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1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung

1.1.1 Haut und Elastizitat

Mit etwa 16% des Kdrpergewichtes beim Menschen und 20% beim Schwein ist
die Haut das schwerste und zugleich gro3te Organ des Kdrpers (Dickerson und
Mccane 1964, Gawkrodger 2003). Sie ist ein wichtiges Sinnesorgan und
wesentlich an der Thermoregulation beteiligt. AuRerdem Ubernimmt sie eine
wichtige Schutzfunktion vor Verletzungen, ungewolltem Wasserverlust und
ultravioletter Sonnenstrahlung. Als priméare Immunbarriere schitzt sie zudem vor
infektiosen Pathogenen. Darlber hinaus beinhaltet die Haut zur weiteren Abwehr
Zellen des angeborenen Immunsystems, welche durch das adaptive
Immunsystem (via Lymph- und BlutgefaRe) unterstitzt wird. In der Haut findet
auch die Produktion einer Reihe von Hormonen statt - inklusive Vitamin-D
Bildung - sowie Energiespeicherung, der Aufbau von Lipid-Metaboliten und
Heilungsprozesse bei Verletzungen (Kielty und Shuttleworth 1997, Kendall und
Nicolaou 2013).

Die Haut besteht aus drei Schichten: Der Epidermis, der Dermis und der
Hypodermis (Abb. 1). Die auB3erste Schicht, die Epidermis oder auch Oberhaut
genannt, besteht vor allem aus Keratinozyten und hat eine Dicke von 150 —
200 um. Die Keratinozyten differenzieren sich aus der Basalzellschicht nach
auf3en hin zur Hornschicht (Stratum Corneum, 10 — 20 pum dick). Sie werden dann
auch Hornzelle genannt. Diese Hornzellen sind sehr proteinreich und in eine
lipidreiche Matrix eingebettet. Diese Schicht ist hauptsachlich verantwortlich fur
die Immunbarriere und verhindert bzw. erschwert das Eindringen von
Pathogenen, aber auch Pharmaka, in die Haut (Elias 1981). Weitere Zellen der
Epidermis sind die hautspezifischen Immunzellen, genannt Langerhans-Zellen,
und die Merkel-Zellen, die an der Basalmembran zwischen Epidermis und der
darunterliegenden Dermis liegen und der Mechanorezeption dienen (Lullmann-
Rauch 2009, Aumtller et al. 2010, Faller und Schiinke 2012).
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Abb. 1. Schematische Reprasentation der Hautstruktur. Die Haut besteht aus
drei Hauptschichten, der Epidermis (Oberhaut), der Dermis (Lederhaut) und der
Hypodermis (Unterhaut). Sie bilden eine effektive Barriere gegen &aulere
Einflisse. Abbildung adaptiert nach Gawkrodger (2003).

Die Dermis (Lederhaut) ist 0,6 — 3 mm dick (Gawkrodger 2003). Sie besteht
hauptsachlich aus Fibroblasten und einer extrazellularen Matrix. Die Dermis
enthalt auRerdem kapillare Blutgefal3e, Haarfollikel, Schweil3driisen, sensorische
Nerven und verschiedene Immunzellen. Melanozyten schiitzen den Koérper vor
UV-Strahlung.

Die Hypodermis, auch Subkutis, Unterhaut oder Unterhautgewebe genannt,
enthalt BlutgefaRe und Fettzellen, welche das Fettgewebe bilden. Letzteres ist
wichtig fur die Fettspeicherung als Energiereserve, aber auch zur Bildung
wichtiger Lipid-Metaboliten und zur thermischen Isolation. Dies resultiert in einer
Dicke von bis zu 3 cm oder mehr am Abdomen (Gawkrodger 2003). Stérungen
der Hypodermis fiihren unter anderem zu Stérungen der Elastinproduktion und
aufgrund der hier liegenden Keratinozyten- sowie Fibroblasten-

Stammzellnischen auch zur Storung der Zellproliferation und der Wundheilung



(Kielty und Shuttleworth 1997, Gawkrodger 2003, Kendall und Nicolaou 2013,
Lagali et al. 2013, Levin et al. 2014).

Die Haut des hellhautigen deutschen Hausschweines ist der des Menschen sehr
ahnlich (Laurent et al. 2007) und kann als biologisches Modell fir humane
dermale Funktionen verwendet werden. Beispielsweise wurden weitgehende
Ubereinstimmungen gezeigt fur die epidermale Barriere, Permeationsverhalten,
Stoffwechsel in Epidermis und Dermis sowie Zusammensetzung der
Hautschichten (Meyer 1996).

1.1.2 Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix der Dermis ist hauptverantwortlich fur die Elastizitat der
Haut (Kielty und Shuttleworth 1997, Lagali et al. 2013). Bei verschiedenen
Saugetieren besteht diese Matrix im Mittel zu 70% des Trockengewichts aus
Kollagen (Neuman und Logan 1950) und zu 4,8% des Trockengewichts (Starcher
1977, Rodrigues et al. 2010) bzw. 2,1% bezogen auf das Nassgewicht (Uitto et
al. 1983) aus Elastin. Hinzu kommen noch Glykosaminoglykane (Lagali et al.
2013). Kollagen vermittelt die Festigkeit der Haut, Elastin die Elastizitat und die
Glykosaminoglykane sorgen fur die Hydratation (Obagi 2006). Die Substanz der
extrazellularen Matrix wird von den Fibroblasten (Baldwin et al. 2013, Lagali et
al. 2013) sezerniert, wobei ein Durchschnittsmensch mit einer Gesamtzellanzahl
von 37,2*10'2 etwa 1,85*10'2 dermale Fibroblasten besitzt (Bianconi et al. 2013).

1.1.3 Elastische Fasern

Die Elastizitat wird der Haut nicht allein von Elastin, sondern von einer Elastin-
enthaltenden Uberstruktur, den elastischen Fasern (Abb. 2), verliehen.
Elastische Fasern werden hauptsachlich von Fibroblasten gebildet. Allerdings
kann ein Teil der Produktion auch von glatten Muskelzellen sowie von
Chondrozyten des elastischen Knorpels tGbernommen werden. Ein Grol3teil
dieser Fasern besteht aus Elastin. Die Bildung von Elastin erfolgt aus der
intrazellular gebildeten Vorstufe Tropoelastin (60 — 70 Kilodalton). Das
Tropoelastin hat mehrere Domé&nen: Abwechselnd hydrophobe und Lysin-reiche



kovalent bindende (,Cross-Link) Domanen (Bashir et al. 1989, Baldwin et al.
2013). Nach dem Verlassen der Zelle aggregiert Tropoelastin in der
extrazellularen Matrix mit Hilfe des Enzyms Lysyloxidase durch Quervernetzung
zu Elastin. Die elastischen Fasern werden hierbei durch Elastin sowie der zweiten
wichtigen Komponente, den Mikrofibrillen, gebildet (Rosenbloom et al. 1993,
Baldwin et al. 2013). Die Fasern bestehen zu 90% aus der amorphen Phase
Elastin und zu 10% aus den Mikrofibrillen mit einem Durchmesser von 10 — 12 nm
(Rosenbloom et al. 1993). Licht- (Rosenbloom et al. 1993), Laser- (Fecht 2012)
sowie rasterelektronenmikroskopische (Ushiki 2002) Aufnahmen bestatigen

diesen Aufbau.

Abb. 2: Elastische Faser aus der Haut der Maus. Auf einem Strang von Elastin
(|—|) sind Mikrofibrillen (Pfeile) aufgelagert. VergréRerung: 55.000 (Bildbreite
entspricht 1,5 um) (Ushiki 2002).

Das Elastizitatsmodul (oder Youngscher Modul) beschreibt das Dehnungs-
Spannungsverhalten bei Verformung eines festen Koérpers (Chabay und
Sherwood 2011). Das Elastizitatsmodul der steifen Anteile der Dermis, also von

Kollagen und Mikrofibrillen, ist mit 2 GPa im mittleren oberen Bereich (Vergleich:



Knochen = 19 GPa, Zahnschmelz = 75 GPa). Die hohe Elastizitat der elastischen
Fasern wird mit einem Wert von nur 0,002 GPa ausgedrtckt (Vergleich: Gummi
= 0,001 GPa) (Howard 2001).

Elastische Fasern besitzen eine Halbwertszeit von 74 Jahren (Shapiro et al.
1991). Hochgerechnet muss zum Beispiel das Herz einer 90-jahrigen Frau,
welches mit 90 Bpm schlagt, in ihrem Leben uber 4 Milliarden Kontraktionen
Uberstenen. Da Elastin fast nur frih juvenil gebildet wird, ist dies ein

Uberzeugender Hinweis auf eine lebenslange Funktionalitat dieses Molekiils.

Elastin ist auch in anderen lebenswichtigen Organen vorhanden. Im Gegensatz
zur Haut mit 2,1% Elastin (Uitto et al. 1983) betragt der Elastin-Anteil in der
Aorta ca. 50% und ca. 5% in der Lunge verschiedener Saugetiere (Neuman und
Logan 1950, Starcher 1977, Rodrigues et al. 2010). Da Elastin fur die Elastizitat
der Gewebe verantwortlich ist, also den gestreckten Zustand in den relaxierten
umkehrt (Rosenbloom et al. 1993) ohne dabei zu reil3en (Alberts et al. 2012), ist
dieses Protein von entscheidender Wichtigkeit. Trotz dieser primar dauerhaften
Funktionalitat besteht ein grof3es Problem des Alterns im zunehmenden Verlust

von Elastizitat, sei es in der Haut, in BlutgeféaRen oder der Lunge.

1.1.4 Verlust der Haut-Elastizitat

Es gibt verschiedene Einflisse, welche zu einer Hautalterung und damit zu einer
Verminderung der Elastizitat fihren kénnen. Die Haut wird dinner und fragiler,
die Elastizitat sinkt und die Funktion der Schweil3- und Talgdrisen wird
eingeschrénkt. Bei der Hautalterung wird das Stratum Corneum verdickt, die
Menge an Kollagen, funktionalem Elastin sowie der Glykosaminoglykane nimmt
ab. Die Haut beginnt Falten zu bilden (Talwar et al. 1995, Obagi 2006, EI-Domyati
et al. 2014).

Bei den Einflissen auf die Hautalterung spielen intrinsische wie extrinsische
Faktoren eine Rolle. Als extrinsisch werden die Umwelteinflisse bezeichnet,
welche sich auf die Haut auswirken. Hier steht vor allem die UV-Strahlung im
Vordergrund. So sind die photochemischen Prozesse fir Uber 80% der
Hautalterung im Gesicht verantwortlich. Eine langanhaltende UV-Einwirkung



zerstort vor allem die extrazellulare Matrix und hier besonders die Mikrofibrillen
der elastischen Fasern. Durch beide Faktoren der Hautalterung kann eine
Akkumulation von amorphem Elastin-Material entstehen, welches fur
Tropoelastin als auch fur Fibrillin-1, dem Baustein der Mikrofibrillen, immunpositiv
ist (,Solare Elastose®) (Langton et al. 2010). Als weitere extrinsische Einflisse
kommen Tabakrauch, radioaktive Strahlung, Entziindungen wie z.B. Dermatosen
(haufige Nebenwirkung von Medikamenten), Verbrennungen sowie zahlreiche
weitere Faktoren hinzu, welche zu einer Abnahme der Elastizitdt in der

extrazellularen Matrix fuhren kénnen.

Als intrinsische Hautalterung wird die Abnahme der Produktion der
Extrazellularbestandteile bezeichnet. Ab dem 20. Lebensjahr sinkt z.B. die
Kollagenproduktion um 1% pro Jahr. Auch die Glykosaminoglykane werden
vermindert sezerniert. Bezlglich der Frage, ob Elastin im Alter vermindert
produziert wird oder nicht, gibt es widerspruchliche Studien (Pierce und Hocott
1960, Sephel et al. 1986, Zhang et al. 1999, Sellheyer 2003, Pittet et al. 2014).
Es wird davon ausgegangen, dass Elastin fast ausschlie3lich frih postnatal
sezerniert wird und im adulten Lebensabschnitt durch einen post-
transkriptionellen Prozess die Bildung der Elastin-mRNA vermindert wird (Zhang
et al. 1999, Naylor et al. 2011). Zhang und Mitarbeiter gehen dabei davon aus,
dass in adulten Fibroblasten gegenuber juvenilen die Elastinproduktion um
mindestens den Faktor 50 — 100 verringert ist. Obwohl dieser Punkt in der
Literatur strittig ist, waren sich die Studien einig, dass die Elastizitdt der Haut im
Alter abnimmt, und dabei eine verminderte Funktion von Elastin vorliegt.
Histologische Schnitte zeigen, dass die schwerwiegendsten Veranderungen
infolge des Hautalterns in den Komponenten der Elastin-Struktur stattfinden
(Naylor et al. 2011). Man kann also zusammenfassen, dass es eine drastische
Verminderung der Elastizitat aufgrund von verminderter Elastin-Funktion
(extrinsisch oder intrinsisch) in der Haut gibt. Ein Verlust an funktionellem Elastin,
egal ob extrinsisch oder intrinsisch entstanden, schrankt die Funktion von Haut,
aber auch von BlutgefaBen und Lunge zum Teil deutlich ein. Ein Ziel der
vorliegenden Arbeit ist daher die Erhohung des Elastingehalts in der Haut mittels
MRNA (Botenstoff-Ribonukleinsaure) Transfektion. Das Einbringen von Fremd-



MRNA oder -DNA nennt man Transfektion. Dies ware ein erster Schritt,
Hautkrankheiten wie z.B. das faltige Haut Syndrom (wrinkly skin syndrom) mit
erheblich reduziertem Elastin-Gehalt in der Extrazellularen Matrix (Boente et al.
1999) oder altersbedingten Fehlfunktionen der Haut (El-Domyati et al. 2014)

entgegenzuwirken.

1.1.5 Boten-Ribonukleinsaure oder messenger RNA (MRNA)

Gene tragen die Information fur die Herstellung von Proteinen. In einem ersten
Schritt, der Transkription, wird die Information von der DNA mithilfe von RNA-
Polymerasen in eine mRNA Ubersetzt. Die Ribonukleinsduresequenz der mRNA
kodiert fir eine Aminosauresequenz. Diese wird an den zytoplasmatischen
Ribosomen unter Zuhilfenahme von Transfer-RNA Molekilen und zahlreichen
Hilfsfaktoren (wie z.B. Elongationsfaktoren) im Prozess der Translation gebildet.
Durch Faltung dieser Aminosauresequenz entstehen funktionsfahige Proteine
(Campbell und Reece 2009). Die mRNA ist am Gesamtanteil der RNA einer
menschlichen Zelle mit 5% am geringsten vertreten (Warner 1999, Herman
2007). Die Halbwertszeit humaner mRNA, also die Zeit in welcher die Halfte der
MRNA abgebaut wird und nicht mehr an der Proteinsynthese beteiligt ist, betragt
im Mittel 10 Stunden (Palsson 2006).

1.1.6 Ribonukleasen

Die mRNA wird von Ribonukleasen abgebaut. Diese Enzymgruppe wirkt nicht
nur intrazellular (Zhang et al. 1999), sondern ist auch ein wichtiger Bestandteil
der extrazellularen Komponenten der Haut (Percoco et al. 2012). Es gibt Viren
auf RNA-Basis, gegen welche die RNA-Abbau Maschinerie des Korpers und vor
allem der Haut einen wichtigen Abwehrmechanismus darstellt (Dickson und
Wilusz 2011). Aus diesem Grund wird RNA bei Berihrung mit Haut sofort
abgebaut (Probst et al. 2006). Ein Ziel der Arbeit war es, RNA so in die Haut
einzubringen, dass sie dort ihre Funktion als Ubersetzungsmatrix fiir Proteine

ausuben kann. Aufgrund der Abwehrmechanismen der Haut muss diese RNA
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daher mittels spezieller Techniken der RNA-Transfektion in die Haut eingebracht

werden.

1.1.7 Transfektion mit synthetischer mRNA

Es gibt heutzutage eine Vielzahl von Mdglichkeiten, um die in einer Zelle erzeugte
Proteine zu beeinflussen. Hier soll nur auf solche Verfahren eingegangen
werden, welche auf Einschleusen von Fremd-DNA oder -RNA in Zellen basieren;
diese Verfahren werden zusammenfassend Transfektion genannt. Verschiedene
Techniken stehen hierbei zur Verfligung. Das Einbringen spezieller DNA-
Sequenzen in das Genom einer Zelle erfolgt z.B. durch Virus-Vektoren,
Liposomen oder Gold-Partikel - dabei werden Zellen mittels einer Genkanone
beschossen. Hierdurch kann eine nachhaltige Proteinproduktion herbeigeftihrt
werden (Thieman und Palladino 2013). Da DNA kontinuierlich in das eigene
Genom eingebaut wird, besteht bei Verwendung dieser Methoden in der
Gentherapie ein Sicherheitsrisiko wie schadliche Mutationen bis hin zu Krebs
oder starke Immunreaktionen durch Uberproduktion der Proteine (Donnely et al.
2003, Baum et al. 2006).

Noch aktueller ist die auf synthetischer mRNA basierte Therapie. Bei dieser wird
mit speziell modifizierter synthetischer mRNA transfiziert, welche fiir ein Protein
kodiert. Die Vorteile der mRNA-Methode gegenuber der DNA basierten
Gentherapie sind zahlreich. Hervorzuheben ist besonders, dass diese Art der
Behandlung nicht kanzerogen wirkt, denn die mRNA ist nur zeitweise prasent
und kann das Genom der Zelle nicht verandern (Abraham et al. 2015, Michel et
al. 2015). Die mRNA Therapie erlaubt dadurch eine kontrollierte de novo
Proteinsynthese. Sie kann risikoarm mit Patienten durchgefuhrt werden und ist
deutlich kostensparender und einfacher zu kontrollieren als die Transfektion mit
DNA. Wichtig bei dieser Art der Therapie ist allerdings, dass die mRNA modifiziert
wird. Ohne entsprechende Modifikation wére diese zu instabil und wirde eine zu
hohe Immunogenitat aufweisen. Hierzu werden z.B. die modifizierten Nukleotide
5-Methylcytidin und Pseudouridin in die mRNA eingebracht, was einen starken

Effekt auf ihre Wirksamkeit hat: So wird nicht nur die Stabilitat erh6ht, sondern
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auch die Immunantwort unterdriickt und die gewinschte Protein-Produktion
erreicht.  Zusatzlich zu den modifizierten Nukleotiden zeigt eine
Dephosphorylierung der mRNA eine weitere Wirkungserh6hung (Avci-Adali et al.
2014a, Avci-Adali et al. 2014b). Hierzu wird die mRNA mittels Antarktischer
Phosphatase dephosphoryliert, was zu einer verbesserten Translationsrate fuhrt
(Abraham et al. 2015, Michel et al. 2015).

1.1.8 Chemische Verpackung synthetischer mRNA

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Mdoglichkeiten der intradermalen
Transfektion synthetischer mRNA getestet. Gemeinsam ist den Methoden der
Weg Uber die Lipoplex Bildung mittels Lipofectamine 2000™, auch Lipofektion
genannt. Hierbei wird die unterschiedliche Ladung der Nukleinsauren und der
Liposomen genutzt. Kationische Lipide (= Lipofectamine 2000™), welche aus
amphiphilen Molekulen bestehen, werden mit der mRNA fuir 15 Minuten inkubiert.
In dieser Zeit findet die Komplexierung statt. Die negativ geladenen Phosphate
der mRNA reagieren elektrostatisch mit den positiv geladenen Képfen der Lipide
des Lipofectamine 2000™, was zu spontaner Komplexierung fuhrt (Abb. 3). Die
entstandenen Lipoplexe sind nun auf der Oberflaiche positiv geladen und
vermitteln somit die Interaktion der Lipoplexe mit der negativ geladenen
Zellmembran. Es wird davon ausgegangen, dass die Lipoplexe mittels
Endozytose in die Zellen gelangen (Son et al. 2000, Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Thermo Fisher Scientific Inc.). Um eine optimale Transfektion zu gewahrleisten,
ist bei der Lipofektion besonders das Verhéltnis der Menge des
Transfektionsmittels (Lipofectamine 2000™) gegentber der mRNA sowie des
Mediums (OptiMEM®) wichtig. Eine Studie mit Fibroblasten und eGFP-mRNA
zeigte, dass diese mit mehr als 2pL Lipofectamine 2000™ im
Transfektionsansatz (2,5ug mMRNA; 500puL OptiMEM®) die beste
Transfektionseffizienz lieferten. Bei dieser Menge an mRNA wurden nur geringe
Schwankungen in der Menge der transfizierten Zellen festgestellt (Avci-Adali et
al. 2014a).
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MRNA-Komplex

S°

\ — Protein
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Abb. 3: Schema der Transfektion synthetischer mRNA in Zellen. Zuerst
komplexiert die mMRNA mit dem Lipofectamine 2000™ und bildet den ,Lipoplex®.
Die Lipoplexe werden durch Endozytose in die Zielzelle aufgenommen. Dort wird
die Lipidschicht abgebaut und die mRNA freigesetzt. Im Zytosol wird die mRNA
durch Ribosomen in das gewiinschte Protein translatiert (modifiziert nach Michel
et al., 2015).

1.1.9 Einbringen komplexierter mRNA in das Gewebe

Es gibt verschiedene in vitro Methoden, um die Lipoplexe intradermal an die
Zellen zu bringen und die Proteinsynthese zu analysieren. Hierfir kann eine
modifizierte Permeationszelle nach Franz (Franz 1975), heute auch Franz-Zelle
genannt, eingesetzt werden. Diese Zelle wurde fir die Untersuchung der
Permeation von Substanzen durch die Haut entwickelt. Sie besteht aus einem
oberen (nach oben offenen) und einem unteren, rundlichen Glasanteil, an
welchem das Probe-Entnahme Roéhrchen sitzt (Abb. 4). Eine Hautprobe wird
zwischen diesen beiden trennbaren Teilen fixiert und tritt mit dem Medium im
unteren Reservoir (Lunter und Daniels 2012) in Kontakt. Der Transfektionsansatz
kann als Uberstand auf das Gewebe gegeben werden und hat nun zwei
Moglichkeiten der Permeation, zum einen durch die intakte Hornschicht, zum

13




anderen durch die Hautanhangsgebilde, also Haarfollikel, Schweil3- und
Talgdrisen (Daniels 2004).

oberes Reservoir

= Ndhrmedium / Uberstand
Hautprobe

Exsikkatorfett

unteres

Reservoir Probenentnahme

Rohrchen

\_/

Abb. 4: Aufbau einer Franz-Zelle. Die beiden Glaskompartimente tGber und
unter der Haut wurden mittels einer Klammer (nicht eingezeichnet) fixiert.

Eine weitere Methode ist die intradermale Injektion des Transfektionsansatzes
mit einer Spritze per Mantoux-Technik (Mantoux 1910, Laurent et al. 2007,
Lambert und Laurent 2008). Man spricht man von einer intradermalen Injektion,
wenn nicht tiefer als 1,2 mm injiziert wird (Dacso 1990), dartber hinaus von

transdermaler Injektion (Donnelly et al. 2012).

Fir die intradermalen Injektionen kdnnen auch Mikronadeln eingesetzt werden.
Mikro bedeutet hier eine Nadellange von unter 1 mm (Levin et al. 2014). Hierbei
wurde der Microndet 600™ von der Firma NanoPass verwendet. Der MicronJet

600™ ist eine Vorrichtung aus drei hohlen Mikronadeln mit jeweils 0,6 mm Lange,
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welche auf eine Spritze platziert wird. Die pyramidenférmigen Nadeln sind aus
Silikonkristallen hergestellt, um prazise intradermale Injektionen in die
oberflachliche Dermis vornehmen zu kdnnen (Van Damme et al. 2009, Levin et
al. 2014).

1.1.10 Mikronadeln

Bei intra- sowie transdermalen Darreichungsformen werden drei Generationen
unterschieden. Die erste, das transdermale Pflaster, setzt den Wirkstoff direkt auf
der Hautoberflache frei und setzt auf die Permeation der Molekile des
Wirkstoffes durch die Hornschicht (Prausnitz und Langer 2008). Die
Einsatzmoglichkeiten sind jedoch wegen der Durchlassigkeit des Stratum
Corneum auf Molekule von unter 500 Da begrenzt (Muschaweck et al. 2014). Die
zweite Generation setzt zusatzlich auf eine Erhéhung der Permeabilitdt des
Stratum Corneum. Hierbei werden chemische Veranderungen der
einzuschleusenden Moleklle (z.B. durch den Einsatz von Liposomen),
elektrische Veranderungen per lontophorese (Ladung der Molekile) oder
Ultraschall vorgenommen. Die dritte Generation versucht sich Uber jegliche
Barrieren des Stratum Corneum hinweg zu setzen und wird mit den eben
genannten Methoden der Permeationserh6hung kombiniert. Hierbei wird unter
anderem das Stratum Corneum abgetragen (Microdermabrasion), mit Strom
geoffnet (Elektroporation) oder mit Mikronadeln direkt eingedrungen (Prausnitz
und Langer 2008). Die Mikronadeln selbst konnen ebenfalls klassifiziert werden
(Abb. 5): 1.) Solide Mikronadeln, welche nur der Permeationserhéhung dienen;
2.) Solide Nadeln, welche mit Wirkstoff beschichtet werden; 3.) Polymer-Nadeln
mit eingekapseltem Wirkstoff, welche sich intradermal auflésen und 4.) hohle
Mikronadeln fur die direkte Injektion (Kim et al. 2012, Zhang et al. 2012a,
Chiappini et al. 2015).
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Solide || Beschichted || Auflosend || Hohl
solide

Hornschicht
Basalzellschicht

Epidermis

Dermis

B Solides Material
® Wirkende Substanz

Abb. 5: Klassifizierung der Mikronadeln in vier Klassen. 1.) Solide
Mikronadeln dienen der Vorbehandlung von Haut, um Poren im
Mikrometerbereich zu erzielen, die eine Permeationserh6hung erwirken
2.) Solide Nadeln, beschichtet mit Wirkstoff 3.) Polymer-Nadeln mit
eingekapseltem Wirkstoff, welche sich intradermal auflésen und so den Wirkstoff
freisetzen 4.) Hohle Mikronadeln fir die direkte Injektion in bestimmte Tiefen
(modifiziert nach Kim et al. 2012).

Verschiedene Studien Uber die Immunogenitat eines Impfstoffes konnten die
Uberlegenheit der intradermalen Injektion mittels Mikronadeln im Vergleich zur
intramuskularen Injektion veranschaulichen (Van Damme et al. 2009, Hung et al.
2012, Levin et al. 2014, Troy et al. 2015). Dies zeigt, dass die zellularen
Komponenten der Haut aktiv mit den injizierten Substanzen interagieren.
Betrachtet man die Schmerzempfindung beim Gebrauch von Mikronadeln im
Gegensatz zu Standard-Nadeln (0,46 mm Durchmesser), so zeigte sich, dass
der weitaus grof3te Einfluss durch die Nadellange gegeben ist. Andere Faktoren
wie die Dicke, Durchmesser oder Anzahl der Mikronadeln sind zu

vernachlassigen. Demnach verspirten Patienten den geringsten oder keinen
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Schmerz bei 0,48 — 0,7 mm Nadellange (Gill et al. 2008). Eine weitere Studie
zeigte bei Injektionen mit bis zu 0,7 mm langen Mikronadeln eine ebenso
schmerzéarmere sowie teilweise schmerzfreie Injektion gegeniber Standard-
Nadeln (Quan et al. 2013). Hierdurch zeigt sich eine bessere Akzeptanz bei
Patienten oder bei Kindern (Marshall et al. 2016). Mikronadeln sind somit im
Vergleich zu anderen Injektions- bzw. Transfektionsmethoden besser fur die

klinische Praxis geeignet.

1.1.11 Luciferase

Luciferasen sind biorelative Lichteinheiten verursachende Enzyme. Sie
katalysieren eine Reaktion von Luciferinen mit Sauerstoff, bei welcher ein
Lichtquant abgegeben wird. Luciferasen werden in der Gentechnik als
Reportergene verwendet (Luciferase Assay). Bei vorhanden sein von Luciferase
sollte durch die Zugabe von Luciferin biorelative Lichteinheiten auftreten. Als
Luciferin kann Coelenterazin verwendet werden, welches urspringlich in
Coelenteraten (Hohltieren, insbesondere Medusen) nachgewiesen wurde.
Coelenterazin in Kombination mit einem Luciferase-Enzym ist ein héaufig
genutzter Ansatz als biorelative Lichteinheiten-Assay (Titushin et al. 2008). Die
Methode ist sehr sensitiv und kann fur die Etablierung verschiedener Ansétze als
Reportermolekil eingesetzt werden. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete
hGLuc (humanisierte Gaussia Luciferase) mRNA zeichnet sich aus durch ihre
Sekretierbarkeit und stark erhohte Sensibilitat im Vergleich zur humanisierten
Form der Renilla oder Firefly Luciferase (Tannous et al. 2005).

1.1.12 Das ELN-Gen

Das Elastin-Gen (ELN), liegt auf Chromosom 7q11.2. Eine Haploinsuffizienz des
ELN Gens fuhrt zu suboptimaler Bildung elastischer Fasern in der Aorta (Baldwin
et al. 2013). Ein kompletter Verlust, also ELN (-/-), ist aufgrund seiner Defekte bei
der Ausbildung von Adern fir den Organismus todlich (Li et al. 1998, Wagenseil
et al. 2010). Wagenseil et al. (2010) zeigte in seiner Studie eine reduzierte

Blutdruckregulation durch die Aorta in ELN Heterozygoten (-/+).
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Eine mdgliche Folgeerkrankung bei entsprechenden ELN Mutationen ist die
supravalvulare Aortenstenose. Diese wird durch Uber 60 verschiedene
Mutationen des ELN-Gens ausgelost und fiuihrt zu einer Aorten-Verengung,
verursacht durch eine Reduktion der Tropoelastinsynthese. Das Williams-Beuren
Syndrom, ausgeldst durch eine haploide Deletion eines der beiden ELN-Allele,
fuhrt zu einer um die Halfte verringerten Elastin Produktion und damit zu lockerer
Haut sowie Herz-Kreislauf-Erkrankungen (unter anderem supravalvulare
Aortenstenose). Die Erkrankung Cutis-laxa (,schlaffe Haut®) wird ebenfalls durch
Mutationen im ELN-Gen hervorgerufen. Charakteristisch ist eine lockere Haut
und erhohte Aneurysmengefahr, da hier verlangertes Tropoelastin produziert
wird, welches in elastischen Fasern zu einer strukturell abgeschwachten

Formation von adultem Elastin flhrt (Tassabehiji et al. 1998).

1.1.13 Elastin-mRNA

Die Elastin-mRNA unterscheidet sich in ihrer Regulation von den meisten
Botenstoff-Ribonukleinsauren. Wie oben erwahnt wird Elastin bei Saugern nur
sehr frih in der Ontogenese gebildet (mit Ausnahme von Verletzungen, da hier
Elastin zur Reparatur benotigt und somit wieder gebildet wird). Solange dessen
Funktionalitat nicht durch beeintrachtigende Prozesse geschéadigt wird, ist Elastin
dank seiner sehr hohen Halbwertszeit das ganze Leben funktional. Wenn ein
Genprodukt nicht mehr bendtigt wird, wird bei den meisten Proteinen das Gen fir
die mRNA abgeschaltet, um eine Uberproduktion zu vermeiden; es findet in
solchen Fallen also in der Regel eine Transkriptionskontrolle statt. Dies ist bei
Elastin allerdings nicht der Fall. Das Gen ist zeitlebens aktiv, es wird also auch in
adulten Saugern dauerhaft pre-mRNA gebildet und zu Tropoelastin-mRNA
gespleif3t. Nach dem Transfer der mRNA aus dem Zellkern in das Zytosol bindet
mMiRNA29 (mikro-RNA) an die Tropoelastin-mRNA. Die Nukleotidsequenz fir
diese Bindung liegt in der 3'UTR-Region (untranslated region) der mRNA (Ott et
al. 2011). Die 3'UTR-Region ist eine nicht-translatierte Region am 3'-Ende der
MRNA (zwischen Stop-Codon und PolyA-Schwanz). In der 3'UTR-Region liegen
Bindestellen fir die mikro-RNA, wie hier im Beispiel fir miRNA29. Der Komplex

aus Tropoelastin-mRNA und miRNA29 wird abgebaut, es findet keine messbare
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Translation in adulten Saugerzellen statt. Dieser Abbau-Mechanismus wird
wahrscheinlich bei einer Verwundung aul3er Kraft gesetzt, damit die

Wundheilung beschleunigt erfolgen kann (Zhang et al. 1999, Zhang et al. 2012b).

Dieser Genregulation durch miRNA29 wurde in der vorliegenden Arbeit
entgegengewirkt, indem eine modifizierte 3’'UTR-Region in der eingesetzten,
synthetischen Elastin-mRNA verwendet wurde. Der Abbaumechanismus wird
somit umgangen, da sich in dieser modifizierten 3’'UTR-Region auch keine
Bindungssequenz fir miRNA29a-3p (zur Familie der miRNA29 gehorig), finden
lasst. Die miRNA29a-3p wird fur die Herunterregulation der Elastin-mRNA
hauptverantwortlich gemacht (Jin et al. 2016).

1.2 Fragestellung

Wie verhalt sich die Elastinsynthese in porciner Haut nach intradermaler Injektion
von Elastin-mRNA?

Wie unterscheiden sich verschiedene intradermale Injektionsmethoden
(Mikronadeln, Standardnadeln, Permeation) von hGLuc-mRNA auf die
Luciferaseaktivitat?

1.3 Literatur mit ahnlicher Fragestellung

Um Elastin in der Haut zu erhdéhen, wurden in der Vergangenheit bereits einige
Studien durchgefiihrt, jedoch nicht mit Elastin-mRNA. Auch ist die Methode der

Mikronadelinjektion ein vergleichsweise neuer Ansatz der RNA Therapie.

Lara und Mitarbeiter (2012) konnten in einer in vivo Studie mit auf Mausen
transplantierter menschlicher Haut zeigen, dass siRNA (CD44 sd-siRNA-2 und
CD44 non-sd-siRNA-2) mittels auflésender Mikronadeln die Genexpression von
CD44 in der Epidermis unterdriicken konnte. Dies zeigt, dass siRNA mittels
Mikronadeln die Barrierefunktionen der Haut Gberwinden kann und sich in den
RNA-induced silencing complex (Molekil aus Proteinen und RNA zur
Unterdriickung von mRNA (Pratt und MacRae 2009)) eingliedern konnte.
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In der in vivo Studie von Aust und Mitarbeiter (2008) wurde der Effekt von
Mikronadeln in menschlicher Haut untersucht. Sie konnten zeigen, dass nach vier
Sitzungen in einmonatigem Abstand allein die oberflachliche Verwundung mit
soliden Mikronadeln von 1,5 mm L&ange zu einer Erh6hung von 400% Elastin im
Vergleich zur unbehandelten Haut flhrt. Dies zeigt, dass eine Heilungskaskade
nach Verletzungen in der Haut gestartet wird wobei Elastin gebildet wird (Singh
und Yadav 2016).

Xie und Mitarbeiter (2017) zeigten, dass nach akuten Verbrennungen eine
Injektion mit rekombinantem Tropoelastin (rhTE) in Schweinehaut eine signifikant
erhohte Neubildung von elastischen Fasern bewirkte. Hier zeigt sich, dass
elastische Fasern durch das Vorhandensein von Tropoelastin gebildet werden.

1.4 Notwendigkeit der Arbeit

Die Elastinsynthese in der Haut ist ein elementarer Prozess, welcher eine der
Grundlagen fur die Elastizitat, Funktionalitat und Asthetik der Haut ist.
Verschiedene Faktoren wie UV-Strahlung, Hautverletzungen oder Gendefekte
fuhren zu einem Verlust der Elastinfunktionalitat bei nicht ausreichender
Neubildung im Alter (Bernstein et al. 1994, Zhang et al. 1999). Bis heute gelingt
es nicht, diese Neubildung bei Funktionsverlust medizinisch vollstandig

wiederherzustellen.

Die Vielzahl an Therapieansatzen zur Wiederherstellung der Hautelastizitat zeigt
eine Notwendigkeit auf, eine Optimierung der Elastinsynthese in der Haut fur
medizinische Zwecke zu erreichen. Daher wird in dieser Arbeit der Ansatz der
synthetischen mRNA-basierten Induktion der Elastinsynthese in porciner Haut

evaluiert.

1.5 Zielsetzung

Zunachst sollte ein Saugetierhaut-Modell aus frischen Schweineohren fir die
synthetische mRNA vermittelte Proteinexpression etablieren werden. Dazu sollte

die intradermale Transfektionsmethode optimiert werden.
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Weiterhin sollte synthetische hGLuc-mRNA in die Haut eingebracht werden.
Diese Luciferase-mRNA sollte genutzt werden, da sich ihr Proteinprodukt leicht
nachweisen lasst. In einer Serie von Versuchen sollten hierflir verschiedene
Methoden der Behandlung der Haut, der Zusammensetzung der Transfektions-
Ansatze und der Einbringmethoden von mRNA in die Haut getestet und
ausgebaut werden. Dabei sollten unter anderem moderne Methoden der

Komplexierung und die Nutzung von Mikronadeln eingesetzt werden.

Danach sollte Tropoelastin-mRNA in die Haut eingebracht und die Erhéhung des
Elastin-Gehaltes mittels Fastin™ Elastin-Assay ermittelt werden. Hierzu sollten

die Methoden weiter optimiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Hautstlcke

Die Hautproben stammten von frisch getdteten Tieren aus dem Tier-OP der
experimentellen Chirurgie der Universitatsklinik Tubingen. Die Haut hinter dem
Ohr von jungen, weiblichen Hausschweinen (nicht alter als 6 Monate) wurde

prapariert. Eine Genehmigung zur wissenschaftlichen Tétung der Tiere nach § 4

Abs. 3 des Tierschutzgesetzes lag vor.

2.1.2 Reagenzien bzw. Chemikalien

In Tabelle 2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und Chemikalien

aufgefuhrt.

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Reagenzien bzw. Chemikalien.

Reagenzien / Chemikalien  Artikel-Nr.

Agarose A9539

Amphotericin B 250 pg/ mL  C-42040

Ampuwa® 13GGp221

Antarktische Phosphatase M0289S

CASYton 05651808001

Coelenterazin 4094.4
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Hersteller, Ort

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

PromoCell GmbH,
Heidelberg

Fresenius Kabi, Bad

Homburg vor der H6he

New England Biolabs,
Ipswich (USA)

Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim
Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe



Reagenzien / Chemikalien

Ethanol absolut fur die

Molekularbiologie

Formaldehyd-L6sung 37%

stabilisiert mit 10%
Methanol

Formamid zur Analyse
EMSURE®

GelRed, 10.000x

Gentamycin 50 mg / mL

gibco® DMEM, Glucose
4500 mg /L

gibco® Dulbecco's
Phosphat gepufferte
Kochsalzlésung (DPBS)
[- Ca?* / - Mg?*]

gibco® Opti-MEM

gibco®: Penicillin
(10.000 U/ mL) &
Streptomycin
(20.000 pg / mL)

Jod L6ésung 0,5 M 12

L-Glutamin 10 mM

Artikel-Nr.

A3678,0250

103999

109684

41003

G1397-10ML

41965-039

14190094

11058-021

15140-122

41965-039

LS-1013
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Hersteller, Ort

AppliChem GmbH,

Darmstadt

Merck Millipore, Billerica
(USA)

Merck Millipore, Billerica
(USA)

Biotium Inc, Hayward
(USA)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Life Technologies,
Carlsbad (USA)

Life Technologies,
Carlsbad (USA)

Life Technologies,
Carlsbad (USA)

Life Technologies,
Carlsbad (USA)

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Lifeline Cell
Technology, Frederick
(USA)



Reagenzien / Chemikalien
Lipofectamine™ 2000

Ladepuffer 6x

Luciferase Zellkultur Lyse

Reagenz 5X

NacCl 0,9% Fresenius

Nuklease Freies Wasser

PBS [- Ca?* / - Mg?*]

pegGold Range Mix DNA

Leiter

RNA-Leiter 0,5 - 10 kb
(Hg / pL)

VasculLife® EnGS Basal

Medium & LifeFactors

Vectashield fir Fluoreszenz

Artikel-Nr.

1445150

R0611

E1531

13HGP032

052913

1281B

25-2210

15623-200

LL-0002

H-1000
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Hersteller, Ort
Invitrogen, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham (USA)

Promega Corporation,
Fitchburg (USA)

Fresenius Kabi, Bad

Homburg vor der Hohe

Peqglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen

Biochrom GmbH, Berlin

Peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen

Invitrogen, Karlsruhe

Lifeline Cell Technology
LLC, Frederick (USA)

Vector Laboratories,
Burlingame (USA)



2.1.3 Medium, Puffer und Lésungen

In Tabelle 3 sind die flr diese Arbeit erstellten Medien und Losungen aufgefuhrt.

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Medien bzw. Losungen.

Medium / L6ésung

Antibiotische Losung

Endothelzellmedium

HEK293 DMEM Medium

Ladepuffer

Lysepuffer

MEN-Puffer, 1 L, 10x

Messlosung
Messpuffer

TBE-Puffer, 1 L

Zusammensetzung

50 mL DMEM, 250 pL Gentamycin (50 mg / mL),
250 pL Amphotericin B (250 pug / mL)

475 mL VasculLife Basal Medium, 1 mL EnGS Life
Factor (0,2%), 0,5 mL rh EGF LifeFactor (5 ng

/ mL), 0,5 mL Ascorbic Acid LifeFactor (50 ug /
mL), 25 mL-Glutamine LifeFactor (10 mM), 0,5 mL
Heparin Sulfate LifeFactor (0,75 U/ mL), 10 mL
FBS LifeFactor (2%), 250 uL Amphotericin B

(250 pg / mL), 500 pyL Gentamycin (50 mg / mL)

440 mL DMEM (Glucose 4500 mg / L), 10% FBS,
5 mL Penicillin (10.000 U / mL) / Streptomycin
(20.000 pg / mL), 5 mL L-Glutamin (2 mM)

3,3 yuL Formamid, 1 pL 37% Formaldehyd, 1 pL
10x MEN sowie 1,7 pL 6x Loading-Dye

1x Luciferase Zellkultur Lyse Reagenz in
Messpuffer

46,2 g (200 mM) MOPS, 4,1 g (50 mM)
Natriumacetat, 2,92 g (10 mM) EDTA

3 mL Messpuffer, 120 pL Coelenterazin Substrat
DPBS 1x, [ - Ca/ - Mg] mit 5 mM NaCl

10,8 g (89 nM) TRIS Base, 5,5 g (89 nM)
Borséaure, 0,7 g (2 mM) EDTA-Naz, pH 8,0
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2.1.4 Verwendete Plasmide

Es wurden die Plasmide aus Tabelle 4 fir die Versuche verwendet:

Tabelle 4: Verwendete Plasmide

Plasmid Konzentration Lieferant LOT Lange
ELN in pcDNA 3,46 mg/ mL MWG-Biotech, 42488 2175 bp
3.3 Ebersberg
pPEX-A2- 3,6 mg/ mL MWG-Biotech, Ohne Nr. 761 bp
hGLuc Ebersberg

2.1.5 Primer

Fur die Durchfihrung der PCR wurden die Primer aus Tabelle 5 verwendet:

Tabelle 5: Verwendete Primer

Forward Reverse
Tail PCR 5-TTGGACCCTCGTACA 5“-T120CTTCCTACTCAGGCT
Primer GAAGCTAATACG-3' TTATTCAAAGACCA-3'

2.1.6 Verwendete Kit Systeme

Fur die PCR und das Elastin Assay wurden die Kit's aus Tabelle 6 verwendet:

Tabelle 6: Verwendete Kit Systeme

Name des Kit‘s Artikelnummer Lieferant
MinElute PCR 28006 Qiagen, Venlo
Purification Kit zur (Niederlande)

Aufreinigung der dsDNA
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Name des Kit‘s

Fastin™ Elastin-Assay

MEGAscript® T7 Kit

fur die in vitro
Transkription (IVT)

HotStar High Fidelity Kit
fur die PCR

RNeasy Mini Kit zur
RNA Aufreinigung

Artikelnummer

F4000

AMB13345

202605

74106

2.1.7 Gerate und Apparaturen

Lieferant

Biocolor Ltd.,
Carrickfergus

(Grof3britannien)

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham (USA)

Qiagen, Venlo
(Niederlande)

Qiagen, Venlo
(Niederlande)

Fur die vorliegende Arbeit wurden die Geréte aus Tabelle 7 verwendet:

Tabelle 7: Verwendete Gerate

Gerat

Autoklav

Brutschrank

Dermatom

Geratename

DX-23

Incubator TI-0

BB6220CU

B5060EC CO2

Acculan 3Ti Dermatom
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Lieferant

Systec GmbH,
Wettenberg

Incutec GmbH,

Mdssingen

Heraeus Instruments,

Hanau

Heraeus Instruments,

Hanau

Aesculap AG, Tuttlingen



Gerat

Franz-Zellen,
Volumen 12 mL

Klammern mit
Feststellschraube fiur die
Franz-Zellen
Henkellocheisen

Homogenisator

Mikroplattenleser

Mikroskop

Photometer

Thermocycler

Thermomixer

Geratename

Lieferant

Labor- und Kunstglasblaserei Gauer Glas,

Pattlingen

Labor- und Kunstglasblaserei Gauer Glas,

Puttlingen
Durchmesser 1,5/ 2,5
cm

MINILYS

Mithras LB940; Einheit
RLU (relative light units)

EON™ Spektro-

photometer, Einheit: OD

(Optische Dichte)

Axio Vent 40CFL

BioPhotometer

Mastercycler gradient

Therrmomixer compact

Thermomixer comfort
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VBW, Remscheid

Peqglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen

Berthold technologies
GmbH & Co. KG, Bad
Wildbad

BioTek Instruments Inc.,
Winooski (USA)

Carl Zeiss AG,
Oberkochen

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg



Gerat

Vortex Gerat

Waagen

Werkbank

Zellzahler

Zentrifugen

Geratename
Mixer Uzusio VTX
3000L

Vortex-Genie 2™

R 160P

XP105DR

HeraSafe HS12

Sicherheitswerkbank

CASY

Centrifuge 5415R

MiniSpin plus

Varifuge 3.2RS

Cryofuge 5500i

29

Lieferant

Laboratory & Medical
supplies Co., Ltd.,
Tokyo (Japan)

Scientific Industries Inc,
Bohemia (USA)
Sartorius AG, Gottingen

Mettler Toledo Inc.,
Columbus (USA)

Heraeus Instruments,

Hanau

BDK Luft- und
Reinraumtechnik,

Sonnenbihl-Genkingen

Scharfe System GmbH,

Reutlingen

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Heraeus Instruments,

Hanau

Heraeus Instruments,

Hanau



2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien

Material Artikelnummer Lieferant

96 Well Mikroplatte fur 23300 Berthold technologies

Luciferase Assay GmbH & Co. KG, Bad
Wildbad

96 Well Mikroplatte fur Nunc®, Sigma-Aldrich,

Fastin™ Elastin-Assay Minchen

Cellstar® 12-well 665 180 Greiner Bio-One GmbH,

Zellkultur Platte Kremsmiinster
(Osterreich)

Cellstar® 6 Well 657 160 Greiner Bio-One GmbH,

Zellkultur Platte Kremsmiinster
(Osterreich)

Cellstar® 188271 Greiner Bio-One GmbH,

Zentrifugenréhrchen Kremsminster

15 mL (Osterreich)

Cellstar® 227261 Greiner Bio-One GmbH,

Zentrifugenréhrchen Kremsminster

50 mL (Osterreich)

Pipettenspitze 0030089464 Eppendorf AG,

advanced® 10 mL Hamburg

Pipettenspitze 0030089456 Eppendorf AG,

advanced® 5 mL Hamburg
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Material

Cryo.S™ kryogen

Lagervials

CUTFIX® Einmal
Skalpelle 21

DNA LoBind® Tubes
0,5mL

DNA LoBind® Tubes
1,5 mL

DNA LoBind® Tubes
20mL

epT.I.P.S® Dualfilter

(PCR clean, steril)
Pipettenspitzen 100 pL

epT.I.P.S® Dualfilter

(PCR clean, steril)
Pipettenspitzen 1000 pL

epT.I.P.S® Dualfilter

(PCR clean, steril)
Pipettenspitzen 20 pL

epT.I.P.S® Standard
Pipettenspitzen 20 uL
epT.1.P.S® Standard
Pipettenspitzen 100 pL

epT..P.S® Standard

Artikelnummer

126263

01868290

0030108035

0030108051

0030108078

0030077.547

0030077.577

0030077.539

0030000.838

0030000.889

0030000.927
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Lieferant

Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmunster
(Osterreich)

B. Braun Melsungen

AG, Melsungen

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg



Material

Pipettenspitzen 1000 L

Exsikkatorfett

Injekt® 10 mL, Spritze

Microndet 600™

Mikronadelvorrichtung

Millipore Amicon®
Ultra-4 10k

Zentrifugenfilter

Parafilm® M

Petrischaalen 94 x 16

Plastikpak™ Luer-
Lock™ 1 mL, Spritze

Precellys® CK14,

Keramik Beads

Protein LoBind® Tubes
0,5mL

Protein LoBind® Tubes
15mL

Protein LoBind® Tubes
2,0 mL

Artikelnummer

1477.1

02057926

UFC801024

09900667

633161

309628

KT03961-1-003.2

0030108094

0030108116

0030108132
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Lieferant

Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe

B. Braun Melsungen

AG, Melsungen

NanoPass Technologies

Ltd., Nes Ziona (Israel)

Merck Millipore, Billerica
(USA)

Pechiney Plastic
Packaging, Inc.,
Chicago (USA)

Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmunster
(Osterreich)

BD, Heidelberg

VWR International,
Radnor (USA)

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg

Eppendorf AG,
Hamburg



Material Artikelnummer Lieferant

2050858 B. Braun Melsungen
AG, Melsungen

Sterican® 0,45 x

25 mm, Kantle

Sterican® 0,9 x 40 mm, 02050798 B. Braun Melsungen

Kanile AG, Melsungen

UVette® einmal 952010.051 Eppendorf AG,

Klvetten Hamburg

Wagepapier MN 226 Macherey-Nagel, Diren

Wattestabchen grol3er 3213943 Sengewald

Kopf Klinikprodukte GmbH,
Rohrdorf

2.2 Generierung der Luciferase- und Elastin-mRNA

Es wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt. Zuerst wurde die Funktionalitat
des etablierten Assays mit hGLuc-mRNA getestet und anschliel3end wurde die

Elastin-mRNA vermittelte Elastinsynthese untersucht.

2.21 Insert Amplifizierung der Luciferase- und Elastin-Plasmide mittels

PCR

Zur Amplifizierung der fur Luciferase bzw. Elastin kodierenden Zielsequenz aus
dem Tragerplasmid wurde das HotStar HiFidelity Polymerase Kit verwendet. Der
Ansatz wurde jeweils nach Tabelle 9 zusammengesetzt und laut PCR Protokoll
(Tabelle 10) ausgefiihrt. Die jeweilige Zyklenanzahl sowie Annealing Temperatur

wurden zur Herstellung des PCR Produktes jeweils etabliert.
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Tabelle 9: Zusammensetzung des Ansatzes fir die PCR

Substanz Endkonzentration Menge

Forward Primer 0,7 uM 7 pL

Reverse Primer 0,7 uM 7 uL

Q-Solution 1x 20 pL

5x Buffer 1x 20 uL

Plasmid 50 - 100 ng

Polymerase 2U 1pL

DNase-freies Wasser Auffillen auf 100 pL pro
Ansatz

Tabelle 10: PCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit

1. 94 °C 3 min

2. 94 °C 45 s

3. 58 °C fur Luciferase Insert 1 min

57 °C fur Elastin Insert
4. 72 °C 1 min

5. Ab Schritt 2 wiederholen, 25 mal fir Luciferase, 30 mal fur Elastin

6. 72 °C 5 min

7. 4°C Halten
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2.2.2 Aufreinigung nach Amplifikation

Die amplifizierte DNA wurde anschlieRend in MinElute Saulen mit dem MinElute
PCR Aufreinigungs-Kit aufgereinigt. Hierzu wurde das fuinffache Volumen des
PBI Puffers zu der PCR Losung hinzugefugt. Die Losung wurde auf die Saule
gegeben und 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen.
Anschliel3end wurde 750 uL Puffer PE auf die Saule gegeben und zweimal je
1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Erneut wurde das Filtrat verworfen. Die DNA
wurde mittels Auffillen der Saulen zweimalig mit 20 uL DNase-freiem Wasser
eluiert. Zur Elution mit Wasser wurde 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die eluierte Menge wurde in

einem Reaktionsgefald zusammengefuhrt.

2.3 Konzentrationsbestimmung der dsDNA mittels Photometer

Zur Konzentrationsbestimmung der doppelstréangigen DNA (dsDNA) wurden 2 pL
der aufgereinigten DNA mit 48 puL DNase-freiem Wasser in einer Klvette
verdinnt und die Konzentration wurde mittels Photometer bestimmt. Zur
Kontrolle der Reinheit der DNA wurde ein 1% Agarose-Gel verwendet. Dies
bestand aus 0,5 g Agarose, 50 mL 1x TBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer, 10,8 g (89
nM) TRIS Base, 5,5 g (89 nM) Borsaure, 0,7 g (2 mM) EDTA-Naz, pH 8,0) sowie
3 uL GelRed 10.000x.

200 ng der DNA wurde zusammen mit 2 uL 6x Loading-Dye mittels DNase-freiem
Wasser auf 10 pL aufgefllt und auf das Gel aufgetragen. Zusatzlich wurde das
Gel mit 5puL des Markers peqGold Range Mix DNA Ladder versehen.
Anschlie3end lief die Elektrophorese fur 1,5 Stunden bei 100 V in TBE-Puffer 1x.

2.3.1 mRNA-Generierung mittels in vitro Transkription (IVT)

Nach der PCR wurde die genetische Information der DNA mittels T7-
MEGAscript-Kit in vitro zu mRNA transkribiert. Der Reaktionsansatz wurde nach

Tabelle 11 angesetzt und inkubierte anschlieRend 4 Stunden bei 37 °C.
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AnschlieRend wurde 1 pL TurboDNase zu jedem Ansatz hinzugegeben und
15 min bei 37° C inkubiert.

Tabelle 11: IVT der DNA in mRNA

Substanz Stock-Konz.  Endkonzentration Menge je Ansatz
ATP 75 mM 7,5mM 4 pL
GTP 75 mM 1,875 mM 1pL
CTP,UTP 75 mM - -
5'-Methylcytidin 100 mM 7,5 mM 3 uL
Pseudouridin 100 mM 7,5 mM 3 uL
ARCA 10 mM 2,5mM 10 pL
Template Gemessen 1,5 g

Reaktionspuffer 10x 1x 4 uL
T7-Enzym Mix 10x 1x 4 uL
RNase-Inhibitor 40 U / pL 40 U 1puL
RNase-freies Auffillen auf
Wasser 40 uL

2.4 Aufreinigung der mRNA

Die Aufreinigung der mRNA erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit. Hierzu wurde die
Probe auf 100 uL mit RNase-freiem Wasser aufgefillt, mit 350 uL RLT Buffer
vermengt sowie mit 250 pL 100% Ethanol vermischt. Die mRNA-LOsung wurde
auf die Saulen gegeben und fir 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das
Filtrat wurde verworfen. Anschlie3end wurde 500 pL Buffer RPE auf die Saulen
gegeben und fur 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. Erneut wurde das
Filtrat verworfen und 500 pL 80% Ethanol wurde auf die Saulen aufgetragen.
Anschliel3end wurde 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert, das Filtrat wurde wieder

verworfen. Dann wurde 5 min bei 16.000 rpm zentrifugiert und die S&ule in ein
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1,5 mL Eppendorfgefald tberfuhrt. Dies diente dem Auffangen der mRNA nach
Elution mittels zweifacher Gabe von je 20 pL RNase-freiem Wasser auf die
Membran der Saulen. Jeweils wurde nach Gabe von RNase-freiem Wasser 1 min
inkubiert und bei 16.000 rpm zentrifugiert.

241 Behandlung der aufgereinigten mRNA mit Antarktischer

Phosphatase

Die aufgereinigte mMRNA wurde mit Antarktischer Phosphatase dephosphoriliert.
Hierfir wurde 1 pL der Antarktischen Phosphatase mit 4,5 pL 10x Antarktische
Phosphatase-Puffer zu 40 pL der aufgereinigten mRNA hinzugeflgt und der
Ansatz anschliel3end 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde nun ein
weiteres Mal mit dem RNeasy Mini Kit aufgereinigt. Die synthetisierte mMRNA

wurde bei -80 °C gelagert.

2.5 Konzentrationsbestimmung der mRNA mittels Photometer

Zur Konzentrationsbestimmung der mRNA wurden 2 puL der mRNA Ldsung mit
48 uL RNase-freiem Wasser in einer Kivette verdinnt und die Konzentration
mittels Photometer bestimmt. Zur Kontrolle der Reinheit der mMRNA wurde erneut
ein 1% Agarose-Gel verwendet. Fur die Analyse wurden 200 ng der mRNA als
Probe eingesetzt, welche auf 3 uL mit RNase-freiem Wasser aufgefullt war.
Zusatzlich wurden 3 pL des RNA-Markers 0,5 - 10 kb RNA-Leiter (Invitrogen) als
Grol3en-Kontrolle verwendet. Beide Ansatze wurden anschlielRend mit 7 uL RNA-
Ladepuffer (3,3 pL Formamid, 1 pL 37% Formaldehyd, 1 pL 10x MEN sowie 1,7
uL 6x Loading-Dye) versetzt, 10 min bei 65 °C denaturiert und auf das Gel
geladen. Das Gel lief anschlieRend 1,5 Stunden bei 100 V.
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2.6 Schweinehaut-Praparation

2.6.1 Praparation

Zur Gewinnung der porcinen Hautproben wurde die Haut rasiert und
anschlie3end mit einem Skalpell oberflachlich in einer Dicke von 1,5 — 2 mm von
den Ohren abpréapariert. Dabei wurde darauf geachtet, nicht durch die wegen

Tierkennzeichnung tatowierte Haut zu praparieren.

Anschlie3end wurde die Haut mit physiologischer Kochsalzldsung gereinigt, in
ein mit derselben Lésung getranktes Tuch gewickelt und gekuhlt gelagert. Die
direkte Lagerung der Haut in 0,9% NaCl ist wegen der vorzeitigen Quellung des
Stratum Corneum zu vermeiden. Wenn ein anschlieendes Trimmen der Haut

nicht sofort moéglich war, wurde die Haut bis dahin bei 4 °C zwischengelagert.

2.6.2 Trimmen

Die Haut wurde mit einem Dermatom in der Pharmazie der Universitat Tubingen
auf 1 mm Dicke getrimmt. Hierzu wurde die Haut in 3 cm breiten Streifen
geschnitten und anschliel3end auf einen Styroporblock mit Nadeln aufgespannt.
Nun wurde das Dermatom mit gleichmaRigem Druck Uber die Hautstreifen
gezogen, was in einer 1 mm dicken Hautschicht resultierte. AnschlielBend wurde
die Haut mit einem Henkellocheisen zu einzelnen, runden Proben gestanzt. Als
Durchmesser wurde hierbei fur Versuche in Franz-Zellen 2,5 cm gewabhlt, bei 12-
Wells 1,5 cm. Die Proben wurden bis zur Transfektion kiihl und feucht gelagert.
Die Haut eines Schweineohres reicht fir etwa 7 gestanzte Hautproben mit 2,5 cm

Durchmesser oder 21 Proben mit 1,5 cm Durchmesser.

2.6.3 Vorbehandlung

Um anfanglich aufgetretener Kontamination der Hautproben vorzubeugen
wurden diese vor der Transfektion in einer Petrischale vorbehandelt. Auf die
Hautproben wurde mit einem Wattetupfer ein Tropfen 0,5 M Jodlésung verteilt.

Daraufhin wurden die Hautproben in der Schale mit PBS tberdeckt, welches

38



anschlieBend abgesaugt wurde. Eine antibiotische Lésung (50 mL DMEM,
250 pL Gentamycin (50 mg / mL), 250 uL Amphotericin B (250 pg / mL)) wurde
angesetzt und auf die Hautproben gegeben. Nach 30-minutiger Lagerung bei
Zimmertemperatur wurden die Hautsticke entnommen und in einer neuen

Petrischale mit einem weiteren Tupfer getrocknet.

2.7 Inkubationsbedingungen

Transfektionen der Hautproben wurden in Franz-Zellen sowie in 12-Well Platten

durchgefuhrt.

2.7.1 Franz-Zellen

Die Franz-Zelle ist eine aus Glas bestehende Inkubationsbedingung fir in-vitro
Untersuchungen von Hautproben (Abb. 4). Die Franz-Zellen wurden in Alkohol
gelagert, vor dem Versuch mit Ampuwa abgespiilt und anschlie3end autoklaviert
(20 min auf 121 °C, danach 10 min getrocknet). Die Flachen zwischen oberem
und unterem Teil der Franz-Zelle wurden mit Exsikkatorfett, auch Schilifffett

genannt, eingefettet. Dies dichtet die Glaskompartimente gegeneinander ab.

Eine Hautprobe wurde zwischen das obere und das untere Reservoir gespannt,
und die Kompartimente mittels einer Klammer fixiert. Das obere Reservoir wurde
mit Medium geflllt, das untere Reservoir mit 12 mL PBS sowie 1% Penicillin /
Streptomycin bis zu Kontakt mit den Hautproben gefullt.

Nach dem Einspannen der Hautproben wurden die oberen Reservoirs der Franz-
Zellen mit Parafilm verschlossen (Abb. 6) und in einer 37 °C Warmekammer mit
5% CO:z fur 24 bis maximal 96 Stunden inkubiert. Das Medium wurde nach jeweils

24 Stunden ausgetauscht.
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Abb. 6: Veranschaulichung der Franz-Zellen a) Franz-Zelle mit Hautprobe
vor der Fixation b) Hautprobe befindet sich zwischen oberen und unterem
Kompartiment der Franz-Zelle c) Fixierte Franz-Zellen, abgedeckt mit Parafilm.

2.7.2 Versuche in Well Platten

Transfizierte Hautproben wurden auch in 12-Well Platten inkubiert (Abb. 7), um
das Kontaminationsrisiko, welches gelegentlich in Franz-Zellen auftrat, zu
verringern. Die Platten wurden in einer 37° C Warmekammer mit 5% CO:2 fur 24
bis 96 h gelagert. Das Medium wurde jeweils am Ende der Versuche abpipettiert

und zusammen mit den Hautproben ausgewertet.
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® Inkubationsmedium
* |njektionsblase
=» Markierung um Injektionsblase

Abb. 7: Schema der Inkubation in einer 12-Well Platte. Hautstlicke mit
1,5 cm Durchmesser liegen jeweils in 1 mL Inkubationsmedium. Die
Injektionsblase ist mit einem Wasserfesten Marker Markiert.

2.8 Transfektion von hGLuc-mRNA

Zur Etablierung einer erfolgreichen Transfektion wurde als Reporter hGLuc-
MRNA verwendet. Die Reporter mRNA wurde zuerst in HEK293 Zellen getestet,
und anschlieBend wurde sie mit drei verschiedenen Methoden intradermal
verabreicht: Epidermale Permeation, Standardinjektion und Mikronadel-Injektion.

2.8.1 Generierung der Transfektionskomplexe

Transfektionskomplexe wurden durch die Inkubation von hGLuc-mRNA in
OptiMEM® und Lipofectamine generiert. Hierzu wurde ein Ansatz aus
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Lipofectamine 2000™ zusammen mit der hGLuc-mRNA pipettiert. Dieser Ansatz
wurde zusammen mit OptiMEM® und 1% Penicillin / Streptomycin fiir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliel3end zur Transfektion verwendet. Fr die
einzelnen Versuche wurden die Mengen jeweils angepasst. HEK293-Zellen und
epidermale Permeation: 1 mL OptiMEM®, 2,5 uL Lipofectamine 2000™ und
2,5 pg hGLuc-mRNA. Standardinjektion: 50 pL OptiMEM®, 2,5 uL Lipofectamine
2000™ und 2,5ug hGLuc-mRNA. Mikronadelinjektion: 35 uL OptiMEM®, 1,5 uL
Lipofectamine 2000™ und 1,5 pg hGLuc-mRNA.

2.8.2 Zu Transfektion der HEK 293 Zellen mit synthetisierter hGLuc mRNA

Die Herstellung der Luciferase wurde in den HEK-Zellen 293 getestet. Daflr
wurden ein Tag vor der Transfektion je 300.000 Zellen in jeweils ein Well einer
6-Well Platte gesat. Die Zellen wurden anschlieRend fir 24 h in HEK 293 Medium
in einem Brutschrank bei 37 °C und 5% CO:2 kultiviert. Vor der Transfektion
wurden sie mit 2 mL PBS gewaschen. Der Transfektionsansatz wurde auf die
Zellen pipettiert. Die Platte mit den Zellen wurde nun fur 24 h bei 37 °C und 5%
COz inkubiert. Anschlie3end wurde 350 pL Lysepuffer (1x Luciferase Zellkultur
Lyse Reagenz in Messpuffer) pro Well zugegeben und unter leichtem
Schwenken wurden die HEK 293 Zellen 15 min bei Raumtemperatur lysiert.
Danach wurde der Inhalt jedes Wells in Eppendorf Gefal3e gegeben, mit dem
Vortexer gemischt und bei 12.000 x g fur 15 s zentrifugiert. Je 40 uL des Mediums

wurden fur das anschlie3ende Luciferase Assay verwendet.

2.8.3 Intradermale Verabreichung der hGLuc-mRNA

6.8.3.1 Epidermale Permeation

Oberhalb des Hautstlckes wurde in Franz-Zellen das Medium mit komplexierter
hGLuc-mRNA zugegeben. Zur Kontrolle wurde zu den Hautstiicken Medium mit

oder ohne Lipofectamine 2000™ zugegeben.
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6.8.3.2 Standardinjektion (Mantoux-Technik)

Mit Hilfe von Kanilen mit einem Durchmesser von 0,4 mm wurde der
komplexierte Transfektionsansatz flach unter die Hautoberflache injiziert
(Mantoux-Technik). In manchen Fallen formte sich eine Blase unter der Haut.
Meist trat jedoch ein Teil des Ansatzes aus der Haut aus. Auf die Haut wurde

nach der Injektion 1 mL OptiMEM® mit 1% Penicillin / Streptomycin gegeben.

6.8.3.3 Hohle Mikronadeln

Die Transfektionskomplexe wurden mit dem MicronJet 600™ von NanoPass
(Israel) in die Haut injiziert (Abb. 8). AnschlieRend wurde 1 mL OptiMEM® mit 1%
Penicillin / Streptomycin auf die Hautproben gegeben. Der MicronJet 600™

besteht aus 3 Mikronadeln mit jeweils einer L&nge von 0,6 mm.

Anfanglich wurde nach Angaben des Herstellers NanoPass injiziert. Der
MicronJet 600™ wurde mit seinem blauen Kontrollstrich zum Injizierenden
zeigend in einem 45° Winkel in die Haut gestochen. Unter starkem Druck und
unter Verwendung einer LuerLock Spritze (BD Plastikpak) wurde die Lésung ins
Gewebe abgegeben, so dass sich eine Blase (Durchmesser ca. 7 mm) bildet.
Diese Methode funktionierte jedoch bei bereits abpraparierter, loser Haut
unzuverlassig, was laut Herstellerangaben an der geringen Hautdicke von 1,0

mm liegt.
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Injektionsblase

Abb. 8: Veranschaulichung des MicronJet 600™ a) montierter MicronJet
600™ b) Microndet 600™ vor Injektion (90° Winkel zur Hautoberflache)
c) Injektion mittels aufgerichtetem MicronJet 600™ und Blasenbildung in Haut

Modifizierung der MicronJet 600™ Injektion bei loser Haut

Durch eine Modifikation der Injektionsmethode erfolgten samtliche darauf-
folgenden Injektionen mit den Mikronadeln problemlos. Hierzu wurde der blaue
Strich des Microndet 600™ vom Injizierenden weggedreht und wieder mit 45° in
die Haut gestochen. AnschlieRend wurden die Mikronadeln zu senkrechtem
Stand aufgerichtet und anschlieBend mit 90° injiziert.

Bei den 1 mm dicken Hautproben konnte so eine Menge von ca. 40 pL Flussigkeit
intradermal injiziert werden, bei groR3eren Injektionsmengen trat ein Teil der

Injektionsflissigkeit aus. Aus diesem Grund enthielt der Transfektionsansatz
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35 pL OptiMEM®, 1,5 uL Lipofectamine 2000™ und 1,5 pg hGLuc-mRNA. Nach
Injektion wurde die transfizierte Flache der Hautproben, sichtbar durch
Aufhellung und Blasenbildung (Durchmesser ca. 7mm), mit einem wasserfesten

Marker unter Einhaltung von 1 mm Abstand zu der Blase markiert.

Der MicronJet 600™ hat ein Totraumvolumen von 100 pL. Bei den verwendeten
Spritzen (BD Plastikpak) wurde aulRerdem ein Totraumvolumen von 20 pL
festgestellt. Das Totraumvolumen von insgesamt 120 uL musste fir die erste

Injektion zusatzlich zu den 40 pL Injektionsvolumen aufgezogen werden.

2.8.4 Vorbereitung der Proben fir die Luciferase Detektion

Nach der Applikation der Hautproben mit hGLuc-mRNA wurde das Medium aus
dem oberen Reservoir der Franz-Zellen oder 12-Well Platten abpipettiert. Das
PBS aus dem unteren Reservoir der Franz-Zellen wurde in Zentrifugenréhrchen
gesammelt. Die Hautproben wurden bei -196 °C in flissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieRend lysiert. Dazu wurde die Haut mit einem
Skalpell kleingeschnitten und zusammen mit 700 uL Lysepuffer in bereits
vorgefillte Gefalze mit 0,65 g Keramikkugeln gegeben. Diese wurden im peqlab

Minilys mit 6 mal 20 Sekunden auf 5000 rpm homogenisiert.

Um das PBS aufzukonzentrieren wurden die 12 mL PBS in 10K Zentrifugenfiltern
bei 5000 x g 10 Minuten zentrifugiert und das Filtrat abschlieRend 2 min bei 1000

X g herunterzentrifugiert. Anschliel3end erfolgt das Luciferase-Assay.

2.8.5 Luciferase-Assay

Es wurden das Medium, das aufkonzentrierte PBS sowie die Losung der
homogenisierten Haut analysiert. Als Kontrollen wurde OptiMEM®, PBS,

Lysepuffer und Messlésung verwendet.

Es wurden Lysepuffer, Messpuffer und Messlosung angesetzt. Als Messpuffer
wurde PBS, ohne Ca?* und ohne Mg?*, mit 5 mM NaCl verwendet. Der Lysepuffer
5x Zellkultur Lyse Reagenz wurde im Verhdltnis 1:5 mit diesem Messpuffer
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verdinnt. Die Messlésung bestand aus 700 pL Messpuffer sowie 28 pL

Coelenterazin Substrat (1 mg / mL) fur jede auszuwertende Hautprobe.

Fur das Luciferase Assay werden jeweils 40 uL dieser zu untersuchenden
Substanzen in eine 96 Well Platte pipettiert. AnschlieRend wird im Mithras
Mikroplattenleser mit der Messlosung die relativen Lichteinheiten (in RLU,

relative light units) ermittelt.

2.8.6 Luciferase Auswertung

Die Messungen erfolgten im Mithras Mikroplattenleser mit Mircrowin 2000,
Version 4.41 (Mikrotek Laborsysteme GmbH). Hierbei wurden die relativen
Lichteinheiten gemessen. Die Daten waren nicht normalverteilt. Aus diesem
Grund wurden die Ergebnisse teilweise logarithmisch dargestellt (Excel, Version
15, Microsoft) und die Auswertung erfolgte mit nichtparametrischen statistischen
Tests (JMP, Version 13, SAS Institute).

2.9 Intradermale Verabreichung von Tropoelastin mRNA

2.9.1 Mikroinjektion von Tropoelastin mRNA in Schweinehaut

Die intradermale Verabreichung von Tropoelastin mRNA wurde ausschlief3lich
mit hohlen Mikronadeln durchgefuhrt (Microndet 600™). Fir die Verabreichung
wurde 35 pL OptiIMEM® pro Hautprobe mit 2,5 uL Lipofectamine und 2,5 ug
Elastin mRNA eingesetzt. Die Elastin-Versuche fanden in 12-Well Platten oder in
Franz-Zellen statt. Die Inkubation fand bei 37°, 5% COg, fur 24 bis 96 h statt. Als
Kontrollen wurden Hautstlicke mit oder ohne Transfektionsreagenz verwendet.
Bei den Versuchen in Franz-Zellen gab es jeweils zuséatzlich eine Kontrolle, bei

welcher keine Injektion stattfand (unbehandelte Hautproben).

Die Medien im oberen Reservoir der Franz-Zellen sowie in den 12-Wells wurden
variiert. Folgende Medienbedingungen (jeweils 1 mL) wurden verwendet:
OptiMEM® mit 1% Penicillin / Streptomycin, Endothelzellmedium, HEK293
DMEM, sowie das Auslassen des Mediums.
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2.9.2 Vorbereitung der Hautstiicke fur das Fastin™ Elastin Assay

Die Hautproben wurden aus den Franz-Zellen bzw. 12-Well Platten nach 24 bis
96 h entnommen, mit Papiertiichern abgetupft und mit einem Skalpell die

markierte transfizierte Stelle aus dem Hautstlick geschnitten.

Die Hautproben wurden zuerst 15 Minuten getrocknet, dann in ein Eppendorf
Gefald gegeben, welches sofort verschlossen und gewogen wurde, um
Gewichtsschwankungen zu verhindern. Das Gewicht der einzelnen Hautproben
lag im Mittel bei 17 mg + 3 mg.

Die Hautproben konnten nun entweder direkt ausgewertet werden (Fastin™

Elastin Assay) oder nach dem Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bei -80 °C

bis zur Analyse zwischengelagert werden.

2.9.3 Fastin™ Elastin Assay

Die Hautproben wurden mit jeweils 750 pL 0.25 M Oxal-Saure in Eppendorf-
GefalRe gegeben und eine Stunde bei 100 °C gekocht. Fir die Uberstands-
Messungen wurde 75 pL des jeweiligen Uberstandes mit 225 uL PBS verdiinnt
und mit 100 yL 1 M Oxal-Saure gemischt. Die Eppendorf-Gefalle wurden
anschlieBend bei 10.000 rpom 10 min zentrifugiert. Die Uberstande der
Hautproben wurden in neue Eppendorf-Gefalie pipettiert. Gleichzeitig wurde die
a-Elastin Standard Reihe angesetzt. Es wurde eine einheitliche Standardreihe
mit 5 ug — 160 pg a-Elastin erstellt. Diese Standardreihe wurde zur Messung der

Elastinmenge in den Proben verwendet. Als Leerwert diente 1M Oxalséaure.

Allen Proben wurde 500 pL Precipitation-Reagenz hinzugefigt, 15 min inkubiert
und anschlieBend 10 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Eppendorf-Gefalie ausgeklopft und Uber Kopf getrocknet. Dann
wurde 1 mL Dye-Reagenz hinzugegeben und mit dem Vortexer gemischt. Im
Anschluss wurde es fur 90 min bei RT (21°C) und 550 rpm im Thermomixer
inkubiert und dann 10 min bei 12.000 x g abzentrifugiert. Erneut wurde der

Uberstand verworfen und die Eppendorf-GefaRe getrocknet. AnschlieBend
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wurde 400 pL Dye-Dissociation-Reagenz hinzugegeben, mit dem Vortexer kurz
gemischt, dann 10 min inkubiert. AnschlieRend wurde im Vortexer das Pellet

innerhalb von mindestens 5 min komplett in der Flissigkeit gelost.

Je Probe wurde nun 3x100 pL in eine 96 Well Platte pipettiert und die Absorption
(Einheit OD, optische Dichte) im Mikroplattenleser EON bei 513 nm gemessen.

2.9.4 Elastin Auswertung

Jeder Versuch wurde mit mehreren Kontrollgruppen (Behandlung ohne Elastin
MRNA in der Transfektionsreagenz) sowie einer Versuchsgruppe durchgefihrt.

Zusatzlich wurde fur jeden Versuch eine Standardreihe durchgefihrt.

Jede Messung wurde mit dem Spektrophotometer EON und der Gen5™ Daten-
Analyse Software (Version 02.06.2010, BioTek Instruments Inc.) dreifach
durchgeftihrt und gemittelt. Der Leerwert (1M Oxalsaure ohne a-Elastin) wird von
diesem Mittelwert abgezogen und ergibt den jeweiligen Messwert der Proben und

des Standards.

Die Standard-Gerade wurde ermittelt, indem fir jede eingesetzte mMRNA-
Konzentration der EON-Messwert in einem XY-Diagramm aufgetragen und eine
Ausgleichsgerade berechnet wurde. Eine reprasentative Standardkurve ist in
Abb. 9 dargestellt.
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0,5 - y = 0.0033x+ 0.0106
r’=0.991
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Abb. 9: a-Elastin Standard-Gerade. Reprasentative Darstellung der Standard-
Geraden zur Ermittlung des Elastingehalts in den Proben. Auf der X-Achse ist die
eingesetzte Elastin Menge in pg angegeben, auf der Y-Achse die gemittelte
Absorption nach Abzug des Leerwertes jeder dreifachen EON-Messung.

Fur jede Kontroll- und jede Versuchsbedingung kann man mit Hilfe der
Standardgerade einen Gewichtsgehalt Gv an pg Elastin-Protein bestimmen.
Dabei wurde immer der Standard des aktuellen Versuchs genutzt. Formel:

__ Messwert —"Y—Achsenabschnitt"

Gv =

Steigung

Dieses Gewicht Gv wurde entsprechend der eingewogenen Probenmenge in ug

Elastin-Protein pro mg Hautgewicht umgerechnet.

Bei jedem Versuch wurde Uber die jeweiligen Kontrollen (n=3-8 pro Versuch)
gemittelt. AnschlieBend wurde der Elastinmesswert jedes transfizierten
Hautstiicks (n=37, 2-7 pro Versuch) zum Kontrollwert seines Versuchs ins
Verhdltnis gesetzt. Dieses Verhdaltnis wurde dann uber alle durchgefiihrten

Versuche gemittelt und der Standardfehler des Mittelwertes berechnet.
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Kriterien fur die Aufnahme von Versuchen in die Auswertung waren: Die Proben
durften nicht kontaminiert sein, und die Messung musste stabil sein. Kriterium fur
letzteres war eine Standardabweichung der Kontrollen <16% (also nicht héher
als der im Gesamtdurchschnitt gemessene Effekt) oder ein Bestimmtheitsmal}

der Standardgeraden von r2 >0,95.

Die Berechnungen der Mittelwerte, Standardabweichungen und Standardfehler
des Mittelwertes, Relationen sowie Ausgleichsgeraden wurden mit Excel
(Version 15, ,2013%, Microsoft) durchgefuhrt.

Mit JMP (Version 11, SAS Institute) wurde getestet, ob die Relationen
normalverteilt waren. Da dies bei den Elastinversuchen der Fall war (Shapiro-
Wilks-W-Test auf Residuen einer dreifaktoriellen Varianzanalyse mit
Inkubationsbedingung, Medium und des Injektionswinkels als Faktoren: W=0,96,
p=0,19) erfolgte die Auswertung mittels parametrischer Statistik. Hierbei wurden
Ein-Stichproben t-Tests der Relationen der Versuchsbedingungen gegenuber
dem standardisierten Kontrollwert (auf 1 gesetzt) berechnet (einseitiger Test).
Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 wurde als signifikant angenommen.
Verschiedene Versuchsbedingungen wurden mit Zwei-Stichproben-t-Tests
miteinander verglichen (zweiseitige Tests). Der Einfluss der Uberstande wurde
mittels einfaktorieller Varianzanalyse verglichen. Als FehlermalR ist der

Standardfehler des Mittelwertes (SEM: standard error of the mean) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Transfektionsmethode zur Einbringung der
hGLuc-mRNA in die Haut

Das Ziel war, die Transfektionsmethode in Saugetierhaut mit synthetischer
MRNA zu etablieren und zu optimieren. Zum Nachweis einer erfolgreichen

Transfektion sollte synthetische hGLuc-mRNA eingesetzt werden.

3.1.1 Transfektion der HEK 293 Zellen mit synthetisierter hGLuc mRNA

Vor der Transfektion in Haut wurde die verwendete hGLuc-mRNA in HEK293-
Zellen eingebracht, um die Proteinsynthese zu testen. Hierzu wurden
6*10° HEK293-Zellen in einer 6-Well-Platte eingesat. Nach 24 h wurde 2,5 ug
hGLuc-mRNA mit 2,5 pL Lipofectamine 2000™ komplexiert und auf die Zellen
gegeben. Das Medium wurde nach 24, 48 oder 72 h entnommen und die relative

normierte Luciferaseaktivitat im Luciferase-Assay gemessen.

In HEK293-Zellen erzielte die verwendete hGLuc-mRNA eine 67.574
(x22.214) -fach erhohte Luciferaseaktivitdt gegentber der Kontrolle (Zellen
behandelt mit Transfektionsreagenz ohne mRNA). Die Kontrollgruppe wurde auf
1 gesetzt. Im Vergleich dazu wurde die Luciferaseaktivitat in der Experimental-
gruppe dargestellt (Abb. 10). Die Transfektion der HEK293-Zellen fuhrte zu einer
signifikant erhéhten Luciferaseaktivitat in der Experimentalgruppe gegeniber der
Kontrolle (Wilcoxon-Test, Chi?(1)=5,6, p=0,018).
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Abb. 10 Untersuchung der hGLuc-Synthese nach der Transfektion mit
synthetischer hGLuc-mRNA. Die mit 2,5uL Lipofectamine 2000™
komplexierte 2,5 ug hGLuc mRNA wurde auf HEK293-Zellen gegeben. Die
relative normierte Luciferaseaktivitat war in den Zellen mit mMRNA um den Faktor
67.574 (x22.214) erhoht gegenuber der Kontrolle (Zellen behandelt mit
Transfektionsreagenz ohne mRNA). Die Kontrolle wurde auf 1 gesetzt; im
Vergleich dazu wurde die Luciferaseaktivitat in der Experimentalgruppe
dargestellt. Dieser Unterschied war signifikant (Wilcoxon-Test, p=0,018; (n=4)).
Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM dargestellt.

3.1.2 Intradermale Verabreichung der hGLuc-mRNA

Um die mRNA in die Haut einzubringen, wurden drei verschiedene Methoden
verglichen. Bei der Permeation durch die Epidermis wurde 2,5 pg hGLuc-mRNA
mit 2,5 L Lipofectamine 2000™ komplexiert und zusammen mit dem
Inkubationsmedium (1 mL OptiMEM® mit 1% Penicillin / Streptomycin) in das
obere Reservoir der Franz-Zelle mit der eingespannten Hautprobe pipettiert.
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Ebenso wurde die Methode der Standardinjektion nach Mantoux mit Spritzen
(0,4 mm Durchmesser) mit der Injektion mittels hohler Mikronadeln (MicronJet
600™) verglichen. Hier wurde 24, 48 oder 72 h nach der Transfektion mit 1,5 pg
Lipofectamine-komplexierter hGLuc-mRNA das Luciferase-Assay durchgefihrt.
Die Kontrollen enthielten jeweils die Transfektionsreagenz ohne mRNA. Die
Kontrollgruppe wurde auf 1 gesetzt. Im Vergleich dazu wurden die relativen

Lichteinheiten in der Experimentalgruppe dargestellt.

Die Permeation durch die Epidermis zeigte keine Erh6hung der gemessenen
Luciferaseaktivitat gegentber der Kontrolle (-0,02 +0,10 -fache Veranderung) im
Vergleich zu der in jedem Versuch auf 1 gesetzten Kontrolle (Abb. 11). Die
Luciferaseaktivitat war gegenuber der Kontrolle nicht erh6ht (Vorzeichen-Rang-
Test: p= 0.875).

2 -
v
£t 2
25 n.s.
€ L
° 31
S n
v 8
€
s 3
¢ 3
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Permeation
Transfektionsmethode

mohne mRNA M mit 2,5 ug mRNA

Abb. 11: Intradermale Verabreichung von synthetischer hGLuc-mRNA
durch Permeation. Die Kontrollgruppe (Transfektionsreagenz ohne mRNA)
wurde auf 1 gesetzt. Im Vergleich dazu wurde die relative normierte Luciferase-
aktivitat in der Experimentalgruppe dargestellt. Fir die Transfektion wurde 2,5 pg
hGLuc-mRNA mit 2,5 pL Lipofectamine 2000™ komplexiert. Dargestellt ist die
Permeationsmethode, wobei der Transfektionsansatz direkt auf die Hautproben
aufgebracht wurde (Veranderung um -0,02 +0,10; n=4). Gemessen wurde die
Luciferaseaktivitat in den homogenisierten Hautproben. Die Permeations-
methode zeigte gegenuber der Kontrolle keine signifikante Erh6hung der
Luciferaseaktivitat (Vorzeichen-Rang-Test; Permeation: p=0,88). Die Ergebnisse
sind als Mittelwert £SEM dargestellt.
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Die Injektion mit einer Spritze ergab einen deutlichen Nachweis der Transfektion
(2,44 £0,96 -fach erhoht gegeniber der Kontrolle) (Abb. 12). Jedoch ist diese
Erhéhung der Luciferaseaktivitdt statistisch nicht signifikant gesteigert im
Vergleich zur Kontrolle (Vorzeichen-Rang-Test: p=0.46). Die Menge an
exprimierter Luciferase war mit hohlen Mikronadeln in 12-Well Platten hoher
(3,62 1,72 -fache Erhdhung gegeniber Kontrolle). Hier zeigte sich eine signi-
fikante Erhdhung der Luciferaseaktivitat (Vorzeichen-Rang-Test: p=0.0012) im
Vergleich zur Kontrolle. In den folgenden Versuchen mit Elastin-mRNA wurde

daher nur noch mit Mikronadeln gearbeitet.

relative normierte
Luciferaseaktivitat

Standardinjektion Mikronadeln

Transfektionsmethode
® ohne mRNA m mit 1,5 ug mRNA

Abb. 12: Vergleich verschiedener Transfektionsmethoden zur intra-
dermalen Verabreichung von synthetischer hGLuc-mRNA. Die Kontroll-
gruppe (Transfektionsreagenz ohne mRNA) wurde auf 1 gesetzt. Im Vergleich
dazu wurde die relative normierte Luciferaseaktivitat in der Experimentalgruppe
dargestellt. Fur die Transfektion der Standard- sowie Mikroinjektion wurde 1,5 ug
hGLuc-mRNA mit 1,5 pL Lipofectamine 2000™ komplexiert. Dargestellt sind die
Methoden der Standardinjektion mittels einer flach angesetzten Spritze
(Erhéhung um 2,44 £0,96; n=11), sowie die Injektion mit hohlen Mikronadeln des
MicronJet 600™ (Erhdhung um 3,62 £1,72; n=13). Gemessen wurde die
Luciferaseaktivitdt in den homogenisierten Hautproben. Nur die Mikronadeln
zeigten gegenuber der Kontrolle eine signifikante Erhdhung der
Luciferaseaktivitat (Vorzeichen-Rang-Test; Mikronadeln: p=0.0012; Standard-
Injektion: p=0,46). Die Ergebnisse sind als Mittelwert +SEM dargestellt.
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3.1.3 Detektion der Luciferaseaktivitat in der Haut und im Inkubations-

medium

Um die Luciferaseaktivitat in der lysierten Haut mit der im Inkubationsmedium zu
vergleichen, wurde auch mit dem Inkubationsmedium ein Luciferase Assay
durchgefuhrt. Es wurde 1,5pug hGLuc-mRNA, komplexiert mit 1,5 pL
Lipofectamine 2000™, mittels Standard- oder Mikroinjektion in die Haut
eingebracht und die Luciferaseaktivitait neben der Haut auch in deren
Inkubationsmedium (1 mL OptiMEM® mit 1% Penicillin / Streptomycin) bestimmt
(Abb. 13). Zur Bestimmung der Luciferaseaktivitat im Inkubationsmedium wurde
dieses vorerst aufkonzentriert, um es anschlieBend im Luciferase Assay
einzusetzen. Im Inkubationsmedium der Haut, die mit der Standardinjektion mit
MRNA transfiziert wurde, war die Luciferaseaktivitat signifikant (Vorzeichen-
Rang-Test, p=0,0020, nmedum=10) um 6,56 £3,19 -fach erhoht gegenuber der
Kontrolle (Transfektionsreagenz ohne mRNA). Die Luciferaseaktivitat in den
dazugehdrigen Hautproben war mit 2,44 +0,96 (nHauwt=11) gegenuber der
Kontrolle nicht signifikant erhéht (Vorzeichen-Rang-Test, p=0,46). Es konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen der Steigerung der Luciferaseaktivitat im
Inkubationsmedium im Vergleich zu den jeweiligen Hautproben nach hGLuc-
MRNA Standardinjektion festgestellt werden (Wilcoxon-Test, Chi3(1)=4,77,
p=0,029, NHaut=11, NMedium=10).

Das Inkubationsmedium der Haut, welche mit den Mikronadeln mit mRNA
transfiziert wurde, zeigte eine hoch signifikante Steigerung der Luciferaseaktivitat
um das 224,58 £102,70 -fach hohere im Vergleich zur Kontrolle (Nmedium=20;
Vorzeichen-Rang-Test, p<0,0001). In den dazugehdrigen Hautproben war die
Steigerung der Luciferaseaktivitat mit 3,62 £1,72 (nHaut=13) ebenfalls signifikant
(Vorzeichen-Rang-Test, p=0,0012). Der Unterschied zwischen der Steigerung
der Luciferaseaktivitat im Inkubationsmedium gegeniiber den jeweiligen
Hautproben nach hGLuc-mRNA Mikronadelinjektion war ebenfalls signifikant
(Wilcoxon-Test, Chi?(1)=6,1, p=0,014, NHaut=13, NMedium=20).

Die Mikroinjektion mittels MicronJet 600 fuhrte zu einer signifikanten Luciferase

Expression in der Haut. Da die Luciferase sezerniert wurde, konnte sowohl bei
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der Standard- als auch der Mikroinjektion eine signifikant erhéhte

Luciferaseaktivitat im Medium detektiert werden.

relative normierte
Luciferaseaktivitat

Standard Injektion Mikronadeln

B ohne mRNA mmit 1,5 ug mRNA

Abb. 13. Vergleich der Luciferaseaktivitat in Haut und Medium. Nach der
Transfektion der Haut mit 1,5 pg hGLuc-mRNA, die mit 1,5 pL Lipofectamine
2000™ komplexiert wurde, wurde die Luciferaseaktivitat der lysierten Haut sowie
des Inkubationsmediums bestimmt. Die Ergebnisse sind angegeben als
Steigerung der Luciferaseaktivitdit der Experimentalgruppe gegentber der
Kontrolle, in welcher keine mRNA eingesetzt wurde. Die Kontrolle wurde fur den
jeweiligen Versuch auf 1 gesetzt.

Bei der Standardinjektion war die Luciferaseaktivitat im Inkubationsmedium der
mit MRNA transfizierten Haut um 6,56 +3,19 (nmedium=10) signifikant gesteigert
gegenuber der Kontrolle (Vorzeichen-Rang-Test, p=0.002). Die Erhdéhung der
Luciferaseaktivitat in den dazugehdrigen Hautproben war um 2,44 +0,96
(nHaur=11) nicht signifikant erhoht gegentber der Kontrolle (Vorzeichen-Rang-
Test, p=0.46). Bei der Injektion mit Mikronadeln war die Luciferaseaktivitat im
Medium um 224,58 102,70 (nmedium=20) signifikant erhdht gegentber der
Kontrolle (Vorzeichen-Rang-Test, p<0.001). Auch bei der zugehoérigen
Hautprobe war die Luciferaseaktivitdt um 3,62 +1,72 (nHaut=13) signifikant erhoht
(Vorzeichen-Rang-Test; p=0.0012). Bei beiden Injektionsmethoden, Standard
sowie Mikronadeln, war die Luciferaseaktivitdt im Medium signifikant erhéht
gegeniber der jeweiligen Hautprobe (Wilcoxon-Test, Standardinjektion p=0,029,
Mikronadeln p=0,014).
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3.2 Nachweis der synthetischen Tropoelastin mRNA vermittelten

Elastinsynthese

Elastin ist in gesunder Haut in vergleichsweise hohen Mengen vorhanden im
Gegensatz zur Luciferase. Fur die Erh6hung der Elastinmenge wurde 2,5 ug
synthetische Tropoelastin mRNA mit 2,5 uL Lipofectamine 2000™ in 35 uL
OptiMEM® komplexiert und mittels Mikronadeln in die Haut injiziert. Die
Elastinmenge in der Kontrolle (Transfektionsreagenz ohne mRNA) und der

Experimentalgruppe wurde mittels Fastin™ Elastin-Assay bestimmt.

3.2.1 Absoluter Elastin-Gehalt

Der absolute Elastin-Gehalt, der in den Hautsticken gemessen wurde, betrug
19 - 29 ug Elastin / mg Hautgewebe. Dies entspricht dem mittleren Gehalt von

2.1 +/- 1% Elastin in der Haut, wie angegeben von Uitto et al. (1983).

3.2.2 Bestimmung der Elastinmenge nach unterschiedlichen Zeiten

Eine langere Inkubationszeit konnte die gebildete Elastinmenge erhéhen. Die
Hautsticke wurden mit 2,5pug Elastin-mRNA, komplexiert in 2,5 pL
Lipofectamine 2000™ transfiziert und die Elastinmenge der Hautstiicke nach 24,
48 und 72 Stunden post Transfektion untersucht (Abb. 14). Nach der Inkubation

der Hautstiicke in einem Brutschrank bei 37° C und 5% CO:2 wurden die
Hautstiicke entnommen und der jeweilige Elastingehalt mittels Fastin™ Elastin-

Assay bestimmt. Die Elastinmenge ist gegentuber der Kontrolle (Transfektions-
reagenz ohne mRNA) angegeben, welche auf 1 gesetzt wurde.

Die Inkubationszeit hatte im hier getesteten Intervall keinen Einfluss auf die
Elastinmenge. Eine Korrelationsanalyse ergab im Bereich von 24 (n=7), 48 (n=4)
und 72 (n=26) Stunden keine signifikanten Unterschiede in der Elastinmenge
(r(35)=0,083, p=0,63). Es konnte bereits nach 24 Stunden Elastin detektiert
werden, die Elastinmenge hat sich Gber den Zeitraum bis zu 72 Stunden nicht
geandert. Deshalb wurden die Ergebnisse Uber die Zeitradume zwischen 24, 48
und 72 Stunden gepoolt.
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Abb. 14: Einfluss der Inkubationszeit auf die Steigerung der Elastinmenge.
Die mit 2,5 ug Elastin-mRNA, komplexiert in 2,5 uL Lipofectamine 2000™
transfizierten Hautstlicke wurden Uber einen Zeitraum von 24 (n=7), 48 (n=4)
oder 72 (n=26) Stunden Inkubiert. Angegeben ist die Elastinmenge gegenuber
der Kontrolle (Transfektionsreagenz ohne mRNA). Die Kontrolle wurde auf 1
gesetzt (graue Strichlinie). Der Einfluss der Inkubationszeiten auf die relative
Elastinerh6hung war nicht signifikant (Korrelationsanalyse; r(35)=0,083, p=0,63).
Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM angegeben.

3.2.3 Inkubationsbedingungen

Die rund gestanzten und auf 1 mm getrimmten Hautsticke wurden mit 2,5 ug
Elastin-mRNA, komplexiert mit 2,5 pL Lipofectamine 2000™, transfiziert und
anschlieBend fur 24, 48 oder 72 h in einem Brutschrank bei 37° C und 5% COz2
inkubiert. Diese Inkubation fand entweder in Franz-Zellen (Abb. 4) statt, in
welchen die Hautstlicke eingespannt wurden oder in 12-Well Platten (Abb. 7), in
welchen die Hautstiicke in ein Medium gelegt wurden. Die Elastinmenge in den
Hautstlcken, die in 12-Wells inkubiert wurden, wurde mit denen, die in Franz-
Zellen inkubiert wurden, verglichen (Abb. 15). Bei den Hautstlcken, die in 12-
Wells inkubiert wurden, wurde eine um 1,11 0,05 (n=14) fach erhdhte

Elastinmenge gegenuber der Kontrolle (Behandlung ohne Elastin-mRNA)
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festgestellt, dies war signifikant (einseitiger Einstichproben t-Test: p=0,028). In
12-Well Platten war die Erhéhung der Elastinmenge somit leicht niedriger als bei
der Durchfiihrung der Transfektion in Franz-Zellen (1,19 +0,06; n=23). Auch in
Franz-Zellen zeigte sich eine Signifikanz (einseitiger Einstichproben t-Test:
p=0,0033). Der Unterschied zwischen der Erhéhung der Elastinmenge beider
Inkubationsbedingungen war nicht signifikant (Zwei-Stichproben-t-Test,
zweiseitiges t(35)=0,85, p=0,40). Aus diesem Grund wurden in den folgenden
Versuchen die Ergebnisse aus den Franz-Zellen mit denen in 12-Well Platten

gepoolt.
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Abb. 15: Vergleich der Inkubationsbedingungen fir die Elastin-mRNA
Transfektion. Far die Transfektion wurde 2,5 pug Elastin-mRNA mit 2,5 pL
Lipofectamine 2000™ komplexiert und mittels MicronJet 600™ in die Hautstlicke
injiziert. Die Hautstlcke wurden in Franz-Zellen oder in 12-Well Platten inkubiert.
Die Kontrolle (Transfektionsreagenz ohne mRNA) wurde auf 1 gesetzt und in den
Experimentalgruppen die relative Elastinmenge im Vergleich zur Kontrolle
berechnet. Die Versuche in Franz-Zellen zeigten eine Erhéhung der Elastin-
menge (1,19 +0,06; n=23), diese Erhoéhung ist signifikant (einseitiger
Einstichproben t-Test; Franz-Zellen: p=0,0033). In 12-Well Platten war die
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Elastinmenge ebenfalls signifikant erhéht (1,11 +0,05; n=14) (einseitiger Einstich-
proben t-Test: p=0,028). Im Vergleich beider Inkubationsbedingungen ergab sich
kein signifikanter Unterschied der Erh6hung der Elastinmenge (t-Test, p=0.40).
Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM dargestellt.

3.2.4 Einfluss der Inkubationsmedien auf die Elastinproduktion

Unterschiedlich eingesetzte Medien wéhrend der Inkubation von Hautstlicken
wahrend der Inkubation beeinflussen die Transfektionseffizienz sowie die
Lebensfahigkeit und somit die Proteinproduktion der Zellen. Aus diesem Grund
wurden verschiedene Inkubationsmedien getestet, wobei jeweils 1 mL wahrend
der Inkubation auf die mit 2,5pug Elastin-mRNA, komplexiert in 2,5 pL
Lipofectamine 2000™ transfizierten Hautstiicke gegeben wurde. AnschlieRend
inkubierten die Hautstiicke im Brutschrank bei 37° C und 5% CO2. Es wurde
Endothelzellmedium (EZ), HEK293 DMEM, OptiMEM® plus 1%
Penicillin / Streptomycin oder Auslassen des Mediums (ohne Medium im oberen

Reservoir der Franz-Zellen) miteinander verglichen.

In Abb. 16 ist die gemessene Steigerung der Elastinmenge gegentber der
Kontrolle (Transfektionsreagenz ohne mRNA) angegeben. Die Kontrolle wurde
jeweils auf 1 gesetzt. Das Endothelzellmedium fuhrte zu einer auf das 1,16 +0,07
(n=11) -fach erhohten Elastinmenge im Vergleich zur Kontrolle, dies war
signifikant (einseitiger Einstichproben-t-Test: p=0,044). HEK293-Medium erhéhte
die Elastinmenge um das 1,06 +0,07 (n=3) fache gegenuber der Kontrolle, hier
zeigte sich keine Signifikanz (einseitiger Einstichproben-t-Test: p=0,22). Ohne
Medium war die Elastinerhdhung signifikant um 1,12 +0,04 (n=8) -fach
gegentber der Kontrolle (einseitiger Einstichproben t-Test: p=0,007). OptiMEM®
fuhrte zu einer 1,22 0,09 (n=15) -fachen signifikanten Elastinerh6hung
(einseitiger Einstichproben-t-Test: p=0,016). Die unterschiedlich eingesetzten
Medien hatten im Vergleich zueinander statistisch keinen signifikanten Einfluss

auf die gemessene Elastinmenge (Varianzanalyse, F(3,33)=0,54, p=0,66).
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Abb. 16: Einfluss der Inkubationsmedien auf die Elastinproduktion. Es
wurden verschiedene Inkubationsmedien zur Inkubation der Hautstiicke
verwendet, welche mit 2,5 pg Elastin-mRNA, komplexiert in 2,5 uL Lipofectamine
2000™ transfiziert wurden. Angegeben ist die Elastinmenge gegeniiber der
Kontrolle (Transfektionsreagenz ohne mRNA). Die Kontrolle wurde jeweils auf 1
gesetzt. Ein einseitiger Einstichproben-t-Test zwischen den Experimental-
gruppen der verschiedenen Inkubationsmedien und der jeweiligen Kontrolle
ergab eine um das 1,16 +0,07 -fache signifikante relative Elastinerhhung im
Endothelzellmedium (EZ) (p=0,044, n=11). Eine ebenfalls signifikante
Elastinerhbhung um das 1,12 +0,04 -fache ergab sich ohne Medium (p=0,007,
n=8) und im OptiMEM® plus 1% Penicillin / Streptomycin mit einer 1,22 +0,09 -
fach erhdhten Elastinmenge (p=0,016, n=15). Kaum einen Unterschied ergab
sich im HEK293 DMEM gegentber der Kontrolle mit einer 1,06 £0,07 -fachen
Elastinerhhung (p=0,23, n=3). Die unterschiedlichen Medien hatten im
Vergleich zueinander keinen signifikanten Einfluss auf die Elastinmenge in den
Hautstiicken (Varianzanalyse, p=0,66). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM
dargestellt.
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3.2.5 Ermittlung des optimalen Injektionswinkels mit dem MicronJet 600™

Die Durchfihrung der Mikroinjektion mit den Mikronadeln des MicronJet 600™
nach der empfohlenen Methode des Herstellers NanoPass fuhrte zu Austritt von
Transfektionsmedium um die Nadeln herum. Daher wurde eine zweite Methode
entwickelt, um eine komplette Injektion sicherzustellen. Nach Herstellerangaben
wurde in einem Winkel von 45° injiziert. Bei der modifizierten Methode wurde in
einem Winkel von 45° eingestochen, die Mikronadeln dann aber auf 90° gestellt

und anschliel3end injiziert.

Als Transfektionsansatz wurde mit dem Microndet 600™ in jedes Hautstiick
35 pL OptiMEM®, mit 2,5 pL Lipofectamine 2000™ komplexierter 2,5 ug Elastin-
MRNA injiziert. Bei der vom Hersteller empfohlenen Technik wurde eine
signifikante Elastinmengen-Steigerung auf das 1,20 #0,08 -fache (n=18)
gegenuber der Kontrolle erreicht (Transfektionsreagenz ohne mMRNA;
Einstichproben-t-Test, t(17)=2,48, p=0,012). Die Kontrolle wurde fir beide
Methoden jeweils auf 1 gesetzt, im Vergleich dazu wurde die Elastinmenge in
den Experimentalgruppen angegeben (Abb. 17). Die modifizierte Methode
steigerte die Elastinmenge ebenfalls signifikant auf das 1,12 +0,04 -fache (n=19)
gegenuber der Kontrolle (Transfektionsreagenz ohne mRNA; Einstichproben-t-
Test, 1(18)=3,06, p=0,0034). Der Unterschied zwischen der Injektion mit einem
Winkel von 45° gegenlber der Injektion mit 90° war statistisch nicht signifikant
(Zweistichproben-t-Test;  t(35)=0,86, p=0,40). Allerdings war die
Standardabweichung bei der 90° Injektion deutlich verringert (+0,17 im Vergleich
zu +0,34 bei 45°). Dieser Unterschied in der Standardabweichung war signifikant
(2-Stichproben F-Test: F(17,18)=3,77, p=0,0039). Die Effektstarke (Differenz des
Mittelwertes zur Kontrolle geteilt durch Standardabweichung) war mit 0,70 bei
90° leicht erhdht gegentiber 0,58 bei 45°.
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Abb. 17: Injektionswinkel mit dem Microndet 600™. Zur Injektion des
Transfektionsansatzes von 35 pL OptiMEM®, mit 2,5 pL Lipofectamine 2000™
komplexierter 2,5 pg Elastin-mRNA pro Hautstick wurden zwei verschiedene
Injektionswinkel verglichen. Einmal wurde nach Herstellerangaben in einem
Winkel von 45° eingestochen und injiziert, zum anderen wurde in 45°
eingestochen und der Microndet 600™ vor der Injektion auf 90° aufgerichtet.
Angegeben ist die Elastinmenge gegentber der Kontrolle (Transfektionsreagenz
ohne mRNA). Die Kontrolle wurde jeweils auf 1 gesetzt. Bei der Injektion im 45°
Winkel war die Elastinmenge 1,20 +0,08 (n=18) -fach hoher als bei der Kontrolle
(Einstichproben-t-Test, t(17)=2,48, einseitiges p=0,012). Bei der Injektion mit
einem Winkel von 90° war die Elastinmenge 1,12 +0,04 (n=19) -fach signifikant
hoher als bei der Kontrolle (Einstichproben-t-Test, t(18)=3,06, p=0,0034). Der
Unterschied der Elastinmenge zwischen den beiden Injektionswinkeln war
statistisch nicht signifikant (Zweistichproben t-Test, p=0,40). Auffallig ist hier, das
der Standardfehler (sowie die zugrundeliegende Standardabweichung) bei 90°
um die Halfte geringer war gegentiber 45°. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
+SEM dargestellt.
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3.2.6 Einfluss der Prozessierungszeit auf das Hautgewicht

Die auf 1 mm getrimmte und auf einen Durchmesser von 1,5 cm gestanzte
Schweinehaut nimmt wahrend seiner Inkubation in 1 mL Medium (OptiMEM®,
HEK293 DMEM oder Endothelzellmedium) Flissigkeit auf und gibt diese
Flussigkeit nach der Entnahme aus dem Medium durch Verdunstung wieder ab.
Damit wirde diese Verdunstung zu einem Gewichtsverlust der Hautproben
wahrend des Fastin™ Elastin-Assay filhren. Da die Messungen auf die
Hautmenge normiert wurden, wirde die Veranderung des Gewichts wéhrend der
Bearbeitung die Ergebnisse beeinflussen. Deshalb wurde eine Zeitreihe mit
Liegezeiten von 5, 10 und 15 Minuten durchgefiihrt. Das Gewicht der Hautstlicke

wurde nach diesen Zeiten in geschlossenen Behaltern gemessen.

Es zeigte sich, dass die Gewichtsabnahme der Haut in den gemessenen
Zeitraumen erheblich ist. Abb. 18 zeigt, dass das durchschnittliche Gewicht der
Hautstlcke bei 5 min 16,2 +0,7 mg betragt, bei 10 min 14,3 £0,8 mg und nach
15 min auf 12,6 +0,4 mg sinkt. Da die ermittelte Elastinmenge vom Gewicht der
Haut abhéangt, ist diese Abnahme zwischen 5 min und 15 min um 30% durch
Verdunstung der Flussigkeit durchaus wichtig. Eine lineare Regressionsanalyse
ergab eine Abnahme des Hautgewichtes von 1,81 mg pro 5 Minuten, welche
hoch signifikant war (lineare Korrelation, r(19)= -0,680, p=0,0007). Bei den
Elastin-Versuchen wurde daher eine einheitliche Prozessierungszeit

eingehalten.
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Abb. 18: Einfluss der Prozessierungszeit auf das Hautgewicht. Das Gewicht
der Hautstiicke wurde nach der Entnahme aus ihrem Inkubationsmedium
(OptiMEM®, HEK293 DMEM oder Endothelzellmedium) nach 5, 10 oder 15 min
bestimmt (jeweils n=7). Die Gewichtsabnahme der Hautstiicke in dieser
Zeitspanne war hoch signifikant (lineare Korrelation, r(19)= -0,680, p=0,0007);
Die Ergebnisse sind als Mittelwert £SEM dargestellt.

3.2.7 Ermittlung der Elastinmenge in Hautsticken & Inkubationsmedium

Es wurde 2,5 ug Elastin-mRNA mit 2,5 pL Lipofectamine 2000™ komplexiert und
mittels Microndet 600™ in die Hautstiicke injiziert. Nach 72 Stunden ergab sich
im  Mittel eine Steigerung der Elastinmenge nach Injektion der
Transfektionsreagenz um das 1,16 (x0,04) -fache im Hautstiick (Abb. 19A)
gegeniber der Kontrolle (Transfektionsreagenz ohne mRNA). Die Kontrolle
wurde auf 1 gesetzt. Die Erhdhung der Elastinmenge war hoch signifikant
gegenuber der Kontrolle (Einstichproben-t-Test: t(25)=3,75, einseitiges
p=0,0009).

Die Uberprifung des Elastin-Gehalts im Inkubationsmedium zeigte nach 72
Stunden einen &hnlichen Effekt wie in den Hautstiicken (Abb. 19B). Die
Steigerung der Elastinmenge im Medium war mit 1,33 £0,07 -fach (n=4) etwas
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hoher als der Mittelwert der Hautstiicke, und zeigte ebenfalls einen signifikanten
Unterschied im Vergleich zur Kontrolle (Einstichproben-t-Test: t(3)=4,49,
p=0.021). Dies zeigt, dass das synthetisierte Elastin aufgrund der auf 1 mm diinn

getrimmten Hautstlcke in das Medium sezerniert wird.
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Abb. 19: Ermittlung der Elastinmenge 72 Stunden nach der Transfektion.
Es wurde 2,5 pg Elastin-mRNA mit 2,5 pL Lipofectamine 2000™ komplexiert und
mittels MicronJet 600™ in die Haut injiziert. Die Kontrolle (Transfektionsreagenz
ohne mRNA) wurde auf 1 gesetzt; nach 72 Stunden wurde im Vergleich dazu die
jeweilige Elastinmenge in den Hautstiicken (A) sowie im Inkubationsmedium (B)
dargestellt. In den Hautstiicken (n=26) wurde eine hoch signifikante Erh6hung
um das 1,16 +0,04 -fache der Elastinmenge detektiert (Einstichproben-t-Test,
p=0,0009). Die Bestimmung der Elastinmenge im Inkubationsmedium ergab
ebenfalls eine ahnliche Erhéhung um 1,33 0,07 -fach (n=4). Die
Elastinerhbhung im Medium war signifikant von der Kontrolle verschieden
(Einstichproben-t-Test, p= 0,021). Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM
dargestellt.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst das Schweinehaut-Modell sowie die
intradermale mRNA Verabreichung durch hohle Mikronadeln etabliert. Dazu
wurde zunachst synthetische hGLuc-mRNA (humanisierte Gaussia Luciferase)
zur Bestimmung der erfolgreichen Transfektion eingesetzt. Weiterhin wurde die
Transfektion mit synthetischer Tropoelastin-mRNA etabliert, optimiert und die
erfolgreiche Elastinsynthese nachgewiesen.

4.1 Intradermale Verabreichung von hGLuc-mRNA in Schweinehaut

Die hGLuc-mRNA wurde mit Lipofectamine 2000™ in OptiMEM® nach Avci-Adalli
et al. (2014a) komplexiert. Fur das Hautmodell wurde die Haut aus dem Ohr von
Schweinen entnommen. Die Haut wurde auf 1 mm getrimmt, anschliel3end
wurden verschiedene Methoden zur Transfektion der hGLuc-mRNA getestet. Die
nicht invasive Methode der Permeation mittels Inkubation der Hautoberflache mit
den hGLuc-mRNA Komplexen fuhrte zu keiner signifikanten Erhdéhung der
Proteinproduktion in der Dermis. Die Permeation von Nukleinsduren in Haut
konnte bisher nur fir siRNA etabliert werden sowie in neuester Zeit mittels Ol
basierter Permeationsunterstitzung (Aljuffali et al. 2016, Heck et al. 2016, Vij et
al. 2017). Mit einer Standard-Injektionsmethode (Mantoux 1910, Laurent et al.
2007, Lambert und Laurent 2008) konnte mit Kantlen (0,4 mm Durchmesser) die
MRNA Transfektionskomplexe sehr flach in die Haut injiziert werden. Damit
konnte hGLuc-mRNA erfolgreich transfiziert werden, allerdings ergaben sich in
den einzelnen Hautstlicken hohe Varianzen zwischen den jeweiligen Messungen
der relativen normierten Luciferaseaktivitat. Die hochste Luciferaseaktivitat
konnte mit hohlen Mikronadeln des MicronJet 600™ mit relativ geringer Varianz
und einer Erhéhung der Luciferaseaktivitat um das 3,62 -fache erreicht werden
im Vergleich zur Kontrolle (Transfektionsreagenz ohne mRNA, die Kontrolle

wurde auf 1 gesetzt).

Mikronadeln gehéren in den letzten Jahren zu den vielversprechendsten

Entwicklungen der Nukleinsduretransport in die Haut (Prausnitz und Langer
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2008, Kim et al. 2012, Chiappini et al. 2015). Verschiedene Ausfuhrungen der
Mikronadeln fiihren zu einer Uberwindung der Hautbarriere und zu erfolgreicher
transdermaler Verabreichung von Medikamenten. Dazu gehdren neben den
hohlen Mikronadeln die solide Anfertigung, welche durch eine temporéare
Beschadigung der Hautoberflache und anschlieRenden Wirkstoffauftrag eine
Verabreichung erzielen kann, als auch sich auflosende oder beschichtete
Mikronadeln (Ita 2015). Die hohle Variante zeigt hier verschiedene Vorteile: Im
Vergleich zu soliden Mikronadeln kann auf den zusatzlichen Schritt des
Wirkstoffauftrags nach Insertion verzichtet werden, da der Wirkstoff in einem
Schritt verabreicht wird, was zeitlich effizienter ist. Die temporére Zerstérung der
Hautbarriere muss ebenfalls nicht aufrechterhalten werden, was das
Infektionsrisiko gegenuber soliden Mikronadeln verringert, da diese gegenuber
hohlen Mikronadeln auf eine langerfristig zerstdrte Hautbarriere angewiesen sind
(Gupta et al. 2011, Tuan-Mahmood et al. 2013). Gupta et al. (2011) zeigten
aul3erdem, dass sich die Wunden nach Mikronadelinsertion besonders schnell
schliel3en, je kirzer die zeitliche Insertion stattgefunden hatte. Weiterhin zeigten
histologische Schnitte der Haut nach Injektionen mit dem MicronJet 600™, dass
durch den direkten Injektionsvorgang und den entstehenden Druck
Mikrounterbrechungen zwischen den Zellen in der Epidermis erzeugt werden,
wodurch weitaus mehr Zellen mit der injizierten Losung in Kontakt kommen (Dul
et al. 2017). Dabei konnte gezeigt werden, dass durch die Mikrounterbrechungen
eine Steigerung der Transporteffizienz auf zellularer Ebene stattfindet. Hohle
Mikronadeln sind somit, was die verfugbaren Zellen angeht, den beschichteten,
soliden und dissoziierenden Mikronadeln tberlegen, da diese auf die Hautzellen
angrenzend an die Nadeloberflache beschrankt sind.

Mit Hilfe von Mikronadeln wurden sowohl DNA als auch siRNA intradermal
appliziert (Aldawsari et al. 2015, Deng et al. 2016). Lipofectamine 2000™
komplexierte Plasmid DNA konnte zu Impfzwecken eine hohere Steigerung der
Immunantwort (Immunglobulin G-Titer) erzeugen, wenn mit hohlen Mikronadeln
in die Haut injiziert wurde, im Vergleich zu einer intramuskularen
Standardinjektion mittels Kantle (Pamornpathomkul et al. 2017). Da in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls nur mit hohlen Mikronadeln eine signifikante
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Erhéhung der Luciferaseaktivitat durch hGLuc-mRNA Transfektion erreicht
werden konnte, wurden ausschlie8lich diese in den Versuchen fur die
Transfektion von Elastin-mRNA genutzt. Lipofectamine 2000 ™ wurde eingesetzt
um Nanokomplexierte mRNA zu bilden. Nanokomplexierte mRNA konnte bereits
erfolgreich zu Impfzwecken injiziert werden (Petsch et al. 2012, Persano et al.
2017) und zeigt hier ein deutlich geringeres Risiko als die DNA-Behandlung, da
MRNA nicht ins Genom eingebaut wird und somit keine Mutationen auslost
(Persano et al. 2017).

Bei der Transfektion ist auch der Typ der mRNA wichtig. Phua und seine
Mitarbeiter zeigten, dass die Transfektion von 4 pug nackter (,naked“) hGLuc-
MRNA subkutan in die Haut der Ohrmuschel von M&ausen keine signifikante
Erhéhung der Luciferaseaktivitat erbrachte, erst 8 pug fihrte zu einer hoch
signifikanten Erh6hung (Phua et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit wurde 1,5
— 2,5 pg synthetische hGLuc-mRNA eingesetzt. Hierbei handelt es sich um eine
stabilisierte hGLuc-mRNA, wobei sich auf deren Wirksamkeit neben der

Dosierung auch das Medium und dessen pH-Wert auswirkt (Phua et al. 2013).

Insgesamt zeigte sich, dass die hier verwendete synthetische mRNA zu einer
Translation fuhrte. Die Verwendung von hohlen Mikronadeln war fur die
Applikation in die Haut am erfolgreichsten. Das Hautmodell wurde fir die
Elastin-mRNA Transfektion etabliert. Hierzu trugen nicht nur die eingesetzten
Mikronadeln bei, sondern auch die Verwendung der modifizierten und in
Lipoplexen komplexierten mRNA (Avci-Adali et al. 2014a, Avci-Adali et al. 2014b,
Michel et al. 2015).

4.2 Elastin-mRNA Transfektion

Die Transfektion von Hautstliicken mit 2,5 ug Elastin-mRNA, komplexiertin 2,5 pL
Lipofectamine 2000™ fiihrte zu einer hoch signifikanten Erhéhung des Elastin-
Gehalts im Vergleich zur Kontrolle (Transfektionsreagenz ohne mRNA) um das
1,16 -fache. Diese Erh6hung beweist zum ersten Mal, dass durch Elastin-mRNA
Transfektion eine Steigerung der Elastinmenge in der Haut mdglich ist.
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Es wurden verschiedene methodische Variationen getestet, um den Effekt der
MRNA-Einbringung zu erhéhen. Dabei ist es unter anderem gelungen bei den
Absolutmessungen von Elastin in der Haut die Werte der Literatur von ca.
2 Gewichtsprozent (Uitto et al. 1983) zu erreichen. Die in dieser Arbeit
dargestellten Steigerungen der Elastinmenge Uber diesen Grundpegel werden
als relative Elastinmenge gegentber der Kontrolle angegeben (Cenizo et al.
2006, Zhao et al. 2009, Pittet et al. 2014).

Im Folgenden wird die Steigerung der Elastinmenge im Vergleich zur Kontrolle
nach Transfektion der Hautstiicke mit Elastin-mRNA beschrieben. Keinen
Einfluss hatte die Inkubationsmethode dieser Hautstticke in Franz-Zellen oder in
12-Well Platten. Auch konnte gezeigt werden, dass bereits nach 24 Stunden
Inkubationszeit Elastin nachgewiesen werden kann und eine Erhéhung auf 48
oder 72 Stunden keine signifikanten Unterschiede auf die Steigerung der
Elastinmenge im Vergleich zur Kontrolle bringt. Der Einsatz verschiedener
Medien wahrend der Inkubation der Hautsticke zeigte, dass
Endothelzellmedium, HEK293 DMEM, das Auslassen des Mediums oder
OptiMEM® ebenfalls keinen Unterschied ergab. Bei den MicronJet 600™
Mikronadeln wird vom Hersteller eine Injektion mit einem 45° Winkel empfohlen.
Bei diesem Winkel stechen die Nadeln mit ihrer Pyramidenform ideal in die Haut.
Jedoch zeigte sich, dass eine Injektion in diesem Winkel bei abpraparierten
Hautstlicken zu dem Problem fuhrte, dass nicht die gesamte Injektionsmenge
injiziert wurde. Somit traten kleine Mengen des jeweiligen Transfektionsansatzes
am Injektionsort aus. Dies konnte vermieden werden, indem die Mikronadeln vor
der Injektion aufgerichtet wurden (90°). NanoPass, der Hersteller des MicronJet
600™ erklarte, dass dies wahrscheinlich ein Problem der abpraparierten Haut sei
und man bei Haut in situ mit 45° injizieren sollte. Nach Aufrichten konnte das

Injektionsvolumen bei abpraparierter Haut allerdings besser kontrolliert werden.

Die erfolgreiche Transfektion mit Elastin-mRNA zeigte sich zum einen durch die
hoch signifikante Steigerung der Elastinmenge in der Haut. Interessant ist aber
auch, dass im umgebenden Medium ebenfalls eine Steigerung der Elastinmenge
nachgewiesen werden konnte. Dies beweist, dass Tropoelastin in den

extrazelluldaren Raum sezerniert wurde. Der Grund fur das hohe Vorkommen im
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Medium ist vermutlich die auf nur 1 mm Dicke getrimmte Haut. Der Transport von
Tropoelastin in die extrazellulare Matrix ist die Voraussetzung fur die erfolgreiche

Bildung von funktionellem Elastin.

Obwohl die methodischen Variationen meist nicht zu statistisch signifikanten
Verbesserungen flhrten, ergaben sich aus kleinen quantitativen Unterschieden
oder theoretischen Uberlegungen folgende Empfehlungen: Fiir die Transfektion
sollten hohle Mikronadeln genutzt werden und deren Injektionswinkel sollte bei
abpraparierter Haut in einem 90° Winkel erfolgen. Das Markieren der wahrend
der Transfektion entstehenden Blase und ausschliel3liches Verwenden dieses
Bereichs ergibt eine zuverlassige Messung des transfizierten Areals. Die
aufgefuihrten Maflinahmen wie die Behandlung der Hautstiicke vor Transfektion
mit antibiotischer- und Jodl6ésung sowie das Autoklavieren der Franz-Zellen
verringerten die Kontaminationen ebenso wie die Verwendung von sterilen 12-
Well Platten als Inkubationsbedingung. Die 12-Well Platten zeigten zusatzlich
zum geringeren Kontaminationsrisiko gegenuber Franz-Zellen einen Vorteil im
Handling (kein aufwendiger Aufbau und Verschluss, kein Autoklavieren). Der
Gewichtsverlust durch Verdunstung nach der Entnahme der Hautstiicke aus dem
Inkubationsmedium vor dem Wiegen war teilweise hoch; dem steht die
Gewichtszunahme durch Flussigkeitsaufnahme entgegen. Hier muss standard-

isiert unter Einbehaltung genauer Zeitfenster gearbeitet werden.

Die hier beschriebene Steigerung der Elastinmenge durch Transfektion von
synthetischer Elastin-mRNA via Mikronadeln ist ein neuer, erfolgversprechender
Weg, um pathologischen Hautveranderungen basierend auf einem Elastinverlust
in adulter Dermis entgegenzuwirken. Bisherige Ansatze mit dem gleichen Ziel
arbeiten zum grof3ten Teil mit Fibroblastenkulturen (Hinek et al. 2014; Deglesne
et al. 2016; Diekmann et al. 2016). Hierbei zeigte sich z.B. dass TGF
(Transforming Growth Factor: transformierender Wachstumsfaktor) 1 und 32
potente Stimulatoren der ELN Gen Expression sind, indem sie stabilisierend auf
die Elastin-mRNA wirken (K&héri et al. 1992, Kucich et al. 2002). Beim Menschen
konnte jedoch gezeigt werden, dass TGF  maligne Tumor Metastasen fordert
(Lebrun 2012).
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In der Haut betragt der physiologische Elastingehalt im Vergleich zu anderen
Geweben nur 2% (Uitto et al. 1983). Hier konnte gezeigt werden, dass mit Elastin-
MRNA dieser Wert um einen Faktor von 1,16 (16%) erhoht werden kann. Auch
ist bekannt, dass endogene Elastin-mRNA in adulten Fibroblasten post-
transkriptionell aktiv abgebaut wird (Zhang et al. 1999). Im Gegensatz zur sonst
Ublichen Genregulation wird das Elastin-Gen nicht abgeschaltet, obwohl kein
Protein bei adulten Saugern mehr gebildet wird (Coolen et al. 2010), um eine
schnelle Wundreparatur bei Verletzungen zu ermdglichen. Neuere Arbeiten
zeigen, dass die Regulation der Elastinbildung noch komplexer ist. So gibt es
pro- (z.B. TGF-B) und anti- (z.B. TGF-a) elastogene Zytokine, welche in die
transkriptionellen und posttranskriptionellen Prozesse regulierend eingreifen
(Sproul und Argraves 2013).

Die miRNA29 bindet an die 3'UTR Region der endogenen Elastin-mRNA und
fuhrt dazu, dass die Elastin-mRNA bereits vor der Translation in kurzer Zeit
abgebaut wird (Ott et al. 2011, Zhang et al. 2012b). Die miRNA29 Familie hat
mindestens 4 Mitglieder, welche neben Tropoelastin auch die mRNA von
Kollagen und Fibrillin abbauen (Dong und Majesky 2012). Die in der vorliegenden
Arbeit verwendete Elastin-mRNA ist synthetisch und besitzt in der 3’UTR-Region
keine komplementéaren Bereiche fir die miRNA29. Weiterhin ist der Pegel an
MiRNA29 gerade so hoch, dass der normale Pegel von endogener Elastin-mRNA
gebunden werden kann. Dadurch sollte selbst eine zusatzliche Gabe von nicht
synthetischer Elastin-mRNA eine Tropoelastin-Translation bewirken (Zhang et al.
1999). Man kann insgesamt davon ausgehen, dass unter den in der Dermis
gegebenen Umstanden, die hier gezeigte hoch signifikante Erhéhung auf die

1,16 -fache Elastinmenge im zu erwartenden Bereich liegt.

4.2.1 Vergleich Elastin- und Luciferase-Transfektion

Eine Zusammenfassung der Luciferase- und der Elastinversuche ergibt, dass
methodische Verbesserungen, vor allem die Einfihrung von hohlen Mikronadeln,
zu einer erfolgreichen mMRNA-Transfektion in Haut und zu signifikanten

Proteinexpressionen gefthrt haben. Dabei war die Luciferase-Produktion
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deutlich besser nachweisbar als die von Elastin. Die vergleichsweise héheren
Proteinmengen bei Luciferase lag selbstverstandlich daran, dass in Haut keine
endogene Luciferase existiert und somit eine erfolgreiche Transfektion sehr leicht
mit exzellentem Signal-zu-Rausch Verhaltnis nachgewiesen werden kann. Im
Falle von Elastin mit dem bekannt hohen physiologischen Elastingehalt der Haut
ist dieser Nachweis sehr viel schwieriger. Zusatzliches Elastin addiert sich ja in
diesem Fall zum bereits vorhandenen Elastin. Anders als im Falle von Luciferase
ist das Signal-zu-Rausch Verhéltnis fur diesen Nachweis also deutlich schlechter.
Es ist daher ein Erfolg, dass trotzdem der Nachweis einer signifikanten Erh6hung

gelungen ist.

Im Forschungslabor der THG Chirurgie war die Transfektion von mRNA in Zellen
(in vitro Kultur) bereits sehr gut etabliert und in vielen Aspekten gegenuber
anderen Laboren deutlich optimiert (Avci-Adali et al. 2014a, Avci-Adali et al.
2014b, Michel et al. 2015). Die vorliegende Arbeit konnte zur zusatzlichen
Etablierung dieser Methode fiir die intradermale Verabreichung von synthetischer

MRNA mittels hohlen Mikronadeln beitragen.

4.3 Ausblick

Dem beschriebenen Problem der geringen relativen Steigerung der
Elastinmenge aufgrund des bereits hohen Elastingehalts von Schweineohren
konnte man entgegenwirken, indem man Gewebe mit weniger Elastin als
Kontrolle nutzt, wie z.B. Uterus, Gehirn oder Leber (Neuman und Logan 1950,
Starcher 1977). Weitere Versuche mit diesen Geweben konnte die Transfektion
von synthetischer Elastin-mRNA weiter optimieren. Man konnte den Elastingehalt
in der Haut auch durch ein Ernahrungsmodell verringern. Es wurde z.B. gezeigt,
dass Gabe von Ascorbinséure den Elastingehalt in der Haut von jungen Ratten
erniedrigt (Quaglino et al. 1991). Ein dritter Ansatz ware, den Elastingehalt durch
Elastase zu verringern (Briones et al. 2003). Brown Norway Ratten haben zudem
einen generell erniedrigten Elastin-Gehalt (Gauguier et al. 2005). Schlief3lich
waren fur den Ansatz einer Elastinerniedrigung auch haploinsuffiziente Méause

mit einem Knockout (Abschaltung eines Gens im Genom) eines der beiden ELN-
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Gene interessant, da diese nachweislich deutlich niedrigere Elastingehalte
aufweisen (Wagenseil et al. 2005); ein vollstandiger Knockout ist aufgrund
fehlender Elastizitat der GefaBwande und folgender Geféal3verstopfung durch
Hyperplasie der glatten GefalRmuskulatur letal und fur diese Fragestellung nicht

einsatzfahig (Creager et al. 2006).

Fir diese Arbeit wurde nur der Elastingehalt in der Haut bzw. dessen Erhthung
gemessen. Der hier durchgefihrte Ansatz kann aber nur ein erster Schritt in
Richtung Reparatur der Haut sein. So kann durch Tropoelastin-mRNA-Gabe
zwar Elastin gebildet und nachgewiesen werden, damit ist aber noch nicht
garantiert, dass in urspriinglich Elastin-armem Gewebe auch mehr und effektive
elastische Fasern gebildet werden. Langton et al. (2010) beschreiben
beispielsweise, dass durch solare Elastose elastische Fasern zerstort werden.
Dabei entsteht unter anderem amorphes Elastinmaterial, welches zwar
immunopositiv fur Tropoelastin ist, funktionell aber Elastizitat verloren hat. Zur
Bildung elastischer Fasern sind neben Elastin eine Vielzahl anderer Molekile wie
Mikrofibrillen notwendig (Baldwin et al. 2013). Man sollte in kinftigen
Untersuchungen daher funktionelles Elastin  von nichtfunktionellem
unterscheiden. Um zu Uberprifen, ob eine Erh6hung des Elastins in der Haut die
Elastizitat funktionell erhéht, misste man dies messen. Dazu kdnnte man die
Elastizitat in den im vorherigen Abschnitt vorgestellten Modellen bei jeweils mit
und ohne Elastin-mRNA behandelten Hautproben mechanisch messen. Das
Standardverfahren zur Messung der Elastizitat ist das plotzliche Ansaugen eines
Hautstlickes mit dem Cutometer®, gefolgt von plotzlichem Wiederfreigeben
(Pittet et al. 2014) mit gleichzeitiger Messung der elastischen Veranderung der
Haut. Pittet und Mitarbeiter konnten mit dieser Methode z.B. den Einfluss der
nachlassenden Elastizitdt der Haut mit dem Alter der Probanden nachweisen,
korreliert mit dem Elastingehalt der Haut. Dies kdnnte auch auf einem Hautstiick
in vitro, wie in der in unserem Labor verwendeten Franz-Zelle oder in 12-Well
Platten, funktionieren. Das Cutometer kann mit einem Durchmesser von 2 —
8 mm eingestellt werden (Everett und Sommers 2013) und kann deshalb gut mit
der Flache der durch den Microndet 600™ entstehenden Injektionsblase von

etwa 7 mm Durchmesser verwendet werden.
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Der in der vorliegenden Arbeit verfolgte Ansatz verspricht wichtige Vorteile: Zum
einen kann man davon ausgehen, dass die komplexen Interaktionen bei der
Bildung von elastischen Fasern in der extrazellularen Matrix der Dermis
(Rosenbloom et al. 1993, Baldwin et al. 2013, Lagali et al. 2013) durch den
Einsatz von mRNA-Gabe besser als in anderen Geweben verstanden werden
kann, wobei Elastin hier nur ein erster Schritt ist. Da die extrazellulare Matrix der
Dermis in vivo leicht zuganglich ist, kann die Verbesserung der Funktion der
elastischen Fasern hier gut beobachtet werden. Diese Erkenntnisse kdnnten
auch fur Untersuchungen der extrazellularen Matrix von z.B. Alveolen der Lunge
wichtig sein. Eine weit verbreitete pathologische Lungenveranderung ist die
chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD). COPD wird durch
entziindliche  Prozesse (z.B. durch Rauchen) ausgelost, wobei
Metalloproteinasen sezerniert werden, um die Entziindung zu bekdmpfen (Skjat-
Arkil et al. 2012, Van Doren 2015). Diese Proteinasen lésen auch elastische
Fasern der Alveolen und fihren somit zu Atemnot durch verminderte
Lungenelastizitat (Maclay et al. 2012). Eine Regeneration durch eine Steigerung
des Elastingehaltes mittels synthetischer mRNA koénnte hier eine
Behandlungslésung darstellen. Ebenso kdnnte die Elastin-mRNA Transfektion
auch fur die Krankheitshekampfung von BlutgefaRdefekten eingesetzt werden.
Eine der haufigsten Elastin-Gen Defekte von GeféafRen ist die mit 1:20.000
Geburten auftretende supravalvulare Aortenstenose, ebenfalls assoziiert mit
75% der Patienten mit Williams-Beuren Syndrom (Metcalfe et al. 2000, Morris
2010). Hier bewirkt die verminderte Elastizitat der Gefalie eine erhdhte Belastung
mit Verdickung der GefaBwande und kann zu Aneurysmen mit folgenden
Rupturen und Herzstillstand fuhren (Merla et al. 2012).

Die Zugéanglichkeit fur Lungengewebe und Blutgefal3e ist vergleichsweise
schlecht; die Optimierung der Behandlung mit Elastin-mRNA in der Dermis ist
anfanglich vielversprechender. Diese hat aber auch einen eigenen Wert, z.B.
kann sie auch bei Verbrennungen hilfreich sein. Xie und Mitarbeiter (2017)
zeigten, dass die Injektion mit rekombinantem Tropoelastin (rhTE) in
Schweinehaut nach akuter Verbrennung eine signifikant erh6hte Neubildung von

elastischen Fasern bewirkt. Diese neugebildeten elastischen Fasern sind
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allerdings von ihrer Vernetzung und Funktionalitat her signifikant verringert im
Vergleich zu nichtverwundeter Haut (Xie et al. 2017). Es zeigte sich deshalb,
dass in den mit rhTE behandelten Verbrennungswunden eine hypertrophe
Narbenbildung nicht verhindert werden konnte. Ob Enzyme und z.B.
extrazellulare Glykoproteine in einer bestimmten raumlichen Zusammensetzung
an der Zelloberflache vorhanden sein missen, um vernetzte elastische Fasern
zu bilden, ist noch nicht bekannt. Da durch Elastin-mRNA (im Gegensatz zu rhTE
Injektionen) Tropoelastin aber direkt und nur an der Zelloberflache freigegeben
wird, kénnte dadurch die Bildung funktioneller, vernetzter elastischer Fasern

ermdglicht werden.

Bisher ist unklar, ob durch die erreichte Steigerung der Elastinmenge in der Haut
die Elastizitat der Haut nachhaltig erhdht wird oder ob daftir noch weitere Schritte
notwendig sind. Die durch die Elastin-mRNA Transfektion induzierte Steigerung
der Elastinmenge in der Haut ist jedoch ein erster Schritt in Richtung mRNA-
basierter Therapie zur Steigerung der Elastizitdt bei Hautdefekten wie akute

Verbrennungen oder Krankheiten wie dem Williams-Beuren Syndrom.
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5 Zusammenfassung

Elastin gehdrt zu den wichtigsten Komponenten der Haut; diese bendtigt eine
hohe Elastizitat, um den Kdrper vor Verletzungen und Infektionen zu schitzen.
Elastindefekte durch Alterung, Lichteinwirkung oder Wunden flhren zu
Beeintrachtigungen dieser Schutzfunktion und sind an der Falten- und
Narbenbildung beteiligt. Krankheiten durch Mutationen des Elastin-Gens kdnnen
die Funktionalitat von Organen beeinflussen wie das Williams-Beuren-Syndrom
(Supravalvulare Aortenstenose) oder Cutis-Laxa (Aneurysmenbildung) und

fuhren zu fehlender Elastizitat in der Haut.

Ziel der Arbeit war zunéchst die Etablierung eines Saugetierhaut-Modells aus
frischen  Schweineohren  fir die  synthetische mRNA  vermittelte
Proteinexpression. Dazu sollte die intradermale Transfektionsmethode mit
synthetischer hGLuc-mRNA optimiert werden. Danach sollte Tropoelastin-mRNA
mittels Mikronadeln in die Haut eingebracht und die Erh6hung des Elastin-

Gehaltes der Haut mittels Fastin™ Elastin-Assay ermittelt werden.

Die von den Schweineohren abpréparierte Haut wurde auf 1 mm Dicke getrimmt.
Anschliel3end wurden verschiedene Methoden (nicht invasiv mittels Permeation
durch die Epidermis, mit Standardkanulen (0,4 mm Durchmesser) und hohlen
Mikronadeln des Microndet 600™) zur Einbringung von hGLuc-mRNA in die Haut
getestet. Anschlie3end wurde mit einem Luciferase-Assay die Luciferaseaktivitét
gemessen. Die 2,5 ug Tropoelastin-mRNA wurde ausschlieBlich mit hohlen
Mikronadeln des MicronJet 600™ intradermal injiziert und die Elastinmenge mit
dem Fastin™ Elastin-Assay gemessen. Die hGLuc- und Tropoelastin-mRNA
wurde mit Lipofectamine 2000™ komplexiert. Die hGLuc-mRNA konnte mittels
Permeation nicht in die Haut verabreicht werden, jedoch durch die Injektion mit
Standardkanulen. Die starkste Luciferaseaktivitdt erbrachten aber die hohlen
Mikronadeln des MicronJet 600™. Die Mikroinjektion von synthetischer
Tropoelastin-mRNA fuhrte zu einer Elastinsynthese und erhohte die
Elastinmenge in der Haut um den Faktor 1,16 gegenuber der Kontrolle hoch

signifikant.
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Mit der vorgestellten Methode konnte die Elastinsynthese in der Haut induziert
werden. Dieses Vorgehen bietet eine interessante Therapiemdglichkeit, um dem
Verlust krankhafter Hautelastizitdt entgegenzuwirken und damit die
Schutzfunktion der Haut wiederherzustellen. Dennoch wurde ersichtlich, dass
nachfolgende Untersuchungen Uber die weitere Vernetzung dieses exprimierten
Elastins in der Haut Notwendig ist, um eine Aussage Uber die entstehenden

elastischen Fasern treffen zu kdnnen.
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