potential vorweisen könnte, die 

Beschränkungen anderer Vektorsysteme zu überwinden (69-72). 

 

Sonoporation: Ultraschall-gestützte Zellmembranperforation. 

Niedrigfrequenter Ultraschall besitzt die Eigenschaft, über die Bildung transienter 

Membranporen die Aufnahme von Makromolekülen – wie z.B. DNA oder pharmakologische 

Substanzen – in Zellen zu vereinfachen (73-75). Dieser Mechanismus, der Sonoporation 

genannt wird, ist in seiner Wirkweise im Einzelnen noch nicht vollständig verstanden. Jedoch 

gilt es in der Literatur als gesichert, dass dieser Vorgang überwiegend durch akustische 

Kavitation vermittelt wird (76-78), womit die durch periodische Druckwellen hervorgerufene 

Bildung und Implosion von Gaseinschlüssen in einer Flüssigkeit und der konsekutive 

Energietransfer in das Gewebe beschrieben wird (79). Kleine Gasbläschen, die in einer 

Flüssigkeit entweder bereits in geringem Umfang existieren oder durch Druckwellen neu 

entstehen, zeigen unter Ultraschall-Exposition eine periodische und regelmäßige 

Volumenschwankung, was als nicht-inerte oder stabile Kavitation bezeichnet wird (80, 81). 

Diese stabile Kavitation zeigt nur geringe Bioeffekte auf Gewebe, allerdings kann durch 

höhere Ultraschallenergien eine inerte Kavitation hervorgerufen werden, wobei es zu 

instabilen Oszillationen der Gasbläschen und schließlich zu deren Kollabieren kommt (76). 

Hierdurch wird die akustische Energie des Ultraschalls auf ein sehr geringes Volumen 

konzentriert (82) und es entstehen sekundäre Bioeffekte, die zur Sonoporation und somit zur 

Erhöhung der Zellmembranpermeabilität führen. Hierzu zählen Hochgeschwindigkeits-
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Mikrojets (83), Schockwellen (84, 85) und weitere Strömungsveränderungen (z.B. 

„Microstreaming“) (66) sowie die intrazelluläre Bildung von freien Radikalen und reaktiven 

Sauerstoff-Spezies (86-88) (s. Abbildung 1).  

 

 

 

Der Vorgang der Sonoporation kann dabei durch die Anwesenheit von künstlichen 

Gasbläschen – wie etwa Microbubble-basierte Ultraschallkontrastmittel – um mehrere 

Potenzen  verstärkt werden (59, 89). Microbubbles dienen dabei als Kavitationskerne, die die 

Energieschwelle für das Auftreten von inerter Kavitation senken und somit die Sonoporation 

von Zellen begünstigen (76). Hierbei ist es für die erfolgreiche Sonoporation von 

entscheidender Bedeutung, dass sich die kollabierenden Microbubbles nur wenige 

Mikrometer von den Zielzellen entfernt befinden (90). 

Abgesehen von der Sonoporation werden in der Forschung aktuell noch weitere Ultraschall-

vermittelte Mechanismen diskutiert, von denen angenommen wird, dass sie den Gentransfer 

in die Zielzellen fördern: Hierzu zählen die Induktion der Genaufnahme durch Endozytose 

(91, 92), die Erhöhung der Endothelpermeabilität durch Erzeugung umschriebener Rupturen 

der Kapillargefäße (93, 94) sowie die Auflösung von Zell-Zell-Verbindungen (95, 96). 

Mehrere Studien beschreiben als Folge dessen eine Extravasation systemisch verabreichter 

Genvektoren über die Endothelbarriere ins Interstitium sowie die Transfektion perivaskulärer 

Zellen (3, 69, 97-99). Zusätzlich wurde nachgewiesen, dass Ultraschall-vermittelter 

Gentransfer mit Microbubbles auch den intrazellulären Gentransport in den Zellkern 

begünstigt (63). Abhängig von der Art des verwendeten genetischen Materials und anderen 

Faktoren wie z.B. der Wahl des Promotors kann nach Ultraschall-vermitteltem in-vivo-

Abbildung 1. Potentielle Mechanismen der Sonoporation. Verschiedene Mechanismen sind 

beschrieben worden, die der Ultraschall-induzierten Zellmembranperforation zugrunde liegen. Hierzu 

zählen die Induktion von Mikroströmungen (Microstreams) durch oszillierende Gasbläschen (A), die 

Emission von Schockwellen (B) und die Bildung freier Radikale (C) durch kollabierende Gasbläschen.  

Außerdem kann das asymmetrische Kollabieren von Gasbläschen an Zelloberflächen zu Mikrojets 

führen, die die Zellmembran perforieren (D). Modifiziert nach Panje et al. (1). 
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Gentransfer eine Genexpression bis zu mehrere Monate lang in den Zielzellen 

nachgewiesen werden (100). 

 

Microbubbles: Kontrastmittel und Mediatoren der Sonoporation. 

Microbubbles werden als Ultraschallkontrastmittel z.B. in der Echokardiographie (101, 102) 

sowie in der nicht-invasiven Abklärung fokaler Leber- und Nierenläsionen (103, 104) bereits 

routinemäßig in der Klinik verwendet. Sie besitzen einen mittleren Durchmesser von 1 bis 8 

µm und bestehen aus einem Gaskern (meist Perfluorverbindungen), der durch eine Hülle 

aus Lipiden oder Proteinen stabilisiert wird (105). Microbubbles stellen ein intravaskuläres 

Kontrastmittel dar, das nach intravenöser Injektion ein ähnliches Fließverhalten in der 

Mikrozirkulation wie Erythrozyten aufweist und sich somit auch zur Quantifikation des 

kapillären Blutflusses eignet (58, 106). Studien zur in-vivo-Biodistribution haben 

nachgewiesen, dass Microbubbles innerhalb weniger Minuten aus dem vaskulären 

Kompartiment eliminiert und hauptsächlich durch das retikuloendotheliale System in der 

Leber und in der Milz abgebaut werden (107-109). Die Halbwertszeit der Microbubbles kann 

durch eine Umhüllung der Oberfläche mit Polymeren wie Polyethylenglykol (PEG) deutlich 

verlängert werden, da hierdurch die elektrostatischen Wechselwirkungen mit 

Serumproteinen, die Aggregation von Microbubbles und die Aufnahme durch 

retikuloendotheliale Zellen verringert werden (110).  

Mehrere Microbubble-basierte Kontrastmittel sind mittlerweile kommerziell erhältlich und 

weltweit in über 60 Ländern zugelassen, darunter auch von der Europäischen Arzneimittel-

Agentur (EMEA) und der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) (111, 112).   

 

Ablauf des Gentransfers mittels Ultraschall. 

Für den Ultraschall-vermittelten in-vivo-Gentransfer mit Microbubbles werden folgende 

Schritte durchlaufen (s. Abbildung 2): Zunächst werden Microbubbles und das genetische 

Material entweder systemisch oder direkt in das Zielorgan, z.B. in einen Tumor, injiziert (98, 

113). Hierauf erfolgt die lokale Ultraschall-Exposition an einer bestimmten Körperregion, 

wodurch auch bei systemischer Injektion der Gentransfer auf die Zielregion beschränkt bleibt 

(97). Die Microbubbles werden im Ultraschallfeld zerstört und verstärken dabei die 

Sonoporation und somit die intrazelluläre Aufnahme des genetischen Materials (69, 71). Die 

Effektivität des Gentransfers kann hierauf entweder direkt durch direkte Bestimmung der 

Genexpression in den Zielzellen oder indirekt durch Reportergenbildgebung (s.u.) oder durch 

den therapeutischen Effekt bestimmt werden (114).     
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Die Mehrheit der experimentellen Studien zu Ultraschall-vermitteltem Gentransfer verwendet 

klinisch zugelassene Microbubbles als Kavitationskerne zur Verstärkung der Sonoporation, 

ohne dass es zu weiterer Interaktion zwischen dem genetischen Material und den zumeist 

ungeladenen oder anionischen Microbubbles kommt (69, 105). Vorteile dieser Microbubble-

Arten sind die einfache Verfügbarkeit sowie das Potential zur schnelleren klinischen 

Umsetzung durch die bereits vorhandene Zulassung für medizinische Zwecke. Erste 

präklinische Studien zeigten jedoch die Notwendigkeit relativ hoher Dosen an Microbubbles 

und genetischem Material für einen erfolgreichen Gentransfer, was unter anderem auf den 

raschen enzymatischen Abbau der applizierten DNA oder RNA durch Endonukleasen 

zurückgeführt werden kann (115, 116).  

 

Microbubbles als Gentransporter. 

Um diese Limitationen konventioneller Microbubbles zu überwinden, befassen sich jüngere 

Studien mit der Entwicklung kationischer Microbubbles, die nicht allein zur Sonoporation der 

Zielzellen führen, sondern auch als Gentransporter agieren und genetisches Material 

komplexieren können (97, 117, 118).  Durch die Verwendung kationischer Peptide oder 

Lipide in der Microbubble-Synthese werden anionische Nukleinsäuren über elektrostatische 

Abbildung 2. Ultraschall-vermittelter Gentransfer mit Microbubbles nach systemischer 

Injektion von Microbubbles und DNA. (A) Systemisch injizierte Microbubbles (MB) und genetisches 

Material (DNA) zirkulieren im Kreislauf. (B) Microbubbles oszillieren bei Ultraschallexposition, bis sie 

schließlich kollabieren. (C) Das Kollabieren der Microbubbles bewirkt einen Energietransfer auf das 

Gewebe, wodurch es zur Membranperforation von umgebenden Zellen kommt. Genetisches Material 

kann in Folge dessen vereinfacht in Endothelzellen und perivaskuläre Stromazellen eindringen. 

Modifiziert nach Panje et al. (1). 
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Wechselwirkungen an der Oberfläche der Microbubbles (97) oder in deren Kern (119, 120)  

gebunden.  Kationische Microbubbles können mit verschiedenem genetischen Material durch 

Koinkubation beliebig beladen werden, wobei Plasmid-DNA (121) genauso wie 

Oligonukleotide (118) verwendet werden können. 

Durch die elektrostatische Bindung des genetischen Materials soll erreicht werden, dass die 

Microbubbles ihre Ladung vor enzymatischem Abbau schützen und erst durch ihre 

Ultraschall-vermittelte Zerstörung im gewünschten Gewebe gezielt wieder freisetzen, 

wodurch insgesamt eine Verstärkung des Gentransfers erwartet wird (s. Abbildung 3) (69, 

99, 115).  

 

 

Obwohl die theoretischen Vorteile kationischer Microbubbles zur Verstärkung des 

Ultraschall-vermittelten Gentransfers naheliegend sind, ist zum Zeitpunkt der Anfertigung der 

vorliegenden Arbeit diese erhöhte Transfektion allerdings noch in keiner direkten 

Vergleichsstudie zwischen konventionellen und kationischen Microbubbles gesichert 

nachgewiesen worden. 

Abbildung 3. Microbubbles als Gentransporter. Konventionelle neutrale Microbubble-Typen 

verstärken die Ultraschall-vermittelte Sonoporation von Zellen, zeigen aber keine Interaktion mit DNA 

und anderem genetischem Material. Therapeutische Gene sind somit nach systemischer Injektion der 

enzymatischen Degradation durch DNasen ausgesetzt (A). Neuere Microbubble-Typen sind in der 

Lage, durch ihre positive Oberflächenladung genetisches Material auf ihrer Hülle zu binden und somit 

vor Degradation zu schützen (B). Modifiziert nach Panje et al. (1).  
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1.3  Reportergen-Bildgebung und Biolumineszenz 

 

Die Reportergen-Bildgebung stellt eine elegante Methode dar, den Gentransfer in 

Zellkulturen oder in lebende Organismen zu quantifizieren und somit eine Basis für 

Optimierungsstudien zu schaffen, bevor therapeutische Gene verwendet werden (122, 123). 

Außerdem besteht die Möglichkeit, die Genexpression über einen bestimmten Zeitraum 

nicht-invasiv zu untersuchen, ohne dass die Entnahme von Gewebeproben oder die 

Extraktion von Zellproteinen hierfür notwendig wären (124). Ein Reportergen kodiert 

gewöhnlicherweise für ein nicht-therapeutisches Protein, dessen Expression durch 

verschiedene Bildgebungsmethoden beobachtet werden kann und in transfizierten Zellen 

verglichen zum umliegenden Gewebe einen messbaren Signalanstieg hervorruft (125). Am 

häufigsten kommen hierbei optische Bildgebungsverfahren wie die Biolumineszenz und die 

Fluoreszenz zur Anwendung (126).  

In der Biolumineszenzbildgebung werden Gene für bestimmte Enzyme wie die Luziferase in 

Zellen eingebracht, die nach ihrer Expression als interne biologische Lichtquelle dienen 

(127). Nach Gabe eines spezifischen Enzymsubstrats, hier D-Luciferin, katalysieren die 

Enzyme energieabhängige Reaktionen unter Emission von Photonen in einer bestimmten 

Wellenlänge, die mit speziellen CCD-Sensoren (charge coupled device) quantifiziert werden 

können (128).  

Im Gegensatz hierzu kodieren Fluoreszenz-Reportergene für Proteine wie z.B. das green 

fluorescent protein (GFP), die nach Exzitation durch eine äußere Lichtquelle selbst Photonen 

in einer größeren Wellenlänge emittieren (129). 

Eines der ältesten Reportergene stellt das bakterielle Gen LacZ aus Escherichia coli dar, das 

für das Enzym ß-Galaktosidase kodiert welches die Hydrolyse von ß-Galaktosiden in 

Monosaccharide katalysiert (130). Für den qualitativen Nachweis der Expression der ß-

Galaktosidase wird das artifizielle ß-Galaktosid X-gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-ß-D-

glucuronsäure) verwendet, das enzymatisch katalysiert in 5-Brom-4-chlor-indoxyl und den 

tiefblauen Farbstoff 5,5‘-Dibrom-4,4‘-dichlor-indigo gespalten wird, welcher nach 

erfolgreicher Transfektion in Gewebeschnitten nachgewiesen werden kann (131).   

Mehrere Studien haben bereits durch Reportergen-Bildgebung nachgewiesen, dass durch 

Ultraschall-vermittelten Gentransfer mit Microbubbles eine erfolgreiche Transfektion von 

Zellkulturen und verschiedenen Zielorganen im lebenden Organismus erreicht werden kann 

(97, 132-135). Insbesondere ist diese Technik verwendet worden, um die Auswirkung 

verschiedener experimenteller Einflussgrößen wie Microbubble-Typen und -Dosierung, 

Gendosis und Ultraschall-Parameter auf den Gentransfer im Rahmen von 

Optimierungsstudien zu quantifizieren (100, 136-139). 
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1.4  Hypothesen und Fragestellung 

 

Basierend auf den zuvor beschriebenen Annahmen stellten wir die Hypothese auf, dass die 

Verwendung von kationischen Microbubbles, die als Gentransporter agieren und DNA auf 

ihrer Oberfläche binden können, im Vergleich zu neutralen Microbubbles ohne Interaktion mit 

der DNA zu einer Steigerung des Ultraschall-vermittelten Gentransfers führen kann.  

Obwohl die theoretischen Vorteile kationischer Microbubbles naheliegend sind und von 

mehreren Autoren angenommen werden (69, 105, 115), ist zum Zeitpunkt der Anfertigung 

der vorliegenden Arbeit diese Steigerung des Gentransfers in keiner direkten 

Vergleichsstudie zwischen konventionellen und kationischen Microbubbles gesichert 

nachgewiesen worden. 

Das Ziel dieser Studie war es folglich zunächst, kationische Microbubbles und neutrale 

Kontroll-Microbubbles auf ihre Eigenschaft zu überprüfen, DNA zu binden und vor 

enzymatischem Abbau zu schützen. 

Hierauf folgend wurde der Ultraschall-vermittelte Gentransfer mit beiden Microbubble-Typen 

in der Zellkultur und im in-vivo-Tumormodell miteinander verglichen, um zu bestätigen, dass 

die Eigenschaften kationischer Microbubbles tatsächlich in einer Steigerung des 

Gentransfers resultieren. 

Schließlich wurde in einer in-vivo-Optimierungsstudie untersucht, welchen Einfluss 

verschiedene Microbubble- und DNA-Dosierungen auf den Ultraschall-vermittelten 

Gentransfer mit kationischen und neutralen Microbubbles besitzen. Hierbei wurde 

insbesondere analysiert, inwiefern kationische Microbubbles bei den verschiedenen 

untersuchten Dosierungen jeweils eine relative Steigerung des Gentransfers bewirken 

können. 
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2 Material und Methoden 
 

 

2.1 Reportergen-Plasmide 

 

Verwendete Reportergen-Plasmide. 

Für die folgenden in-vitro- und in-vivo-Versuche wurden folgende kommerziell erhältliche 

Biolumineszenz-Reportergene und Plasmid-Vektoren verwendet: 

a) Für die initialen in-vitro-Studien und für die in-vivo-Studie im Tumormodell wurde das 

Reportergen Click beetle Luciferase (Cbluc) im pcDNA 3.1-Plasmidvektor mit Puromycin-

Resistenz und unter Kontrolle des Cytomegalievirus-Promoters verwendet (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). 

b) Für die folgende Optimisierungsstudie  wurde das kodon-optimierte Reportergen Firefly 

luciferase 2 (Fluc2) im pGL4-Plasmidvektor mit Neomycin-Resistenz und unter Kontrolle 

des Cytomegalievirus-Promoters verwendet (pGL4.51-Vektor; Promega, Madison, WI, 

USA). Das ursprünglich vom Leuchtkäfer (Photinus pyralis) stammende Luziferase-Gen 

wurde hierbei durch Basenaustausch an den genetischen Code von Säugerzellen 

angepasst, um eine maximale Expression in den verwendeten Zellreihen und 

Versuchstieren zu gewährleisten. 

c) Für die ex-vivo-Analyse der lokalen Ausdehnung der Transfektion wurde zusätzlich das 

Reportergen ß-Galaktosidase (ß-gal) im pcDNA 3.1-Plasmidvektor mit Puromycin-

Resistenz und unter Kontrolle des Cytomegalievirus-Promoters verwendet (Invitrogen). 

 

Plasmidamplifikation durch Transformation und Kultur kompetenter E. coli-Bakterien. 

Die Amplifikation der verwendeten Plasmide erfolgte in kompetenten E. coli-DH5α-Zellen 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) den Herstellerangaben entsprechend (140).   

Bei -80° C gelagerte DH5α-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und jeweils 50 μl in Eppendorf-

Reaktionsgefäße aufgeteilt. Nicht benötigte Zellen wurden im Trockeneis-Ethanol-Bad erneut 

eingefroren und bei -80° C konserviert. 

10 ng der jeweiligen Plasmid-DNA (Cbluc, ß-gal bzw. Fluc2) wurden den Reaktionsgefäßen 

hinzugegeben, bevor sie für 30 min auf Eis inkubiert wurden. Anschließend wurden die 

Plasmid-Zell-Lösungen für 20 sec einem Hitzeschock bei 42° C im Wasserbad ausgesetzt. 

Nach 2 min Abkühlung auf Eis wurde den Proben jeweils 950 μl vorgewärmtes autoklaviertes 

LB-Medium (LB Broth 25g/l; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) hinzugegeben und es 

erfolgte eine Inkubation bei 37° C für eine Stunde auf einem Schüttler bei 225 rpm. 

200 μl der Proben wurden jeweils auf eine vorgewärmte selektive Agarplatte (50μg/ml 

Puromycin bei CBluc und ß-gal bzw. Neomycin bei Fluc2) transferiert und über Nacht bei 37° 

C inkubiert. 
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Am Folgetag erfolgte die Kultur der kompetenten Bakterien und die Plasmidextraktion mittels 

des Endotoxin Free Maxiprep Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) den Herstellerangaben 

entsprechend (141), um eine mögliche Verunreinigung der Plasmid-DNA mit bakteriellen 

Endotoxinen und eine daraus folgende systemische Reaktion nach Injektion in den 

Versuchstieren zu vermeiden.  

Eine einzelne Bakterienkolonie der Agarplatten wurde in 5 ml LB-Medium mit 50 μg/ml des 

selektiven Antibiotikums  für 8 Stunden auf einem Schüttler (300 rpm) bei 37° C inkubiert. 

200 μl der Startkultur wurden darauf folgend in 250 ml selektives LB-Medium transferiert und 

für weitere 16 Stunden inkubiert. Durch Zentrifugation (JA10 Zentrifuge; Beckman Coulter, 

Brea, CA, USA) der Kulturen bei 6000 g für 4 min bei 4° C und Verwerfen des Überstandes 

wurden die Bakterien vom Nährmedium getrennt und anschließend in 10 ml RNase-haltigen 

P1-Puffer resuspendiert.  

Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 10 ml P2-Puffer und Inkubation bei Raumtemperatur für 

5 min und wurde durch anschließende Gabe von 10 ml des P3-Puffers gestoppt. 

Die Lösung wurde anschließend im QIAfilter-Modul filtriert und ca. 25 ml des Filtrates wurden 

mit 2,5 ml ER (endotoxin removal)-Puffer nach gründlichem Mischen für 30 min auf Eis 

inkubiert. In der Lösung enthaltene bakterielle Endotoxine wurden im QIAGEN-tip-

Filtersystem mit zweifacher Gabe von 30ml QC-Puffer ausgewaschen. 

Die Plasmid-DNA wurde durch 15 ml QN-Puffer aus dem Filtersystem herausgewaschen und 

nach Zugabe von 10,5 ml Isopropanol zur Präzipitation durch Zentrifugation (15000 g für 30 

min bei 4°C) aus der Lösung getrennt. 

Nach Verwerfen des Überstandes wurde die DNA mit 5 ml endotoxinfreier 70%iger 

Ethanollösung gewaschen und erneut für 10 min bei 15000 g zentrifugiert. Die zentrifugierte 

Plasmid-DNA wurde für 10 min luftgetrocknet und schließlich in TE-Puffer resuspendiert.  

Die DNA-Konzentration wurde durch Absorptionsmessungen (260 nm) mittels 

Spektrophotometrie (Agilent, Santa Clara, CA, USA) bestimmt.   

Die Integrität der amplifizierten Plasmide wurde mittels Gel-Elektrophorese (siehe Abschnitt 

2.8) im Vergleich mit den vom Hersteller direkt bezogenen Plasmiden bestätigt. 

 

2.2 Microbubbles 

 

Kationische Microbubbles (BG6775; Bracco, Genf, Schweiz) wurden unter Verwendung von 

Perfluorobutan sowie folgenden Lipiden und Phospholipiden hergestellt: 1,2-Distearoyl-sn-

Glycero-3-Phosphocholin (DSPC; Avanti Olar Lipids, Alabaster, AL, USA), 1,2-Dipalmitoyl-

sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin-N-[Methoxy(polyethylenglykol)-5000] (DPPE-PEG5000, 

Avanti Polar Lipids), Palmitinsäure (Fluka, Buchs, Schweiz) und zusätzlich 20 mol% 1,2-

Distearoyl-3-Trimethylammonium-Propan (DSTAP; Avanti Polar Lipids) zum Einbringen der 
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positiven Ladung in die Microbubbles-Hülle. Neutrale Kontroll-Microbubbles (BG6895; 

Bracco, Genf, Schweiz)  wurden bis auf das Weglassen von positiv geladenen Phospholipid 

DSTAP in identischer Weise hergestellt (s. Abbildung 4). 

Beide Arten von Microbubbles wurden nach Lyophilisation bei 4°C in versiegelten Ampullen 

gelagert, die mit Perfluorobutan und Stickstoff gefüllt waren, und in dieser Form unserem 

Labor zur Verfügung gestellt. Microbubbles-Lyophilisate wurden direkt vor den jeweiligen 

Experimenten in steriler 0.9% Kochsalzlösung (154mM NaCl) resuspendiert. Microbubbles 

und DNA wurden vor allen Experimenten für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, um 

ladungsabhängige Bindungen zu ermöglichen. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4. Schematische Darstellung der verwendeten neutralen (A) und kationischen (B) 

Microbubbles. Die Hülle beider Microbubble-Typen setzt sich aus den gleichen Phospholipiden 

zusammen, wobei bei den kationischen Microbubbles die posive Oberflächenladung durch Zugabe 

von DSTAP (C) erreicht wurde. Beide Microubbble-Arten wurden mit Polyethylenglycol (PEG5000) 

ummantelt, um die Stabilität der Microbubbles zu erhöhen (D). Modifiziert nach Wang et al. (3).   
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2.3 Zell-Linie für in-vitro-Experimente und Tumorimplantation  

 

Murine Angiosarkom-Endothelzellen (SVR) wurden von der American Tissue Type Collection 

(Manassas, VA, USA) erworben und in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) unter Zugabe von 10% fetalem Kalbsserum, L-Glutamin (Invitrogen) und 

jeweils 100 U/ml Penicillin sowie Streptomycin (Invitrogen) kultiviert.  

Die Zellen wurden in einem Inkubator (Heratherm; Thermo Scientific, Barrington, IL, USA)  

bei 37°C Feuchtluft und 5% CO2-Atmosphäre bis 70-80% Konfluenz wachsen gelassen. Die 

Lösung der Zellen von den Kulturbehältern erfolgte nach mehrmaliger Spülung mit Phosphat-

gepufferter 0,9% NaCl-Lösung (PBS; Invitrogen) durch Inkubation mit Trypsin für 5 min bei 

37°C. Die Zellen wurden anschließend in 15 ml Nährmedium verdünnt und durch 

Zentrifugation (5 min bei 400g, danach 3 min bei 800 g; Centrifuge 5417R; Eppendorf, 

Hauppauge, NY, USA) separiert. Nach Resuspension in PBS erfolgte die Quantifikation im 

Hämozytometer (Hausser Scientific, Horsham, PA, USA) in 1:10 Verdünnung von 10 µl 

Zellsuspension mit 45 µl PBS und 45 µl Trypanblau (Invitrogen). Die Zellen wurden 

anschließend in der vorgesehenen Anzahl für die in-vitro-Experimente sowie für die 

subkutane Tumorimplantation verwendet. 

 

2.4 Versuchstiere 

Als Versuchstiere wurden weibliche, sechs bis acht Wochen alte thymusaplastische 

Nacktmäuse (Crl:NU(NCr)-Foxn1
nu

) von der Firma Charles River (Wilmington, MA, USA) 

direkt bezogen. Die Mäuse wurden in Gruppen zu maximal fünf Tieren in Käfigen in einem 

klimatisierten Raum bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12/12 Stunden gehalten. Wasser 

und Trockenfutter (Pharmserv, Framingham, MA, USA) standen hierbei jederzeit frei zur 

Verfügung. Alle Tierexperimente wurden vom Administrative Panel on Laboratory Animal 

Care der Stanford University genehmigt (s. Anhang). Die Anleitung zur Arbeit mit den 

Versuchstieren erfolgte durch den Kurs Small Animal Care des Veterinary Service Center 

der Stanford University sowie durch den Betreuer. 

 

2.5 Charakterisierung der Microbubbles nach Größenverteilung und Ladung  

 

Kationische und neutrale Microbubbles wurden jeweils vom Hersteller auf die 

Größenverteilung mit  einem Coulter-Zähler (Multisizer 3; Beckman Coulter, Nyon, Schweiz) 

untersucht. Die Größe der Microbubbles wurde als mittlerer Durchmesser (Dn) sowie als 

volumenbasierter mittlerer Durchmesser (Dv) errechnet.  
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Die  Ladung der Microbubbles wurde als Zeta-Potential gemessen. Hierfür wurden die 

Microbubbles jeweils  in 1 mM NaCl (pH 7,4) resuspendiert und die Ladung mittels Laser-

Doppler-Elektrophorese (ZetaSizer 3000; Malvern Instruments, Malvern, England) bestimmt. 

 

2.6 Nachweis der nicht-kovalenten DNA-Bindung auf Microbubble-Oberflächen  

 

Durch den folgenden Versuch sollte in vitro der Nachweis für die Bindung von DNA an der 

Oberfläche der kationischen Microbubbles erbracht und der angenommene Unterschied zu 

den neutralen Kontroll-Microbubbles aufgezeigt werden. 

pDNA wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff YOYO-1 (Invitrogen) entsprechend den 

Herstellerangaben markiert: 1 mM YOYO-1 wurde in Tris-Azetat-Puffer (40mM Tris-Azetat, 2 

mM EDTA, pH 8.0) im Verhältnis 1:100 verdünnt. Zur Markierung von 1 µg DNA wurden 30 

µl der verdünnten YOYO-1-Lösung (Invitrogen) und eine Inkubationszeit von 30 min in einem 

lichtdichten Reaktionsgefäß verwendet. 5 µg fluoreszenzmarkierter pDNA wurden mit 5x108 

kationischen oder neutralen Microbubbles in 0.9% NaCl-Lösung in einem Gesamtvolumen 

von 400 µg für 15 min inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben im Verhältnis 1:10 

verdünnt und auf ungeladene Objektträger (Invitrogen) aufgetragen. Digitale Fluoreszenz- 

und Hellfeld-Bilder wurden mit einem mit einem fokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Carl 

Zeiss MicroImaging, Thornwood, NY, USA) aufgenommen. Für die Fluoreszenz-Aufnahmen 

wurde ein Argon-Laser (488 nm) verwendet. Alle Versuche erfolgten in dreifacher 

Ausführung.   

 

2.7 Quantifikation der durch Microbubbles gebundenen DNA-Menge  

 

Nach der Demonstration der gebundenen DNA auf der Microbubbles-Oberfläche mittels 

Fluoreszenzmikroskopie stellte der nächste Versuch eine Möglichkeit dar, die durch die 

Microbubbles gebundene DNA-Menge zu quantifizieren (s. Abbildung 5). 

Die Bestimmung der gebundenen DNA-Menge erfolgte indirekt durch die Messung der 

ungebundenen Fraktion. Hierfür wurde sich die Eigenschaft der Microbubbles zunutze 

gemacht, durch ihren Gaskern in wässrigen Lösungen aufzusteigen und nach einiger Zeit 

eine Schicht oberhalb der Lösung zu bilden. Durch vorsichtige Zentrifugation kann dieser 

Vorgang beschleunigt werden, ohne die Integrität der Microbubbles signifikant zu 

beeinflussen (97). Die durch Microbubbles gebundene DNA wird somit der Lösung entzogen, 

was sich in einem Abfall der Konzentration im Unterstand zeigt.  
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Kationische und neutrale Microbubbles wurden in 0.9% gepufferter NaCl-Lösung 

resuspendiert, um eine Konzentration von 1,4 x 109 Microbubbles / ml zu erhalten. Das 

Plasmid pCMV-Fluc2 wurde durch Photospektrometrie bei 260 nm quantifiziert. 

Jeweils 5 x 108 kationische oder neutrale Microbubbles wurden für 15 Minuten mit 

unterschiedlichen Mengen des Plasmids (5, 10, 20, 40, 60 und 80 µg) in einem Volumen von 

1.6ml 0.9% NaCl bei Raumtemperatur inkubiert. Um eine Flotation der gasgefüllten 

Microbubbles zu verhindern, wurden die Proben während der Inkubation auf einer Labor-

Schaukel (Frequenz 30/min; PMR-30; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) gelagert. 

Nach der Inkubation wurde das gesamte Volumen jeder Probe in eine verschlossene 3-ml-

Polycarbon-Spritze transferiert und anschließend für 8 min bei 200 g in einer 

Schwenkbecherzentrifuge (Legend Mach 1.6R; Sorvall, Waltham, MA, USA) zentrifugiert, um 

die gasgefüllten Microbubbles von der restlichen Lösung mit der ungebundenen DNA zu 

trennen. 

Eine kleine Menge des Unterstandes (200 µl) wurde aus der Spritze abgelassen, ohne die 

Microbubbles-Schicht zu beeinflussen. Die Probe wurde daraufhin in einen Zentrifugalfilter 

(0.45 µm, Millipore, Billerica, MA, USA) transferiert, um die Lösung von verbliebenen 

Microbubbles-Debris zu reinigen und somit eine erhöhte Hintergrund-Absorption bei der 

photometrischen DNA-Quantifikation zu vermeiden. Durch Pilotstudien wurden zuvor die 

Abbildung 5. Schematischer Ablauf der indirekten Quantifikation der an kationischen 

Microbubbles gebundenen DNA. Durch vorsichtige Zentrifugation wird die Eigenschaft der 

Microbubbles (MB) verstärkt, durch ihren Gaskern zu flotieren, sodass sich oberhalb der Lösung eine 

Schicht aus Microbubbles und gebundener DNA bildet. Nach Zentrifugation zeigt sich 

spektrophotometrisch im Unterstand eine verringerte Konzentration der freien DNA im Vergleich zur 

Kontrollgruppe als indirekter Nachweis der DNA-Bindefähigkeit der Microbubbles. 
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Herstellerangaben bestätigt, dass die Zentrifugalfilter durchlässig für DNA, aber nicht für 

Microbubbles seien. 

Nach Zentrifugation der Filter mit maximaler Geschwindigkeit (14000 g) für 5 min wurde die 

DNA-Konzentration im Filtrat photometrisch im Vergleich zu einer Standardkurve bestimmt. 

Die Menge an ungebundener DNA in der Probe wurde aus dem Produkt von DNA-

Konzentration im Unterstand und dessen Volumen errechnet. Die von Microbubbles 

gebundene DNA wurde als Differenz der Mengen von Gesamt-DNA in der Probe und 

ungebundener DNA berechnet. 

Die Experimente erfolgten in dreifacher Ausführung. 

 

2.8 Nachweis des Schutzes vor Degradation durch DNA-Bindung  

 

Um die protektiven Eigenschaften von kationischen gegenüber neutralen Microbubbles bei 

der DNA-Degradation durch Endonukleasen darzustellen, wurde DNA zu beiden Arten der 

Microbubbles gegeben und anschließend mit DNase I inkubiert, wonach das Ausmaß der 

Degradation durch Gelelektrophorese analysiert wurde. 

10 µg DNA wurden mit 1x108 kationischen oder neutralen Microbubbles in 100 µl 1 mM 

NaCl-Lösung für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die Bildung von DNA-

Microbubble-Komplexe zu ermöglichen. Die Proben wurden im Folgenden auf ein 

Gesamtvolumen von 200 µl verdünnt und mit 0,02 units der DNase I (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, USA) für 15 min bei 37° C inkubiert (115). Die Reaktion wurde nach Ablauf der 

Zeit durch die Zugabe von 20 µl Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA; Endkonzentration 5 

mmol/L; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) beendet, wodurch die DNase I-Aktivität inhibiert 

wurde. Anschließend wurden die Proben mit 1mM NaCl-Lösung auf ein Gesamtvolumen von 

400 µl verdünnt. Die an Microbubbles gebundene DNA wurde von der ungebundenen pDNA 

durch Zentrifugation für 30 min bei 200 g unter Verwendung eines Zentrifugationsfilters mit 

einer Porengröße von 0,45 µm (Millipore) getrennt. Das Filtrat wurde direkt zur 

photometrischen Quantifizierung der ungebundenen DNA (siehe oben) verwendet. 

Die oberhalb des Filters an den Microbubbles gebundene DNA wurde im folgenden Schritt 

mit 200 µl einer 5 M NaCl-Lösung inkubiert und bei 2000 g für 10 min erneut zentrifugiert. 

Hierdurch wurde die ladungsabhängige Interaktion der DNA und Microbubbles aufgehoben 

und die vormals gebundene DNA von den Microbubbles separiert. Die Extraktion der DNA 

aus der hochmolaren NaCl-Lösung erfolgte mittels Purifikationssäulen (QIAquick; Qiagen, 

Valencia, CA, USA) entsprechend den Herstellerangaben, um anschließend eine 

photometrische Quantifizierung zu ermöglichen (siehe oben). 

Das Ausmaß der DNA-Degradation in den einzelnen Versuchsgruppen wurde im Folgenden 

durch Gelelektrophorese ermittelt. 0,8% Agarose-Gel (Seakem Agarose; Fisher Scientific, 

Pittsburgh, PA, USA) wurde mit einer 1:50-Verdünnung des TAE-Puffers (2 M Tris-Azetat, 50 
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mM EDTA; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) unter Zugabe von 0,5 µg/ml Ethidiumbromid (Bio-

Rad, Hercules, CA)  anfertigt und je Versuchsgruppe mit 1 µg DNA und 2 µl Bluejuice gel 

loading buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) beladen. Die DNA-Gel-Elektrophorese 

(Elektrophorese-Kammer: Wide Mini-Sub (R) Cell-GTI; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) erfolgte 

für 45 min bei 100 V. Die mit Ethidiumbromid angefärbten Banden wurden anschließend 

unter UV-Licht digital fotografiert (2UV Transilluminator; UVP, Upland, CA, USA).    

Als Kontrollgruppen ohne Zusatz von Microbubbles dienten a) DNA ohne DNase I; b) DNA 

und DNase I; c) DNA, DNase I und sofortige Inhibition durch EDTA. Alle Kontrollgruppen 

durchliefen die gleichen Schritte wie die Versuchsgruppen, wobei das fehlende Volumen der 

Microbubbles durch 1mM NaCl-Lösung ausgeglichen wurde. 

Der gesamte Versuch wurde jeweils dreifach für beide verwendete Plasmide wiederholt. 

 

2.9 Ultraschall-vermittelter in-vitro-Gentransfer in Zellkulturen 

 

Versuchsdurchführung. 

Die relative Verstärkung von Ultraschall-vermitteltem Gentransfer durch kationische 

Microbubbles im Vergleich zu neutralen Kontroll-Microbubbles wurde zunächst in der 

Zellkultur ermittelt. Da Microbubbles aufgrund ihres Gaskernes in Flüssigkeiten allmählich 

aufsteigen, wurde der Kontakt zwischen Zellen und Microbubbles maximiert, indem die 

Zielzellen oberhalb der Microbubbles-DNA-Lösung platziert wurden (s. Abbildung 6).  

SVR-Zellen wurden mit einem Hämozytometer quantifiziert (siehe oben). Jeweils 1x105 

Zellen wurden auf  sterile Glasplatten (2.5 cm Durchmesser; VWR Scientific, West Chester, 

PA, USA) gegeben und für 24 h bei 37°C inkubiert. Die Transfektion fand am Folgetag statt, 

wobei die Glasplatten mit den SVR-Zellen auf Mikroplatten (6 Vertiefungen; BD Biosciences, 

Bedford, MA, USA) transferiert wurden. Die Glasplatten wurden durch einen ringförmigen 

Einsatz in den Vertiefungen auf einer konstanten Höhe fixiert, sodass die zellbewachsene 

Seite nach unten zur Lösung zeigte. 

Die SVR-Zellen wurden auf diese Weise einer Lösung aus 4 µg DNA sowie 5 x 107 

kationischen Microbubbles, neutralen Kontroll-Microbubbles oder keinen Microbubbles in 6 

ml Opti-MEM-Medium (Invitrogen) ausgesetzt. Um ein Aufsteigen der Microbubbles in 

Richtung der Zellen zu ermöglichen, wurde 5 min vor Beginn der Ultraschall-Exposition 

gewartet. 4ml zusätzliches Medium wurde oberhalb der Glasplatte hinzugegeben und  die 

Zellen für 1 min dem therapeutischen Ultraschall (1MHz, 1 W/cm2, 20% DC; Sonitron 2000; 

Rich-Mar, Chattanooga, TN, USA) mittels eines in das Medium eingetauchten runden 

Ultraschall-Kopfes (20 mm Durchmesser) ausgesetzt. 

In einer weiteren Kontrollgruppe wurden die Zellen wie oben beschrieben der Microbubble-

DNA-Lösung ausgesetzt, allerdings nicht dem Ultraschall. 
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Um die Bildung von stehenden Wellen zu minimieren, wurde der Versuch in einem 37° C 

warmen, entgasten Wasser-Bad durchgeführt, an dessen Boden Ultraschall-absorbierendes 

Gummi (100) angebracht wurde. 

Nach der Transfektion wurden die Glasplatten mit der zellbewachsenen Seite nach oben 

gedreht. Nach einer Stunde wurde 1 ml (= 10 vol%) fetales Kälberserum (Invitrogen) als 

Nährlösung hinzugefügt, und die Zellen wurden wie oben beschrieben für 24 Stunden weiter 

inkubiert. 

 

 

 
 

Quantifizierung der Transfektion durch den normalisierten Luziferase-Assay. 

Der Ultraschall-vermittelte Gentransfer in Zellkulturen wurde quantifiziert, indem die Aktivität 

des Reportergens Luziferase in der Zellkultur 24 Stunden nach der Transfektion im 

Verhältnis zur Zellproteinmenge bestimmt wurde. Hierfür wurde das Luciferase Assay Kit 

(Promega, Madison, IL, USA) entsprechend den Herstellerangaben verwendet: 

Abbildung 6. Experimenteller Aufbau für den Ultraschall-vermittelten Gentransfer in 

Zellkulturen. SVR-Endothelzellen wurden auf Plastikscheiben kultiviert, die für die Transfektion 

umgedreht wurden, damit die Zellen oberhalb der Microubble-Plasmid-DNA-Lösung angebracht 

werden konnten. Durch ihren Gaskern bedingt stiegen Microbubbles auf, sodass Sie sich in der 

unmittelbaren Nähe der Zellen anreicherten. Ultraschall wurde von der oberen Well-Öffnung aus 

appliziert. Modifiziert nach Panje et al. (2).   
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Die behandelten SVR-Zellen wurden mit Phosphat-gepufferter NaCl-Lösung zweimal 

gewaschen und anschließend durch Inkubation mit 200 µl 1x Passive Lysis Buffer (Promega) 

für 30 min lysiert, wobei die Proben auf Eis gelegt und auf einer Labor-Schaukel positioniert 

wurden. Die Proben wurden in Reaktionsgefäße transferiert und bei 20000 g für 5 min 

zentrifugiert (Centrifuge 5417R; Eppendorf), um den Zell-Debris abzusondern. Der 

Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß übernommen und für den Luziferase-Assay 

verwendet: 20 µl der Proben wurden mit  100 µl Luciferase Assay Reagent II (LAR II; 

Promega) gemischt, das das Substrat der Luziferase enthielt. Die Biolumineszenz der 

Proben wurde unmittelbar nach dem Mischen mit einem Luminometer (20/20n; Turner 

Biosystems, Madison, WI, USA) mit 10 sec Aufnahmezeit gemessen.  

Um eine Verfälschung der Biolumineszenz-Werte durch Abweichungen in der Zellzahl zu 

vermeiden, wurden die erhaltenen Biolumineszenz-Signale in Hinblick auf die 

Gesamtproteinmenge je Probe normalisiert.  Diese wurde mit dem BCA Protein Assay Kit 

(Pierce, Rockford, IL, USA) entsprechend den Herstellerangaben bestimmt: Proteine 

reduzieren konzentrationsabhängig Cu2+ zu Cu1+, was durch Zugabe von Bicinchoninsäure 

photometrisch durch eine Zunahme der optischen Dichte bei 562 nm gemessen werden 

kann (142). Das Protein Assay-Kit war auf die Verwendung von alkalischen Proben optimiert, 

die durch die Benutzung des Passive Lysis Buffer zur Zell-Lyse gegeben waren. Von den 

Proben wurden jeweils 9 µl der Proben mit 4 µl der Compatibility Reagent Solution (Pierce) 

für 15 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 260 µl Working Reagent (Pierce) 

hinzugefügt und für weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Hierauf erfolgte die photometrische 

Messung bei 562 nm (Safire 2 Microplate Reader; Tecan, San Jose, CA, USA). Durch einen 

Leerwert und dreifache Standard-Verdünnungsreihen einer Rinderalbumin-Stammlösung 

(2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125 µg/ml; Invitrogen) wurde eine Eichkurve erstellt und 

darauf basierend der Gesamtproteingehalt der jeweils untersuchten Probe errechnet. 

Die Reportergen-Aktivität jeder Probe wurde in RLU (relative luciferase units) per µg Protein 

angegeben. 

Alle Experimente wurden jeweils in dreifacher Ausführung mit den Reportergenen Click 

beetle luciferase sowie Firefly luciferase 2 durchgeführt. 
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2.10 Ultraschall-vermittelter in-vivo-Gentransfer mit Microbubbles 

 

Versuchsaufbau für die in-vivo-Transfektion. 

Abbildung 7 verdeutlicht schematisch den experimentellen Aufbau, der für alle in-vivo-

Transfektionen gleichermaßen verwendet wurde. Zur Narkose der Versuchstiere wurde 2% 

Isofluran in Sauerstoff mit einer Flussrate von 2 L / min verwendet. Nach Eintritt der Narkose 

wurden die Mäuse auf eine auf 37° C geheizte Plattform transferiert, auf der durch ein 

Mundstück die Gasnarkose während des Experimentes aufrecht erhalten wurde. In Analogie 

zu den in-vitro-Experimenten wurde unterhalb des behandelten Hinterbeines eine Utraschall-

absorbierende Gummiplatte platziert. 

 

 

 

 

Kationische oder neutrale Microbubbles wurden in 0,9% steriler Kochsalzlösung 

resuspendiert und für 15 min mit der Reportergen-Plasmid-DNA in verschiedenen 

Konzentrationen bei Raumtemperatur inkubiert (Gesamtvolumen 400 µl). 

Um eine gleichmäßige, konstante Infusion des Microbubble-DNA-Gemisches zu 

ermöglichen, wurde die Lösung mittels einer Infusionspumpe mit einer Flussrate von 100 

µl/min über einen 27 g Katheter in die Schwanzvene injiziert. Ein runder 6 mm-Schallkopf 

Abbildung 7. Experimenteller Aufbau für den Ultraschall-vermittelten Gentransfer in vivo. Eine 

Lösung aus Plasmid-DNA und kationischen bzw. neutralen Microbubbles oder nur Plasmid-DNA  

wurde über einen Katheter in die Schwanzvene der narkotisierten Mäuse injiziert. Die Injektion 

erfolgte  maschinell kontrolliert mit einer konstanten Flussrate. Ultraschall wurde direkt auf das 

Hinterbein der Versuchstiere appliziert. Modifiziert nach Panje et al. (2). 
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des therapeutischen Ultraschall-Gerätes (Sonitron 2000) wurde zentral auf das 

ausgestreckte Hinterbein der Versuchstiere positioniert, wobei ein auf 37° C vorgewärmtes 

Ultraschall-Kontaktgel verwendet wurde. Die Ultraschallbehandlung wurde anschließend für 

5 min mit folgenden Parametern durchgeführt: 1 MHz Frequenz, 2 W/cm2 Intensität und 50% 

Tastverhältnis (duty cycle). Nach der Ultraschallbehandlung wurden die Mäuse zurück in den 

Käfig transferiert und bis zum Aufwachen aus der Narkose überwacht. 

Messung der Genexpression durch in-vivo-Reporter-Gen-Bildgebung. 

Die Versuchstiere wurden wie oben beschrieben erneut narkotisiert. D-Luciferin, das 

Substrat der Luziferase, wurde in einer Menge von 150 mg/kg Körpergewicht intraperitoneal 

injiziert. Die Mäuse wurden daraufhin umgehend in das IVIS 200-System (Xenogen) 

transferiert. Das Biolumineszenzsignal wurde in sequentiellen Aufnahmen, abwechselnd in 

dorsaler und ventraler Lage der Versuchstiere, vom Zeitpunkt der Injektion an gemessen, bis 

das maximale Signal erreicht wurde.  

Die Biolumineszenzsignale wurden mit dem Softwareprogramm Living Image 3.0 (Caliper 

Life Sciences, Hoppkinton, MA, USA) analysiert. 

 

Ultraschall-vermittelter in-vivo-Gentransfer des Click beetle luciferase-Reportergens in 

murine Angiosarkom-Tumore mittels kationischer und neutraler Microbubbles. 

Vor der Transfektion erfolgte die subkutane Implantation von SVR-Angiosarkom-Tumoren in 

die Hinterbeine der Versuchstiere: SVR-Zellen wurden wie oben beschrieben kultiviert und 

durch Trypsinierung gesammelt, gewaschen und in PBS-Puffer resuspendiert. Anschließend 

wurden die SVR-Zellen im Hämozytometer quantifiziert und 1,5 x 106 SVR-Zellen wurden im 

Verhältnis 1:1 mit Matrigel-Proteinmatrix (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) gemischt 

und subkutan in die Hinterbeine der narkotisierten Versuchstiere injiziert. Die Tumore wurden 

bis zu einem maximalen Durchmesser von 5 mm wachsen gelassen, bevor die Versuchstiere 

zur in-vivo-Transfektion verwendet wurden.  

Der Ultraschall-vermittelte Gentransfer erfolgte wie oben beschrieben unter der Verwendung 

von 200 μg Click beetle luciferase-Reportergenplasmid sowie 1 x 109 kationische oder 

neutrale Microbubbbles (jeweils n=7). Als Kontrollgruppen diente die Infusion von 

kationischen Microbubbles und Plasmid-DNA ohne Ultraschallexposition sowie die alleinige 

Infusion von Plasmid-DNA ohne Microbubbles mit anschließender Ultraschallexposition 

(jeweils n=5).  

Die Messung der Genexpression durch in-vivo-Reportergen-Bildgebung erfolgte 12, 24, 36 

sowie 48 Stunden nach Transfektion. 
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Ex vivo-Analyse des Gentransfers durch Bestimmung der Reportergen-Aktivität im Zell-Lysat 

und durch Bestimmung der räumlichen Verteilung des ß-Galaktosidase-Reportergens. 

Die Versuchstiere mit SVR-Tumoren wurden nach der letzten Biolumineszenz-Messung 48 

Stunden nach Transfektion euthanasiert. Die Tumore wurden umgehend entnommen und 

schockgefroren. Zusätzlich wurden die Leber und die Milz der Versuchstiere entnommen, die 

in vorherigen Studien als Hauptorgane für den Abbau von Microbubbles und DNA identifiziert 

worden waren (107, 109). 

Die entnommenen Gewebeproben wurden durch T-PER-Puffer (Pierce, Rockford, IL, USA) 

sowie Ultraschallexposition bei 20 KHz (Sonicator 3000;  Misonix, Farmingdale, NY, USA)  

homogenisiert und lysiert. Durch Zentrifugation (Legend Mach 1.6R; 10000 g für 3 min) 

erfolgte eine Abtrennung des Zell-Detritus. Im Überstand wurde im Folgenden die 

Expression des Click beetle luciferase-Reportergens durch das oben bereits beschriebene 

Luciferase Assay Kit quantifiziert und verglichen. Hierbei wurde wie zuvor die Reportergen-

Expression in Hinblick auf die Gesamtproteinmenge je Probe normalisiert. 

Für die Bestimmung der räumlichen Verteilung des Gentransfers nach intravenöser Injektion 

von Microbubbles und DNA sowie lokaler Ultraschall-Exposition wurde eine weitere Gruppe 

Tumor-tragender Mäuse (n=4) in der oben beschriebenen Weise transfiziert, wobei als 

Reportergen ß-Galactosidase (ß-gal) verwendet wurde. Die Versuchstiere wurden gleichfalls 

48 Stunden nach der Transfektion euthanasiert, die Tumore en bloc entnommen und in 

Optimal cutting temperature compound (OCT; Tissue Tek, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, 

USA) bei -20°C Grad eingefroren. Zwei aneinanderliegende Gewebeschnitte (5 µm) wurden 

von jedem Tumor angefertigt, umgehend in 4% Formalin fixiert und anschließend in 

Phosphat-gepufferter NaCl-Lösung (PBS) gewaschen. Für den Nachweis der ß-

Galaktosidase-Expression wurden die Gewebeschnitte – entsprechend den 

Herstellerangaben (143) – mit neu angesetztem ß-Galaktosidase-Substrat (0,1% X-gal, 4 

mmol/l MgCl2, 1,5 mg/ml Kaliumferricyanid und 2,5 mg/ml Kaliumferrocyanid in Phosphat-

gepufferter 0,9-prozentiger NaCl-Lösung) für einen Zeitraum von 24 Stunden bei 37° C 

inkubiert. Die histologische Färbung (Hämatoxylin-Eosin, Fisher Scientific, Pittsburgh, Pa, 

USA) erfolgte am zweiten, angrenzenden Gewebeschnitt des jeweiligen Tumors 

entsprechend den Herstellerangaben. Nachdem die histologischen Schnitte mit Phosphat-

gepufferter NaCl-Lösung gespült wurden, erfolgten digitale Aufnahmen in 20-facher 

Vergrößerung mit dem Nanozoomer slide scanner (Hamamatsu, Bridgewater, NJ, USA) mit 

anschließender virtueller Mikroskopie unter Verwendung der NDP.view-Software 

(Hamamatsu). 

 Als Negativkontrolle dienten die entnommenen Tumore von nicht transfizierten Mäusen 

(n=4), die zum gleichen Zeitpunkt entnommen worden waren und von denen in identischer 

Weise histologische Schnitte angefertigt wurden. 
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Ultraschall-vermittelter in vivo-Gentransfer des Firefly luciferase 2-Reportergens in die 

Skelettmuskulatur mittels kationischer und neutraler Microbubbles. 

Die folgende Studie diente dazu, die Steigerung des Ultraschall-vermittelten Gentransfers mit 

kationischen Microbubbles gegenüber neutralen Microbubbles in verschiedenen 

Microbubble- und DNA-Dosierungen sowie gegenüber Kontrollgruppen ohne 

Ultraschallexposition bzw. ohne Microbubbles zu ermitteln (jeweils n=6). 

Als Reportergen wurde die Firefly Luciferase 2 verwendet. Als Zielorgan diente die 

Skelettmuskulatur der Hinterbeine der Versuchstiere. 

Bei konstant gehaltener Microbubble-Dosierung von  1 x 108 Microbubbles wurden zunächst 

der absolute und relative Gentransfer von kationischen Microbubbles gegenüber neutralen 

Microbubbles bei verschiedenen Plasmid-DNA-Dosierungen (10, 17,5 25, 37,5 und 50 µg) 

ermittelt.  

In einer zweiten Versuchsreihe erfolgte der Ultraschall-vermittelte Gentransfer mit einer 

konstanten Plasmid-DNA-Dosis von 50 µg und verschiedenen Dosierungen der kationischen 

und neutralen Microbubbles (1x107, 5x107, 1x108, 5x108). 

Die Messung der Genexpression durch in-vivo-Reportergen-Bildgebung begann 24 Stunden 

nach der Transfektion und wurde für insgesamt 7 Tage alle 24 Stunden fortgeführt. 

 

Statistische Analyse. 

Für DNA-Bindungskapazität bzw. für die in-vitro-Gentransfer-Experimente wurde der 

Wilcoxon-Rangsummentest zum Vergleich der Plateauwerte beider Kurven bzw. der 

Transfektionseffizienz der einzelnen Gruppen verwendet. Für die statistische Auswertung der 

in-vivo-Gentranfer-Experimente wurde ein nach Experimentendatum statifizierter Wilcoxon-

Rangsummentest ausgewählt,  um den batch effect auszugleichen. Der relative Vorteil der 

Transfektion mit kationischen gegenüber neutralen Microbubbles wurde als Quotient der in-

vivo-Biolumineszenz-Signale beider Gruppen für jede DNA- und Microbubble-Konzentration 

separat angegeben. Der Trend des Anstiegs des Biolumineszenzsignals mit der Zeit wurde 

mit einer einfachen linearen Regressionsanalyse überprüft. Alle statistischen Analysen 

wurden mittels der Statistiksofware R.2.6.1) durchgeführt. P-Werte von 0.05 oder weniger 

wurden hierbei als statistisch signifikant erachtet. 

 



Ergebnisse 
 

25 
 

3 Ergebnisse 
 

3.1 In-vitro-Charakterisierung der kationischen und neutralen Microbubbles 

Die vom Hersteller durchgeführte Charakterisierung kationischer und neutraler Kontroll-

Microbubbles nach Größenverteilung und Ladung mittels Coulter-Zähler und Laser-Doppler-

Elektrophorese ergab ein Zeta-Potential für kationische Microbubbles von +15,8 ± 2,0 mV 

verglichen mit -0,3 ± 0,3 mV für die Kontroll-Microbubbles, während der Durchmesser der 

kationischen (Dn 1,4 ± 0,1 µm, Dv 3,8 ± 0,5 µm) und neutralen (Dn 1,4 ± 0,1 µm, Dv 3,9 ± 

0,5 µm) Microbubbles keinen statistisch signifikanten Unterschied aufwies.  

 

 

 

Die separate Untersuchung kationischer und neutraler Microbubbles nach Inkubation mit 

fluoreszensmarkierter DNA durch konfokale Mikroskopie erbrachte den visuellen Nachweis 

der ladungsbedingten Bindung der DNA an der Oberfläche kationischer Microbubbles, 

während kein Nachweis einer Bindung bei neutralen Microbubbles möglich war (s. 

Abbildung 8a).  

Abbildung 8. Interaktionen der Plasmid-DNA mit kationischen und neutralen Microbubbles.  

(A) Konfokalmikroskopie und korrespondierende Hellfeld-Aufnahmen (Vergrößerung 1:1000, Skala = 

10µm) zeigen YOYO-1-fluoreszenzmarkierte Plasmid-DNA an der Oberfläche von kationischen 

Microbubbles, allerdings nicht von neutralen Kontroll-Microbubbles. (B) Die quantitative Bestimmung 

der Bindungskapazität der kationischen Microubbbles ergab 14,9 ± 1,7 µg für 5 x 10
8
 kationische 

Microbubbles (mittlere Bindungskapazität in der Plateauphase). Neutrale Kontroll-Microbubbles 

zeigten nur ein schwaches Hintergrundsignal (n=3 pro Gruppe). Fehlerbalken = Standardabweichung. 

Modifiziert nach Wang et al. (3).  
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Die quantitative Bestimmung der DNA-Bindungskapazität der Microbubbles zeigte eine 

Sättigungskurve für kationische Microbubbles (s. Abbildung 8b) mit einer mittleren 

Bindungskapazität in der Plateauphase von  14,9 ± 1,7 µg für 5 x 108 Microbubbles 

(entsprechend 0,03 pg pro kationischer Microbubble). Im Gegensatz hierzu konnte kein 

deutlicher Nachweis einer DNA-Bindungsfähigkeit für die gleiche Anzahl neutraler 

Microbubbles bei allen untersuchten Mengen an pDNA erfolgen (0,27 ± 1,5 µg; P < 0,001). 

Die Exposition von 10 µg DNA gegenüber DNase I nach Inkubation mit 1x108 kationischen 

oder neutralen Microbubbles zeigte eine partielle Protektion der an der Oberfläche der 

kationischen Microbubbles gebundenen DNA gegen enzymatische Degradation (s. 

Abbildung 9, Bande 4). Die Proben mit DNA und neutralen Microbubbles sowie die Proben 

mit pDNA ohne Microbubbles wiesen hingegen eine vollständige DNA-Degradation auf, was 

an den verwischten Banden zu erkennen ist (s. Abbildung 9, Banden 3 und 5). 

 

 

 

Abbildung 9. Protektion der Plasmid-DNA durch Bindung an kationische Microbubbles. 

Kationische und neutrale Microbubbles sowie Kontrollproben wurden zusammen mit Plasmid-DNA 

gemischt und mit DNase exponiert. Mittels Gelelektrophorese wurde für kationische Microbubbles 

eine partielle Protektion der Plasmid-DNA vor enzymatischer Degradation nachgewiesen (Bande 4). 

Plasmid-DNA in den Proben mit neutralen Microbubbles (Bande 5) wurden genauso vollständig 

abgebaut wie Plasmid-DNA, die ohne Microbubbles mit DNase inkubiert wurde (Bande 3). Modifiziert 

nach Wang et al. (3). 



Ergebnisse 
 

27 
 

Tabelle 1 fasst die Ergebnisse der in-vitro-Charakterisierung der kationischen und neutralen 

Microbubbles zusammen. 

 

TABELLE 1. Vergleich der in-vitro-Charakterisierung kationischer und neutraler 

Microbubbles 

 Dn (µm) Dv (µm) Zeta-Potential 

(mV) 

DNA-Bindungs-

Kapazität per 

5x108 

Protektion 

gegenüber 

DNase I 

Kationische 

Microbubbles 

(BG 6775) 

 

1,4 ± 0,1 3,8 ± 0,5 +15,8 ± 2,0 14,9 ± 1,7 µg partiell 

Neutrale 

Microbubbles 

(BG 6895) 

 

1,4 ± 0,1 3,9 ± 0,5 -0,3 ± 0,3 0,27 ± 1,5 µg nein 

Statistische 

Signifikanz 

n.s. n.s. P < 0,05 P < 0,001 n.a. 

Dn = mittlerer Durchmesser; Dv = volumenbasierter mittlerer Durchmesser; n.s. = nicht signifikant; n.a. 

= nicht anwendbar 

3.2 In-vitro-Gentransfer in murine Endothelzellkulturen 

Der in-vitro-Gentransfer in SVR-Endothelzellen mit Ultraschall und kationischen und 

neutralen Microbubbles erfolgte zunächst unter Verwendung des Reportergens Click beetle 

luciferase, in einer darauf folgenden Versuchsreihe mit dem Kodon-optimierten Reportergen 

Firefly luciferase 2. 

Der Gentransfer mit Ultraschall und Click beetle luciferase zeigte unter Verwendung 

kationischer Microbubbles in den transfizierten Gefäßendothelzellen 24 Stunden später als 

indirekten Nachweis für erfolgreichen Gentransfer und Genexpression ein mittleres 

Bioluminiszenz-Signal von 219,0 ± 92,5 RLU/µg Zellprotein, das 20-fach höher als das 

Ergebnis mit neutralen Microbubbles von 10,9 ± 2,7 RLU/µg Zellprotein war (P = 0,001). Der 

Gentransfer mit kationischen Microbubbles lieferte ferner signifikant höhere Biolumineszenz-

Signale als in den Kontrollgruppen unter alleiniger Verwendung von Ultraschall und 

Reportergen-DNA (5,2 ± 1,2 RLU/µg Zellprotein, P = 0,0005) sowie von Microbubbles und 

Reportergen-DNA (3,5 ± 1,9 RLU/µg protein, P = 0,008) (s. Abbildung 10). 
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In der folgenden Versuchsreihe lieferte der in-vitro-Gentransfer mit Ultraschall und dem 

Kodon-optimierten Reportergen Firefly luciferase 2 unter identischen experimentellen 

Bedingungen für kationische Microbubbles gleichermaßen ein 14,5-fach höheres (P < 0.001) 

Biolumineszenz-Signal von 19799 ± 4401 RLU/µg Zellprotein verglichen zu neutralen 

Microbubbles (1361 ± 680 RLU/µg protein). Der Gentransfer mit Ultraschall und kationischen 

Microbubbles zeigte gleichfalls signifikant höhere Biolumineszenz-Signale als mit Ultraschall 

allein (91 ± 109 RLU/µg Zellprotein; P < 0,001) oder Microbubbles allein (5 ± 2 RLU/µg 

Zellprotein; P < 0,001).    
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Abbildung 10. Ultraschall-vermittelter Gentransfer mit kationischen und neutralen 

Microbubbles in Zellkulturen. SVR-Zellen wurden mit 4 µg Click beetle luciferase Reportergen-

Plasmid unter Verwendung von Ultraschall und 5 x 10
7
 kationischen oder neutralen Microbubbles, 

Ultraschall allein oder kationische Microbubbles ohne Ultraschall transfiziert. 

Biolumineszenzmessungen zeigten eine deutlich erhöhte Genexpression 24 h nach Transfektion für 

kationische Microbubbles und Ultraschall gegenüber neutralen Microbubbles (20-fach) und keinen 

Microbubbles (42-fach). Kationische Microbubbles ohne Ultraschall ergaben kein signifikantes 

Reportergen-Signal. Ultraschall-Parameter: 1 Mhz, 1 W/cm
2
,  20% duty cycle. Fehlerbalken = 

Standardabweichung. *P <0,007 verglichen zu den Gruppen mit neutralen Microbubbles, keinen 

Microbubbles und keinem Ultraschall. Modifiziert nach Wang et al. (3). 

* 
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3.3 In-vivo-Gentransfer in murine Angiosarkom-Tumore 

Der Ultraschall-vermittelte in-vivo-Gentransfer des Reportergens Click beetle luciferase 

wurde durch Messung des Biolumineszenz-Signals über dem tumortragenden Hinterbein der 

Versuchstiere nach 12, 24, 36 und 48 Stunden quantifiziert (s. Abbildung 11). Die 

Biolumineszenz-Bildgebung zeigte bereits 12 Stunden nach dem Gentransfer ein auf das 

Ultraschall-exponierte Gebiet begrenztes Signal als Zeichen für erfolgreichen Gentransfer 

und Genexpression. Kein in-vivo-Biolumineszenz-Signal zeigte sich über den Organen, in 

denen bekanntermaßen Microbubbles systemisch eliminiert werden, wozu insbesondere die 

Leber und die Milz zählen (107).   

 

 

 

Im direkten Vergleich erzeugte Ultraschall-vermittelter Gentransfer mit kationischen 

Microbubbles zu allen Messzeiten ein 2,4- bis 3,5-fach höheres mittleres in-vivo-

Biolumineszenzsignal ([5,9 ± 2,2] bis [9,3 ± 5,2] × 104 Photonen/sec/cm2/sr) im Vergleich 

zum Gentransfer mit neutralen Microbubbles ([2,4 ± 0,8] bis [2,9 ± 1,1] × 104 

Photonen/sec/cm2/sr, P < 0.0001) und zum Gentransfer ohne Microbubbles ([0.3 ± 0.2] bis 

Abbildung 11. Reporterbildgebung nach in-vivo-Gentransfer. Repräsentative Aufnahmen der in 

vivo-Biolumineszenz 36 Stunden nach erfolgtem Ultraschall-vermitteltem Gentransfer in die 

tumortragenden Hinterbeine der Versuchstiere mittels systemischer Injektion des Click beetle 

luciferase-Reportergen-Plasmids sowie kationischer Microbubbles (A), neutraler Microbubbles (B) 

oder ohne Microbubbles (C). In der vierten Gruppe (D) erhielten die Mäuse eine Injektion von 

kationischen Microbubbles und Plasmid-DNA, ohne dass Ultraschall appliziert wurde. Die höchsten 

Biolumineszenzsignale wurden bei den Mäusen beobachtet, bei denen der Gentransfer mit 

Ultraschall und kationischen Microbubbles erfolgte  (A). Biolumineszenzsignale sind angegeben in 

Photonen (p)/sec/cm
2
/Steradian (sr). Modifiziert nach Wang et al. (3). 
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[1,0 ± 1,3] × 104 Photonen/sec/cm2/sr, P < 0,0001) (s. Abbildung 12). Die negative 

Kontrollgruppe mit alleiniger Infusion von Reportergen-DNA und kationischen Microbubbles 

ohne Ultraschall-Exposition zeigt ein kaum messbares Biolumineszenz-Signal ([0,1 ± 0,1] × 

104 Photonen/sec/cm2/sr). 

 

 

 

 

Abbildung 12. Ultraschall-vermittelter Gentransfer mit kationischen und neutralen Microbubbles 

in subkutane Angiosarkom-Tumore im Mausmodell. Die Kurven geben die Mittelwerte der seriellen 

Messungen der Click beetle luciferase-Reportergenexpression als Biolumineszenzsignal wieder, die 12, 

24, 36 und 48 Stunden nach dem Gentransfer erfolgten. Mäuse, die mit Ultraschall und kationischen 

Microbubbles transfiziert wurden (schwarze Karos), zeigten ein signifikant höheres Signal als die Mäuse, 

bei denen der Gentransfer mit neutralen Microbubbles und Ultraschall (leere Karos) oder nur mit 

Ultraschall (leere Dreiecke) erfolgte (jeweils n=7 pro Gruppe). Mäuse aus der Negativ-Kontrollgruppe 

(Kreuze, n=5) erhielten eine Injektion kationischer Microbubbles und Plasmid-DNA ohne folgende 

Ultraschallexposition und zeigten nur minimale Biolumineszenzsignale. Fehlerbalken geben den 

Standardfehler an. *P < 0,001 für alle paarweisen Vergleiche zwischen den einzelnen Gruppen. 

Modifiziert nach Wang et al. (3).  
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3.3 Ex-vivo-Analyse des Gentransfers in murine Angiosarkom-Tumore 

Die Quantifikation des Gentransfes durch in-vivo-Biolumineszenz-Bildgebung wurde durch 

die ex-vivo-Untersuchung der nach 48 Stunden entnommenen Tumoren auf Aktivität des 

Reportergens Click beetle luciferase bestätigt (s. Abbildung 13). Das mittlere 

Biolumineszenz-Signal im Zell-Lysat der mit kationischen Microbubbles transfizierten Tumore 

war mit 12,2 ± 2,8 RLU/µg Zellprotein signifikant größer (P = 0,0038) als das Signal der mit 

neutralen Microbubbles transfizierten Tumore (7,01 ± 2,3 RLU/µg Zellprotein). Die Zell-

Lysate der entnommenen Tumore, an denen der Gentransfer nur mit Ultraschall und ohne 

Microbubbles erfolgte, zeigten signifikant niedrigere Werte für die Reportergenaktivität (0,68 

± 4,6 RLU/µg Zellprotein) verglichen zum Ultraschall-vermittelten Gentransfer mit 

kationischen oder neutralen Microbubbles (P < 0,001). 

 

 

 

 

 

Abbildung 13.  Ex-vivo-Analyse des Ultraschall-vermittelten Gentransfers im Tumormodell. Die 

Quantifikation der Click beetle luciferase-Reportergenexpression in entnommenen Tumoren 48 h nach 

erfolgtem Gentransfer korreliert mit den Ergebnissen der in-vivo-Messungen (A): Ultraschall und 

kationische Microbubbles erzeugen einen höheren Gentransfer als Ultraschall mit neutralen 

Microbubbles oder Ultraschall allein. Leber und Milz zeigen nur eine vernachlässigbare 

Reportergenexpression. RLU = Relative luciferase units. Die räumliche Verteilung der Genexpression 48 

h nach erfolgter Transfektion (B) weist das ß-Gal-Reportergen im Tumor nach, allerdings auch in der 

umliegenden Haut und Skelettmuskulatur. MBs = Microbubbles, H&E = Hematoxylin-Eosin-Färbung, ß-

Gal = ß-Galaktosidase-Reportergen. RLU = Relative luciferase units. 
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Die Tumore der Versuchstiere, die eine alleinige Infusion von DNA und kationischen 

Microbubbles erhalten hatten, zeigten auch im ex-vivo-Versuch nur eine vernachlässigbar 

geringe Reportergen-Aktivität (0,14 ± 0,12 RLU/µg Zellprotein). Geringe Biolumineszenz-

Signale wurden ebenfalls in den Zell-Lysaten der entnommenen Leber (0,38 ± 0,11 RLU/µg 

Zellprotein) und Milz (0,21 ± 0,11 RLU/µg Zellprotein) der Versuchstiere gemessen, die zuvor 

einem Ultraschall-vermittelten Gentransfer mit kationischen Microbubbles ausgesetzt waren.  

Insgesamt korrelierte die ex-vivo-Biolumineszenz-Messung gut mit der vor der 

Tumorentnahme erfolgten in-vivo-Biolumineszenz-Bildgebung 48 Stunden nach Gentransfer 

( = 0.88; P < 0,0001).      

 

3.4 Dosis-Optimierungsstudie zum in-vivo-Gentransfer in die Skelettmuskulatur 

Vergleich des Ultraschall-vermittelten Gentransfers mit kationischen und neutralen 

Microbubbles zu Kontrollgruppen ohne Ultraschallexposition und ohne Microbubbles. 

Nach Bestätigung der Überlegenheit der kationischen Microbubbles im Ultraschall-

vermittelten Gentransfer im SVR-Zellkultur-Modell erfolgte die zweite in-vivo-Studie zur 

genaueren Analyse des Einflusses der Dosierungsverhältnisse von Reportergen und 

Microbubbles auf das Transfektionsergebnis mittels des kodonoptimierten Reportergens 

Firefly luciferase 2  und der Skelettmuskulatur des Hinterbeines als Zielorgan. 

Nach Ultraschall-vermitteltem Gentransfer mit 50 µg der Firefly luciferase 2-DNA und 1x108 

kationischen oder neutralen Microbubbles zeigte die in-vivo-Biolumineszenz-Bildgebung der 

Reportergen-Aktivität über dem Zielorgan einen mit der Zeit zunehmenden Signalanstieg (P 

< 0,01). Das individuelle Signalmaximum der Versuchstiere wurde zwischen 96 und 144 

Stunden nach erfolgtem Gentransfer beobachtet (s. Abbildung 14).   

Im Gegensatz hierzu zeigte die longitudinale Signalmessung in den Gruppen, in denen der 

Gentransfer entweder nur mit Ultraschall oder nur mit Microbubbles erfolgte, durchgehend 

niedrige Werte ohne signifikanten Signalanstieg (P = 0,47 bzw. P = 0,75). 

Die maximale in-vivo-Reportergen-Aktivität war nach Ultraschall-vermitteltem Gentransfer mit 

kationischen Microbubbles 1,5 ± 0.7 x 107 Photonen/sec/cm2/sr) signifikant höher (P = 0,005)  

als mit neutralen Microbubbles (1,1 ± 0,4 x 107 Photonen/sec/cm2/sr). Gegenüber dem 

Ultraschall-vermittelten Gentransfer ohne Microbubbles (3,1 ± 1,1 x 103 Photonen/sec/cm2/sr) 

konnte somit auch in diesem Modell eine deutlich signifikante Erhöhung des Biolumineszenz-

Signals durch die Verwendung von kationischen (4969-fach, P < 0,001) und neutralen 

Microbubbles (3654-fach, P < 0.001) erreicht werden.  
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Im Gegensatz zur vorherigen Studie zeigte sich allerdings kein signifikanter Unterschied (P = 

0,31) zwischen der Gruppe mit Ultraschall-vermitteltem Gentransfer ohne Microbubbles und 

der alleinigen Infusion der pDNA und kationischen Microbubbles ohne Ultraschall-Exposition 

(1,0 ± 1,6 x 104 Photonen/sec/cm2/sr). 

Effekt der DNA-Dosierung auf Ultraschall-vermittelten Gentransfer mit Microbubbles. 

Die mittleren in-vivo-Biolumineszenz-Signale über dem Zielorgan nach Ultraschall-

vermitteltem Gentransfer mit 1x108 kationischen oder neutralen Microbubbles und 

verschiedener DNA-Dosierungen werden in Abbildung 15 veranschaulicht. Die maximale 

Reportergen-Aktivität wurde bei der höchsten verwendeten Dosierung von 50 µg sowohl für 

kationische (1,5 ± 0,7 x 107 Photonen/sec/cm2/sr, P = 0,04 im Vergleich zu 37,5 µg) als auch 

für neutrale Microbubbles (1,1 ± 0,4 x 107 Photonen/sec/cm2/sr, P = 0,047 im Vergleich zu 

37,5 µg) beobachtet. Die Reportergen-Aktivitäten waren signifikant höher nach Gentransfer 

mit kationischen Microbubbles verglichen mit neutralen Microbubbles für die DNA-

Dosierungen von 10, 25, 37,5 und 50 µg (P < 0.05). Für die DNA-Dosierung von 17,5 µg 

zeigte der Gentransfer mit kationischen Microbubbles (2,6 ± 2,9 x 106 Photonen/sec/cm2/sr) 

Abbildung 14. Serielle in-vivo-Biolumineszenzbildgebung zur Quantifikation der Reportergen-

bildgebung nach erfolgtem Gentransfer. Die Bilder zeigen den Verlauf der Genexpression in einer 

repräsentativen Maus, deren Hinterbein-Skelettmuskulatur mit 1x10
8
 Microbubbles und 50 µg 

Plasmid-DNA transfiziert worden war. Die in-vivo-Biolumineszenzbildgebung fand alle 24 h bis 144 h 

nach erfolgtem Gentransfer statt. In diesem Versuchstier wurde das maximale Biolumineszenzsignal 

(Photonen/sec/cm
2
/Steradian) nach 120 h nachgewiesen. Modifiziert nach Panje et al. (2). 
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allerdings keinen statistisch signifikanten Unterschied (P = 0,14) zum Gentransfer mit 

neutralen Microbubbles (1.4 ± 1.3 x 106 Photonen/sec/cm2/sr). 

Der Vergleich der Reportergen-Aktivität nach Ultraschall-vermitteltem Gentransfer mit 

kationischen gegenüber neutralen Microbubbles korrelierte invers mit der DNA-Dosierung ( 

= -0,90; P = 0,02): Bei der geringsten DNA-Dosierung von 10 µg zeigte sich ein deutlicher 

Vorteil für  kationische Microbubbles (Faktor 7,5), der bei der höchsten untersuchten DNA-

Dosierung von 50 µg auf den Faktor 1,4 abnahm.  

 

 

 

Effekt der Microbubbles-Dosierung auf den Ultraschall-vermittelten Gentransfer.  

Die mittleren in-vivo-Biolumineszenz-Signale über dem Zielorgan nach Ultraschall-

vermitteltem Gentransfer mit 50 µg Firefly luciferase 2-DNA und verschiedenen Dosierungen 

der kationischen oder neutralen Microbubbles werden in Abbildung 16 veranschaulicht. 

Insgesamt zeigte sich eine Zunahme des mittleren Biolumineszenz-Signals mit Erhöhung der 

Abbildung 15. Einfluss der Plasmid-DNA-Dosierung auf den Ultraschall-vermittelten 

Gentransfer mit kationischen und neutralen Microbubbles. Der Gentransfer mit 1x10
8 

Microbubbles steigerte sich mit zunehmender DNA-Dosierung und erreichte ein Maximum bei der 

höchsten untersuchten Dosierung (50 µg). Die relative Steigerung des Gentransfers mit kationischen 

Microbubbles (schwarze Balken) gegenüber neutralen Microbubbles (graue Balken) war am 

deutlichsten bei der geringsten DNA-Dosierung (10 µg) und nahm mit zunehmender Dosierung ab. * = 

P < 0,05 beim Vergleich von kationischen und neutralen Microbubbles. Fehlerbalken = 

Standardabweichung. Modifiziert nach Panje et al. (2). 
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Microbubbles-Dosierung und einem maximalen mittleren Biolumineszenz-Signal bei 1x108 

Microbubbles. Kein signifikanter Unterschied im Biolumineszenz-Signal konnte allerdings bei 

Erhöhung der Dosis von 1x108 auf 5 x108 kationische (P = 0,97)  oder neutrale Microbubbles 

(P = 0,81) gefunden werden. 

 

 

 

Der direkte Vergleich des Gentransfers mit kationischen und neutralen Microbubbles zeigte 

signifikant höhere Reportergen-Aktivitäten bei der Verwendung kationischer Microbubbles für 

die Dosierungen von 1x107, 5x107, und 1x108 Microbubbles (P < 0,05), nicht aber für die 

höchste Microbubbles-Dosierung von 5x108 (P = 0,35). Der relative Unterschied des 

Gentransfers mit kationischen gegenüber neutralen Microbubbles war am deutlichsten bei 

der geringsten Dosierung von 1x107 (Faktor 27), durch Dosiserhöhung der Microbubbles 

aber zunehmend verringert bis auf Faktor 1,4 bei 1x108 Microbubbles. 

Abbildung 16. Einfluss der Microbubble-Dosierung auf den Ultraschall-vermittelten 

Gentransfer mit kationischen und neutralen Microbubbles. Der in-vivo-Gentransfer stieg mit 

zunehmender Dosis an kationischen und neutralen Microbubbles gleichermaßen an und erreichte ein 

Plateau bei 1x10
8 

Microbubbles ohne signifikanten Anstieg des Gentransfers bei Erhöhung der Dosis 

auf 5x10
8 

Microbubbles. Eine signifikante Steigerung des Gentransfers mit kationischen Microbubbles 

gegenüber neutralen Microbubbles zeigte sich in allen Gruppen abgesehen von der höchsten 

untersuchten Microbubble-Dosierung (5x10
8 

Microbubbles). * = P < 0,05 beim Vergleich von 

kationischen und neutralen Microbubbles. Fehlerbalken = Standardabweichung. Modifiziert nach 

Panje et al. (2). 
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4 Diskussion 

Die klinische Umsetzung der Gentherapie ist in den letzten beiden Jahrzehnten im 

Wesentlichen aufgrund des Mangels an einer sicheren, effektiven und nicht-invasiven 

Methode aufgehalten worden, die genetisches Material selektiv in die erkrankten Zellen 

einbringen kann (44). Während virale Vektorsysteme aufgrund von beobachteten schweren 

Nebenwirkungen deutliche Sicherheitsbedenken aufgeworfen haben, zeigt sich bei nicht-

viralen Vektoren zumeist eine relativ geringe Effektivität des Gentransfers (15, 46).   

Ultraschall-vermittelter Gentransfer mit Microbubbles stellt einen vielversprechenden Ansatz 

dar, um den bestehenden Mangel eines sicheren und wirksamen Vektorsystems zu 

überwinden, wobei ein großer Vorteil der Methode der bereits bestehende risikoarme Einsatz 

von Ultraschall und Microbubbles in der klinischen Bildgebung darstellt. Zusätzlich kann der 

Gentransfer durch gezielte Ultraschallexposition selektiv auf eine bestimmte Region 

beschränkt werden (59), und die Technik bietet potentiell die Möglichkeit eines zeitgleichen 

Therapiemonitorings durch kontrastverstärkten Ultraschall (99).  

Vor dem Hintergrund jahrzehntelanger Forschung an kationischen nicht-viralen Vektoren, die 

DNA komplexieren können (144), wurden in den letzten Jahren Microbubbles entwickelt, die 

neben ihren verstärkenden Effekt auf die Sonoporation von Zellen zusätzlich eine positiv 

geladene Hülle besitzen, auf der DNA gebunden werden kann (117). 

Die Grundlage dieser Studie stellte die Hypothese dar, dass kationische Microbubbles als 

Gentransporter die Fähigkeit besitzen, genetisches Material zu binden, vor enzymatischer 

Degradation zu schützen und somit über eine Erhöhung der lokalen Gen-Konzentration am 

Zielort den Ultraschall-vermittelten Gentransfer zu steigern. Obwohl bereits von mehreren 

Autoren angenommen (69, 105, 115), wurde diese Eigenschaft kationischer Microbubbles 

allerdings noch nicht in einer in-vivo-Transfektionsstudie nachgewiesen.  

Um unsere Hypothese zu testen, wurden kationische Microbubbles sowie neutrale Kontroll-

Microbubbles gleicher Zubereitung und Größe auf Ihre Fähigkeit überprüft, DNA zu binden 

sowie den Ultraschall-vermittelten Gentransfer in der Zellkultur und in einem in-vivo-

Tumormodell zu verstärken. In einer zweiten in-vivo-Studie im Mausmodell wurde – vor dem 

Hintergrund widersprüchlicher Angaben in der kürzlich publizierten Literatur – der Vorteil 

kationischer Microbubbles gegenüber neutralen Microbubbles unter Verwendung mehrerer 

verschiedener DNA- und Microbubble-Konzentrationen systematisch analysiert. 
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4.1 In-vitro-Charakterisierung der kationischen und neutralen Microbubbles. 

Kationische Microbubbles binden DNA und schützen sie vor dem Abbau durch 

Endonukleasen. 

Kationische und neutrale Kontroll-Microbubbles gleicher Größe wurden – bis auf die Zugabe 

positiv geladener Phospholipide in die Hülle der kationischen Microbubbles – in identischer 

Weise hergestellt. Durch konfokale und Fluoreszenz-Mikroskopie konnte nachgewiesen 

werden, dass die fluoreszenzmarkierte Plasmid-DNA auf der Oberfläche kationischer 

Microbubbles, aber nicht neutraler Microbubbles gebunden wird. Mit einem Zeta-Potential  

von +15,8 mV konnte mittels Sättigungskurve eine maximale Bindungskapazität der 

kationischen Microbubbles von 0,03 pg DNA/Microbubble nachgewiesen werden, was in der 

gleichen Größenordnung wie die zuvor mit 0,04 pg DNA/Microbubble beschriebene 

Kapazität eines vergleichbaren kationischen Microbubble-Typs liegt (97). Der Ansatz, 

genetisches Material über elektrostatische Wechselwirkungen auf der Microbubble-

Oberfläche zu binden, hat deutliche Vorteile in der Flexibilität und im Aufwand der 

Herstellung verglichen mit anderen Methoden wie die kovalente Bindung von Plasmid-DNA 

oder die Inkorporation von DNA in die Microbubble-Hülle während der Microbubble-Synthese 

(133, 145). DNA-Plasmide mit verschiedenen therapeutischen oder Reporter-Genen (97) 

oder auch andere Nukleinsäuren-basierte Therapeutika wie z.B. siRNA (small interfering 

RNA) oder Oligonukleotide (118) können durch simple Koinkubation spontan mit den 

kationischen Microbubbles verbunden werden. 

Eine deutliche Limitation dieser Methode stellt allerdings die begrenzte Oberfläche der 

Microbubbles dar, wodurch die maximale Bindungskapazität und somit die Funktion der 

Microbubbles als Gentransporter zur Erhöhung des Ultraschall-vermittelten Gentransfers 

eingeschränkt wird (69). In der Forschung werden daher neue Modelle erprobt, wie die 

Kapazität der Microbubbles zusätzlich erhöht werden kann (Abbildung 17): Bisher 

publizierte Lösungsansätze stellen die DNA-Beladung in mehreren Schichten (117) sowie die 

Beladung der Microbubbles mit Komplexen aus Liposomen und genetischem Material dar 

(146). 

Der Expositionsversuch mit DNase ergab, dass die Konjugation der Plasmid-DNA und der 

kationischen Microbubbles zu einer partiellen Protektion der DNA vor enzymatischer 

Degradation führte. Dieses Ergebnis bestätigt bisher publizierte Studien und veranschaulicht, 

dass der Schutz der gebundenen Plasmid-DNA unter Verwendung kationischer 

Microbubbles ein plausibler Mechanismus ist, um die DNA-Konzentration am Zielort zu 

erhöhen und somit den Gentransfer zu steigern (115, 147). 
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4.2 In-vitro- und in-vivo-Gentransfer in murine SVR-Angiosarkom-Zellen 

Kationische Microbubbles steigern den Ultraschall-vermittelten Gentransfer gegenüber 

neutralen Microbubbles in Zellkulturen und in solide Tumore. 

Der direkte Vergleich des Ultraschall-vermittelten Gentransfers mit kationischen 

Microbubbles verglichen zu neutralen Microbubbles zeigte eine signifikant gesteigerte 

Transfektion durch die Verwendung von DNA-bindenden kationischen Microbubbles in 

Zellkulturexperimenten (20-fach) sowie in subkutanen Tumoren im Tiermodell (2.4 bis 3.2-

fach). Die vorliegende Arbeit stellt die erste Studie dar, die in einem direkten Vergleich einen 

erhöhten Ultraschall-vermittelten Gentransfer mit kationischen gegenüber neutralen 

Microbubbles in einem in-vivo-Tumormodell nach intravenöser Administration nachweisen 

konnte. Unsere Ergebnisse ergänzen dabei die Resultate einer kürzlich publizierten 

Pilotstudie mit drei Mäusen pro Gruppe (148), die keinen signifikanten Unterschied im 

Ultraschall-vermittelten Gentransfer mit kationischen und neutralen Microbubbles eines 

anderen Herstellers zeigen konnten. Allerdings muss hierbei hervorgehoben werden, dass in 

der genannten in-vivo-Studie eine intramuskuläre Injektion der Microbubble-DNA-Komplexe 

durchgeführt wurde, wobei die Vorteile kationischer Microbubbles – besonders in Hinblick auf 

den Schutz der DNA vor enzymatischer Degradierung durch Serum-Endonukleasen im 

Blutkreislauf – wahrscheinlich nicht zur vollen Geltung kommen können. 

Abbildung 17. Strategien in der Microbubble-Entwicklung zur Erhöhung der DNA-

Bindungskapazität.  Kationische Microbubbles – wie in der vorliegenden Studie verwendet –  können 

DNA über elektrostatische Wechselwirkungen auf ihrer Oberfläche binden (A). Um die 

Bindungskapazität zu vergrößern, können Microbubbles in mehreren Schichten mit DNA beladen 

werden (B). Alternativ können mit DNA komplexierte Nanopartikel an der Microbubble-Oberfläche 

gebunden werden (C). Modifiziert nach Panje et al. (1). 
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Im Vergleich mit den in-vivo-Experimenten zeigten sich beim Gentransfer in der Zellkultur 

eine wesentlich deutlichere Überlegenheit der kationischen Microbubbles gegenüber 

neutralen Microbbbles. Eine mögliche Erklärungen hierfür ist der spezielle Aufbau des 

Versuches: Da die Zellkulturen vor dem Gentransfer oberhalb der Lösung mit DNA und 

Microbubbles gelagert wurden, könnten die Komplexe aus kationischen Microbubbles und 

DNA durch den Gaskern der Microbubbles zusammen aufsteigen und somit die DNA-

Konzentration an der Oberfläche der Endothelzellen deutlich erhöhen. Im Gegensatz hierzu 

ist anzunehmen, dass neutrale Microbubbles zwar gleichfalls aufsteigen, die ungebundenen 

Plasmide in diesen Versuchen sich allerdings über das gesamte Volumen des Mediums 

verteilen, wodurch sich eine deutlich geringere DNA-Konzentration an den Zelloberflächen 

ergibt, während beim in-vivo-Versuch im Kapillarbett die Distanz der Microbubbles zur 

Oberfläche der Zielzellen in jedem Fall nur wenige Mikrometer beträgt. Außerdem besteht 

die Möglichkeit, dass kationische Microbubbles in vivo nach systemischer Administration 

durch hämodynamische Kräfte oder auch durch Wechselwirkungen mit Serumproteinen ein 

anderes Bindungsverhalten als in vitro aufweisen, welches sich auf die Effektivität des 

Gentransfers auswirken könnte.   

Ex-vivo-Lokalisierung der Transfektion im Tumor und umliegenden Gewebe. 

Die räumliche Verteilung des Ultraschall-vermittelten Gentransfers im Tumor und 

umliegenden Gewebe wurde durch eine ex-vivo-Analyse der ß-Galaktosidase-Reportergen-

Expression ermittelt. In den tumortragenden Hinterbeinen, in denen die Transfektion erfolgte, 

wurde die Genexpression nicht nur im Tumorgewebe, sondern auch in der anliegenden 

Muskulatur und in der Haut nachgewiesen, die ebenfalls dem Ultraschall ausgesetzt waren. 

Die Ergebnisse der ex-vivo-Bestimmung der Luziferase-Aktivität bestätigten außerdem 

unsere vorherigen Resultate der in-vivo-Biolumineszenzbildgebung, bei der ein höherer 

Ultraschall-vermittelter Gentransfer mit kationischen Microbubbles verglichen zu neutralen 

Microbubbles nachgewiesen wurde, aber auch keine messbare Reportergenexpression in 

Organregionen außerhalb der Ultraschallexposition wie etwa in der Leber oder in der Milz. 

Zusammengenommen folgt aus diesen Resultaten, dass selbst in den Organen, die in erster 

Linie für die systemische Elimination der Microbubbles und der DNA verantwortlich sind, im 

Gegensatz zu der dem Ultraschall ausgesetzten Region keine unspezifische Transfektion 

stattfindet. Ferner bestätigen unsere Ergebnisse die Aussagen vorheriger Studien (99, 149), 

dass Ultraschall-vermittelter Gentransfer zwar auf zellulärer Ebene nicht spezifisch ist, 

allerdings durch die gezielte Platzierung des Ultraschallkopfes auf umschriebene 

Körperregionen begrenzt werden kann.  

Fortschritte in der Entwicklung des therapeutischen Ultraschalls könnten in Zukunft eine 

noch fokussiertere Applikation des Ultraschalls ermöglichen, wodurch die Spezifität des 

Gentransfers erhöht werden könnte. 
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4.3 Systematischer Vergleich des Ultraschall-vermittelten Gentransfers mit 

verschieden DNA- und Microbubble-Dosierungen in die Skelettmuskulatur. 

Notwendigkeit der Studie und Wahl des Tiermodells. 

Unsere initiale Studie zum Ultraschall-vermittelten Gentransfer in einem subkutanen 

Angiosarkom-Tumormodell hatte nachweisen können, dass kationische Microbubbles 

verglichen zu neutralen Kontroll-Microbubbles die Effektivität der Transfektion substanziell 

steigern können (3). Obwohl die Vorteile kationischer Microbubbles als Gentransporter von 

vielen Autoren propagiert werden (69, 71, 105, 150), wurden bisher wenige direkte 

Vergleichsstudien publiziert, die sich zudem weitgehend auf den Gentransfer in Zellkulturen 

beschränkten und dabei kontroverse Ergebnisse zeigten: Tlaxca et al. (121) konnten keinen 

signifikanten Unterschied für den Gentransfer mit kationischen und neutralen Microbubbles 

nachweisen, während Nomikou et al. (148) einen Vorteil für kationische Microbubbles 

beschrieben (allerdings ohne Angabe von Signifikanzwerten). In einer weiteren, oben bereits 

erwähnten in-vivo-Transfektionsstudie der gleichen Autoren zeigte sich wiederum kein 

signifikanter Unterschied im Gentransfer mit kationischen verglichen zu neutralen 

Microbubbles bei direkter intramuskulärer Injektion (148). Vor dem Hintergrund dieser 

Ergebnisse und basierend auf der Annahme, dass der Ultraschall-vermittelte Gentransfer mit 

Microbubbles von multiplen Faktoren abhängig ist, stellten wir die Hypothese auf, dass ein 

Vorteil in der Transfektion mit  kationischen gegenüber neutralen Microbubbles nicht 

allgemein vorliegt, sondern erst unter bestimmten Voraussetzungen zum Vorschein tritt. Wir 

untersuchten in dieser Studie daher die Auswirkung verschiedener Microbubble- und DNA-

Dosierungen auf die absolute Effektivität des Ultraschall-vermittelten Gentransfers sowie auf 

den relativen Unterschied im Gentransfer mit kationischen und neutralen Microbubbles. 

Um diese systematische Analyse durchzuführen, verwendeten wir die Skelettmuskulatur in 

Mäusen als Zielorgan, da es sich hierbei um ein gut durchblutetes und dem Ultraschall 

zugängliches Organ handelt, das bereits in mehreren Publikationen zum Ultraschall-

vermittelten Gentransfer für Vergleichsstudien verwendet worden ist (97, 100, 111, 151, 

152). Außerdem liegt die Reproduzierbarkeit bei diesem Modell höher als bei Tumor-

Modellen, bei denen das Wachstum und die Vaskularisierung des Tumors der einzelnen 

Versuchstiere deutlichen Schwankungen unterworfen sein kann (153), was insbesondere für 

die durchgeführte serielle in-vivo-Messung der Reportergen-Aktivität über einen längeren 

Zeitraum von Bedeutung sein kann. 

Kationische und neutrale Microbubbles steigern den Ultraschall-vermittelten Gentransfer im 

Vergleich zu den Kontrollgruppen. 

In den durchgeführten Versuchen wurden jeweils nur die DNA- oder Microbubble-Dosierung 

verändert, während alle anderen Parameter für den Gentransfer konstant gehalten wurden. 
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Hierbei muss herausgehoben werden, dass in den von uns durchgeführten Experimenten 

Microbubbles und DNA intravenös verabreicht wurden, womit eine invasive direkte 

intramuskuläre Injektion vermieden werden konnte, die zudem schon durch den bei der 

Injektion hervorgerufenen erhöhten Gewebedruck einen Gentransfer bewirken kann (46).  

Nach erfolgtem Ultraschall-vermitteltem Gentransfer mit 50 µg des Firefly luciferase 2-

Plasmids sowie 1x108 kationischen oder neutralen Microbubbles im Vergleich zu den 

Kontrollgruppen ohne Ultraschallexposition bzw. ohne Microbubble-Zugabe erfolgte die 

serielle Quantifikation der Reportergen-Expression durch in-vivo-Biolumineszenzbildgebung. 

Im Gegensatz zu den Zellkultur-Experimenten zeigte sich keine nachweisbare Luziferase-

Aktivität in der Kontrollgruppe, in der der Ultraschall-vermittelte Gentransfer ohne Zugabe 

von Microbubbles durchgeführt wurde. Diese Ergebnisse veranschaulichen die bisherigen 

Beobachtungen, dass beim in-vitro- und in-vivo-Gentransfer deutlich unterschiedliche 

Bedingungen vorliegen (59), und erlauben die Schlussfolgerung, dass Microbubbles für 

Ultraschall-vermittelten in-vivo-Gentransfer unter den verwendeten experimentellen 

Konditionen essenziell sind.     

Einfluss der Microbubble- und DNA-Dosierung auf die absolute Effektivität des Ultraschall-

vermittelten Gentransfers. 

Die Ergebnisse der in-vivo-Transfektionsexperimente zeigten einen dosisabhängigen Anstieg 

des Gentransfers bei einer Erhöhung der DNA- und Microbubble-Dosierung. Der maximale 

Gentransfer wurde bei der höchsten untersuchten Plasmid-DNA-Dosierung von 50 µg und 

den beiden höchsten Microbubble-Dosierungen von 1x108 und 5x108 Microbubbles 

vorgefunden. 

Diese Ergebnisse decken sich mit den Resultaten zuvor publizierter Studien zum Ultraschall-

vermittelten in-vivo-Gentransfer in die Herzmuskulatur, welche sowohl eine Steigerung des 

Gentransfers durch Erhöhung der Microbubble-Dosierung (136) als auch durch höhere DNA-

Dosen (132) nachweisen konnten. Die Korrelation zwischen erhöhter DNA-Dosis und 

gesteigerten Transfektion ist naheliegend, da die Transfektion maßgeblich vom Ausmaß des 

intrazellulären Transfers der DNA abhängig ist. Luo et al. (154) konnten nachweisen, dass 

die Erhöhung der lokalen DNA-Konzentration an der Zelloberfläche den Gentransfer 

substanziell steigern kann.  

In ähnlicher Weise ist davon auszugehen, dass eine höhere Konzentration an Microbubbles 

in der unmittelbaren Nähe der Zielzellen den Ultraschall-vermittelten Gentransfer steigert, da 

hierdurch die Anzahl der potentiellen Kavitationskerne erhöht wird, die die Sonoporation der 

Zellmembranen und folglich die intrazelluläre Aufnahme von genetischem Material fördert 

(136). 
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Allerdings wurde unter Beibehaltung einer konstanten DNA-Dosis von 50 µg bei einer 

steigenden Microbubble-Dosierung bereits bei 1x108 kationischen sowie neutralen 

Microbubbles eine Sättigung des zu erreichenden Gentransfers erreicht, ohne dass dieser 

durch die Erhöhung der Microbubble-Dosierung auf 5x108 Microbubbles signifikant gesteigert 

werden konnte. 

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Resultaten anderer Autoren, die nach systemischer 

Injektion eine Sättigung des Gentransfers bei einer vergleichbaren Dosis von 3.6x108 

Microbubbles ohne weiteren Anstieg bei 6x108 Microbubbles berichtet haben (136). Weitere 

Studien fanden ebenfalls ein Erreichen des maximalen Gentransfers bei Microbubble-

Dosierungen vor, die kleiner als die größte untersuchte Dosis waren (65, 132, 139). Es ist 

daher vermutet worden, dass eine Erhöhung der Microbubble-Dosierung ohne gleichzeitige 

Erhöhung der DNA-Menge ab einer bestimmten DNA-Dosierung den Gentransfer nicht 

weiter steigern kann (136).  

Andere Autoren nehmen hingegen an, dass eine starke Erhöhung der Microbubble-

Konzentration einen weiteren Anstieg des Gentransfers dadurch verhindert, dass die 

verstärkte Sonoporation zu irreversiblen Mikroperforationen der Membranen und bleibenden 

Zellschaden führt (121, 155, 156). Diese Annahmen decken sich mit Zellkultur-

Experimenten, in denen für höheren Microbubble-Dosierungen eine geringere 

Überlebensrate der Zellen nach Ultraschall- und Microbubble-Exposition berichtet worden ist 

(78, 157).  

Obwohl sich mit den in unserer Studie verwendeten DNA-Dosierungen keine 

Sättigungskurve mit Plateaubildung zeigte, haben andere Autoren für den Ultraschall-

vermittelten in-vivo-Gentransfer eine solche Sättigungskinetik beschrieben (132). Zukünftige 

Studien sollten daher auch Versuche mit höheren DNA-Dosen einschließen. In Studien zum 

Ultraschall-vermittelten Gentransfer im Mausmodell wurden bisher die intravenöse Gabe von 

bis zu 200 µg berichtet (136). 

Einfluss der Plasmid-DNA- und Microbubble-Dosierung auf die relative Steigerung des 

Gentransfers durch kationische Microbubbles. 

In unserer Studie wurde gleichfalls die relative Steigerung des Ultraschall-vermittelten 

Gentransfers mit kationischen Microbubbles verglichen zu neutralen Microbubbles bei den 

verschiedenen verwendeten DNA- und Microbubble-Dosierungen analysiert.  

Bei den verschiedenen untersuchten DNA-Dosierungen konnte eine signifikant höhere 

Transfektion beim Gentransfer mit kationischen Microbubbles für alle Dosierungen (10, 25, 

37,5 und 50 µg) außer für 17,5 µg beobachtet werden. Zwar war bei dieser pDNA-Dosierung 

eine 1,9-fach erhöhte Transfektion mit kationischen verglichen zu neutralen Microbubbles zu 

beobachten, allerdings war diese – am ehesten durch eine hohe Variabilität innerhalb der 

Gruppe und folglich hoher Standardabweichung – statistisch nicht signifikant. Insgesamt 
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zeigte der Effektivitätsvorteil der kationischen Microbubbles gegenüber den neutralen 

Microbubbles beim Ultraschall-vermittelten Gentransfer eine inverse Korrelation zur DNA-

Dosierung, das heißt, die relative  Steigerung des Gentransfers war am deutlichsten bei der 

niedrigsten DNA-Menge von 10 µg (Faktor 7,5) und am geringsten bei der höchsten 

eingesetzten Dosis von 50 µg (Faktor 1,4).  

Bei den vier untersuchten Microbubble-Dosierungen zeigte sich eine gesteigerte 

Transfektion durch kationische Microbubbles verglichen zu neutralen Microbubbles für 1x107, 

5x107, und 1x108 Microbubbles, allerdings nicht für 5x108 Microbubbles. Dieser Effekt kann 

allerdings nicht allein durch eine höhere Variabilität begründet werden. In Analogie zum 

Vergleich aufsteigender DNA-Dosierungen zeigte sich die höchste relative Steigerung des 

Gentransfers mit kationischen Microbubbles gegenüber neutralen Microbubbles bei der 

geringsten Dosierung (27-fach bei 1x107 Microbubbles), wohingegen höhere Microbubble-

Dosierungen nur eine moderate Steigerungsrate aufwiesen (1,4-fach bzw. 1,5-fach bei 1x108 

und 5x108 Microbubbles).  

Unsere Hypothese war in Übereinstimmung mit der aktuellen Literatur (69, 115, 117, 121), 

dass kationische Microbubbles durch ihre Fähigkeit, DNA elektrostatisch zu binden, den 

Gentransfer steigern können, da sie dadurch die DNA vor enzymatischem Abbau schützen 

und erst wieder Ultraschall-vermittelt in der unmittelbaren Nähe der Zielzellen freisetzen. Da 

die Sonoporation der Zielzelle im direkten Umfeld der Microbubbles stattfindet (78), wird 

angenommen, dass durch die Ansammlung von DNA auf der Oberfläche kationischer 

Microbubbles somit eine größere Menge an genetischem Material zum intrazellulären 

Transfer durch die neu geschaffenen kurzlebigen Membranporen zur Verfügung steht, als 

wenn die DNA frei im Kreislauf zirkulieren würde (69).    

In Hinblick auf die vorliegenden Ergebnisse ist die Interpretation naheliegend, dass unsere 

Hypothese zumindest bei den geringeren untersuchten Microbubble- und DNA-Dosierungen 

bestätigt werden kann. Höhere systemische DNA- und Microbubble-Dosierungen scheinen 

allerdings eine ausreichend hohe Konzentration an Microbubbles und DNA in der 

unmittelbaren Nähe der Zielzellen für einen effektiven Gentransfer zu bewirken, ohne dass 

dabei die oben beschriebene Fähigkeit der kationischen Microbubbles zum Gentransport 

noch bedeutsam ins Gewicht fällt. Ferner kann man annehmen, dass höhere DNA-

Gesamtdosen nur zu einem geringen prozentuellen Anteil enzymatisch abgebaut werden 

können, sodass ein Schutz durch Bindung an kationische Microbubbles keine signifikante 

Steigerung an verfügbarer intakter DNA für den Gentransfer bewirkt.  

Schlussfolgerungen. 

Insgesamt deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass kationische Microbubbles den 

Ultraschall-vermittelten Gentransfer gegenüber neutralen Microbubbles am deutlichsten 

steigern, wenn geringe Microbubble- oder DNA-Dosierungen verwendet werden. Hieraus 
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lässt sich umgekehrt schließen, dass die Vorteile der kationischen Microbubbles bei 

systemischer Gabe höherer DNA- und Microbubble-Konzentrationen aufgehoben werden.  

Unsere Dosis-Optimierungsstudie liefert somit entscheidende Einblicke, wie die erhöhte 

Effektivität der kationischen Microbubbles für den Ultraschall-vermittelten in-vivo-Gentransfer 

am besten genutzt werden kann: Obwohl ein effektiver Gentransfer mit hohen Dosen von 

neutralen Microbubbles genauso wie mit kationischen Microbubbles erzielt wurde, wird eine 

klinische Umsetzung des Ultraschall-vermittelten Gentranfers mit großer Wahrscheinlichkeit 

eine Dosislimitierung aus Sicherheitsgründen erfordern. Kationische Microbubbles könnten 

somit eine bedeutende Rolle spielen, einen effektiven Gentransfer mit geringeren Dosen zu 

erzielen. Gerade vor dem Hintergrund, dass die Translation der Methode zur Behandlung 

von Patienten im Gegensatz zum Tiermodell deutliche höhere Gesamtdosen benötigen wird, 

könnten kationische Microbubbles auch dazu beitragen, durch die Ermöglichung einer 

Dosisreduktion die Wirtschaftlichkeit des Verfahrens zu steigern.   

 

4.4 Limitationen 

Wenngleich unsere Studie wichtige Erkenntnisse zum Einfluss kationischer Microbubbles auf 

den Ultraschall-vermittelten Gentransfer liefern kann, sollten folgende Limitationen erwähnt 

werden, die die Aussagekraft der Ergebnisse einschränken können: 

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Analyse des Ultraschall-vermittelten 

Gentransfers mit Microbubbles im Tiermodell. Die Studien zum in-vitro-Gentransfer erfolgten 

– basierend auf bisher publizierten Experimenten und eigenen Pilotstudien – unter 

Verwendung eines festen experimentellen Aufbaus. Angesichts der Tatsache, dass 

Erkenntnisse aus dem in-vitro-Gentransfer nicht unmittelbar auf Versuche im Tiermodell 

übertragen werden können (59), wurde auf eine in-vitro-Optimisierungsstudie verzichtet. 

Obwohl in der Studie im subkutanen Tumormodell die Verteilung der Mäuse auf die 

einzelnen Gruppen randomisiert wurde, muss von Unterschieden in der Perfusion und im 

Wachstum der Tumore ausgegangen werden (153), was zu Schwankungen in der Effektivität 

des Gentransfers innerhalb einer Behandlungsmodalität führen kann. In zukünftigen Studien 

könnte die Quantifikation des Gentransfers durch Ultraschall-gestützte Tumorausmessung 

und dreidimensionale Perfusionsbildgebung normalisiert werden, um potentielle Störgrößen 

zu eliminieren. 

Eine weitere Limitation des Tumormodells stellt der begrenzte Zeitraum der 

Biolumineszenzbildgebung zur seriellen Quantifikation der Genexpression nach erfolgter 

Transfektion dar. Aufgrund des aggressiven Wachstums der Tumore war es nicht möglich, 

die Reportergen-Expression länger als 48 Stunden zu verfolgen, da die Versuchstiere 

gemäß der Richtlinien der Administrative Panel on Laboratory Animal Care der Stanford 
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University bei Tumoren über 1,75 cm Größe und bei exulzerierten Tumoren euthanasiert 

werden mussten (158). Außerdem wurde in dieser Studie nicht untersucht, ob die Steigerung 

des Gentransfers durch kationische Microbubbles unter anderen experimentellen 

Bedingungen – wie etwa Ultraschall-Parameter, Microbubble- und DNA-Dosierungen sowie 

anderen Zielorganen – weiterhin bestehen bleiben würde. 

Die zweite Studie im Tiermodell zielte daher darauf, den Einfluss kationischer Microbubbles 

auf den Gentransfer unter Verwendung verschiedener DNA- und Microbubble-Dosierungen 

und der Skelettmuskulatur als stabiles Zielgewebe über einen längeren Zeitraum zu 

beobachten. Dennoch bleibt die nachgewiesene Effektivitätssteigerung durch kationische 

Microbubbles auf die verwendeten Microbubble-Typen und den speziellen Protokollen beim 

Gentransfer beschränkt. Weitere Studien müssen bestätigen, ob die gewonnenen 

Erkenntnisse auch auf kationische Microbubbles anderer Hersteller und auf andere 

Zielorgane zu generalisieren sind. 

Schließlich wurde der Gentransfer mit kationischen und neutralen Microbubbles nicht speziell 

auf mögliche toxische Nebenwirkungen untersucht. Obwohl Microbubbles und Ultraschall in 

der Klinik bereits als sicheres diagnostisches Verfahren verwendet werden, erfordern die 

beim Gentransfer benötigten höheren Dosen eine genauere Evaluation. Hierbei sollte in 

zukünftigen Studien auch untersucht werden, ob kationische und neutrale Microbubbles 

Unterschiede in der Toxizität aufweisen. 
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5 Zusammenfassung 
 

Die Gentherapie wird bereits seit über zwei Jahrzehnten als Behandlungsoption mit potentiell 

kurativem Ansatz für Krebserkrankungen in präklinischen und klinischen Studien erforscht. 

Es wurden zahlreiche therapeutische Verfahren entwickelt, die durch das Einbringen von 

genetischem Material in Tumorzellen deren Funktion normalisieren oder die Zellen gezielt in 

den Zelltod führen. Als bedeutendste Hürde für die Einführung der Methode als klinische 

Standardtherapie hat sich allerdings das Fehlen eines effektiven, spezifischen und sicheren 

Vektorsystems herausgestellt, um die therapeutischen Gene in vivo in die Zielzellen zu 

transportieren.  

Ultraschall-vermittelter Gentransfer mit Microbubbles stellt ein vielversprechendes 

experimentelles Verfahren zur Gentherapie dar, das im Gegensatz zu viralen Vektoren über 

ein hervorragendes Sicherheitsprofil verfügt und dessen Wirkung durch lokal begrenzte 

Ultraschall-Applikation wirkungsvoll gesteuert werden kann. 

Ultraschall-vermittelter Gentransfer basiert auf der vorübergehenden Perforation von 

Zellmembranen (Sonoporation), ein Effekt, der in Gegenwart von Microbubble-Kontrastmittel 

deutlich verstärkt wird. 

In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro sowie im Mausmodell die Effektivität des Ultraschall-

vermittelten Gentransfers mit ungeladenen Standard-Microbubbles gegenüber neuartigen 

kationischen Microbubbles verglichen. In in-vitro-Versuchen konnte nachgewiesen werden, 

dass kationische Microbubbles genetisches Material auf Ihrer Oberfläche binden und gegen 

enzymatische Degradation schützen können sowie den Gentransfer in vitro um den Faktor 

20 steigern. 

Im in-vivo-Tumormodell zeigte sich ein signifikant höherer Gentransfer mit kationischen 

Microbubbles verglichen zu Standard-Microbubbles im umschriebenen Gebiet der 

Ultraschall-Exposition. Die folgende in-vivo-Dosisoptimierungsstudie ergab, dass sich die 

Steigerung des Ultraschall-vermittelten Gentransfers durch kationische Microbubbles 

verglichen mit Standard-Microbubbles besonders bei geringen Dosierungen von 

Microbubbles und DNA zeigte (bis um den Faktor 27), während dieser Effekt bei höheren 

Dosen neutralisiert wurde und der Unterschied nicht mehr signifikant war. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass kationische Microbubbles 

eine wirkungsvolle Methode darstellen, um bei geringeren Dosierungen den Ultraschall-

vermittelten in-vivo-Gentransfer signifikant zu steigern. Basierend auf diesen Resultaten ist 

es wahrscheinlich, dass in zukünftigen Studien ein effektiver Gentransfer und 

therapeutischer Effekt mit kationischen Microbubbles auch mit niedrigen Dosierungen 

erreicht werden kann, wodurch die Wirtschaftlichkeit dieser Methode erhöht wird und 

potentielle Nebenwirkungen verringert werden könnten.   
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