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Der Transfer von genetischem Material wie DNA oder RNA in eukaryotische Zellen
hinein wird Transfektion genannt und ist von grof3er Bedeutung fir den Einsatz in
der Biotechnologie. Dieser Prozess kann zur Erzeugung genetisch modifizierter
Zellen dienen und stellt einen vielversprechenden Ansatz fur die Therapie von
Erbkrankheiten dar. Bei einer Transfektion kann zwischen stabil und transient
unterschieden werden. Bei der stabilen Transfektion erfolgt der Einbau des
Transgens uUber einen Selektionsmarker dauerhaft ins Genom der Zelle, wahrend
bei der transienten Transfektion lediglich das Plasmid flir eine limitierte Zeitperiode
von der Zelle abgelesen wird." Da Nukleinsaduren alleine nicht die Plasmamembran
von eukaryontischen Zellen iberwinden kénnen,?2 muss auf verschiedene Vektoren
oder technische Methoden zuriickgegriffen werden, um das Transgen in die Zelle zu
transportieren und dem Proteinbiosynthese-Apparat der Zelle zuganglich zu
machen. Physikalische Techniken wie Elektroporation oder Genkanone kommen im
Labormalstab zum Einsatz, erscheinen aber in Hinblick auf zukinftige in vivo
Anwendungen ungeeignet,*° daher liegt das Ziel aktuell in der Entwicklung
effizienter synthetischer Vektoren und Genvehikel.® Momentan machen mit ~68 %
aller klinischen Studien die viralen Vektoren noch immer den gréften Teil im Bereich
der Gentherapie aus ("Wiley Gene Therapy Clinicals Trials Worldwide" Datenbank,
Stand April 2017),” doch es ist ein zunehmendes Interesse fiir nicht-virale Vektoren
zu beobachten. Viren-basierte Vektoren bieten gegenutber synthetischen Vektoren
eine wesentlich hdhere Effizienz, aber sind auch potentiell fir den Patienten
gefahrlich, da sie beispielsweise eine Immunantwort stimulieren, Uber toxische
Wirkung verfiigen oder in Spezialféllen gar Krebs auslésen kénnen.8 Uberdies sind

sie limitiert bei der Aufnahmekapazitat fir fremdes genetisches Material.
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Synthetische nicht-virale Vektoren hingegen sind einfacher aufgebaut, kbnnen in
ihrer Struktur vielfaltig angepasst und im GroBmalstab hergestellt werden. Die
Nachteile, die den Einsatz in der Gentherapie aktuell noch limitieren, sind die
vergleichsweise geringe Transfektionseffizienz und meist die fehlende Spezifitat fur
die Zielzellen.® Abgesehen von Calciumphosphat-abhangigen
Transfektionsmethoden'® basieren die meisten synthetischen Vektoren dabei

entweder auf kationischen Lipiden oder Polymeren. '’

Eine Klasse innerhalb der nicht-viralen Vektoren stellen die kationischen Polymere
dar. Diese sind bei physiologischem pH positiv geladen und kdnnen so die negativ
geladene DNA als Komplex binden und sogenannte Polyplexe bilden. Eines der
ersten und bislang am grundlichsten untersuchten kationischen Polymer-basierten
Transfektionsagenzien ist Polyethylenimin (PEI),'? welches bis heute aufgrund der
kostenglnstigen Herstellung und hohen Effizienz den Goldstandard in diesem
Bereich darstellt. Eine Alternative zu PEI bietet die Verwendung von Poly(2-
(dimethylamino)ethylmethacrylat (PDMAEMA).'3 Letzteres erreicht mittlerweile
ahnlich hohe Transfektionseffizienzen wie PEI, ist dabei jedoch weniger zytotoxisch
und kann in der Struktur vielfaltiger angepasst werden. Es wurden bereits von
linearen bis zu vielfaltig verzweigten oder sternféormigen viele verschiedene
Strukturen untersucht.’#"® Verglichen mit ihren linearen Pendants, zeigten nicht-
lineare Polymere eine hohere Transfektionseffizienz bei gleichzeitig geringerer

Zytotoxizitat.16.17
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Abbildung 1: Schema des Ablaufs einer Transfektion

Bevor die DNA in die Zelle gelangen kann, muss sie zusammen mit dem Polymer
im Komplex verpackt werden. Dies fuhrt zur Kondensation der DNA, wodurch die
Aufnahme in die Zelle gefordert wird und die DNA vor enzymatischer Degradation
durch intrazellulare Nukleasen geschiitzt wird.'® Im Falle der kationischen Polymere
erfolgt die Bindung der DNA an das Polymer durch hydrophobische und
elektrostatische Interaktionen zwischen den anionischen Phosphatgruppen des
DNA-Ruckgrats und den kationischen Gruppen (Ublicherweise Aminogruppen) des
polymerischen Transfektionsagenz.'® Der Schritt der Polyplex-Bildung kann bereits
mafgebend fir das Gelingen einer Transfektion sein. Daher sind die Bedingungen,
unter welchen die Komplexbildung zwischen DNA und Polykation stattfindet,
entscheidend. Die Ladung des Polykations ist vom pH-Wert des Mediums abhangig
und beeinflusst beispielsweise die Stabilitat der Polyplexe. So fuhrt ein Absenken

des pH-Werts zu einer zusatzlichen Protonierung der Aminogruppen des
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Polykations, wodurch mehr Ladungen flr die Komplexbildung zur Verfigung
stehen.?%2' Hohe Salzkonzentrationen dagegen verringern die kolloidale Stabilitat
und beglinstigen die Bildung von Aggregationen.??2® In Anwesenheit von
Serumproteinen kdénnen diese an der Oberflache der geladenen Polymere
aggregieren und eine Polymerkorona bilden, die sich im Aufbau je nach
AuBenladung unterscheidet und den Aufnahmeweg beeinflussen kann.?* Auch der
Aufbau und die Struktur des Polykations beeinflussen die Transfektion in
erheblichem Male: Polymere mit hohem Molekulargewicht und langeren Ketten
zeigen starkere Bindung an die DNA, erhéhte Aufnahme durch die Zellen und
Transfektionseffizienz, wohingegen Polymere mit geringem Molekulargewicht und
kurzeren Ketten weniger toxisch sind und durch die geringere Polyplexstabilitat die

spatere Dissoziation des Komplex im Zytoplasma vereinfachen.2%26

Die erste Hurde, welche die Polyplexe Uberwinden mussen, stellt die Biomembran
der Zellen dar. Der Prozess, durch welchen die Zellen extrazellulare Molekule
aufnehmen, wird als Endozytose bezeichnet. Dabei werden unter Energieverbrauch
die Plasmamembran eingefaltet, die Molekule eingeschlossen und ins Zellinnere
transportiert. Dies stellt den Haupttransportweg fur die meisten Polyplexe ins
Zellinnere dar.2”-2° Endozytose beinhaltet als Uberbegriff ebenfalls Transportwege
wie Makropinozytose, Phagozytose und Rezeptor-vermittelte Endozytose. Zur
Phagozytose sind nur spezialisierte Zellen wie Makrophagen oder Monozyten
befahigt und daher ist dieser Aufnahmeweg weniger wichtig fir die Transfektion.3°
Eine verbreitetere Form der Aufnahme stellt die Makropinozytose dar, bei welcher
grol’e Vesikel gebildet werden (~ 200 nm bis 5 uym) und auf diese Weise eine
Flussigkeitsmenge und darin geloste Substanzen aufgenommen werden.3' Auch
wenn die Makropinozytose bei der Aufnahme von Polyplexen beteiligt ist, geschieht
der Groldteil der Polyplex-Aufnahme uUber die Rezeptor-vermittelte, das heildt
Clathrin-abhangige, Endozytose oder Uber die Caveolae-Endozytose. Die Clathrin-

abhangige Endozytose stellt bei den meisten Zellen den hauptsachlichen
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Aufnahmeweg dar.3233 Bei diesem Prozess wird durch die Bindung des Proteins
Clathrin an den Rezeptor die Bildung von Clathrin-beschichteten Vesikeln geférdert
und es kommt in einem komplexen Prozess mit uber 50 beteiligten Proteinen zu
einer Invagination der Plasmamembran.* Nach der Abschniirung dieser Vesikel
erfolgen der Transport ins Zellinnere uber das Zytoskelett und die Fusion mit einem
Endosom. Bei den Caveolae handelt es sich um spezielle Lipid Rafts-ahnliche
Membranbereiche von etwa 50 nm, die in Zelltypen wie Endothelzellen, Fibroblasten
oder glatten Muskelzellen vorkommen.®® Interessant an diesem Aufnahmeweg ist
die Tatsache, dass die Verschmelzung mit einem Lysosom umgangen wird.
Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass Uber eine forcierte Aufnahme tber den
Caveolae-Weg sich die Transfektionseffizienz steigern lasst.3¢ Eine positive Ladung
der Polyplexe erleichtert dabei die Aufnahme in die Zellen Uber unspezifische
Adsorption an die negativ geladenen Proteglykane auf der Aulenseite der

Plasmamembran.3’

Unabhangig vom Aufnahmeweg werden die Nanopartikel zunachst in endozytische
Vesikel eingeschlossen. Das erste Vesikel, auch als fruihes Endosom bezeichnet,
durchlauft eine Reifung, indem es mit anderen Vesikeln fusioniert, die fur die
Sortierung von (Zell-)Material zustandig sind, welches gegebenenfalls durch
Exozytose wieder aus der Zelle hinausbefordert wird. Der Ubergang vom friihen zum
spaten Endosom ist durch eine schnelle Ansauerung (pH 5 — 6) gekennzeichnet,
welche in der Aktivitdt von ATPase Protonenpumpen begriindet liegt.3® Bei weiterer
Reifung des Endosoms fusioniert dieses schlielRlich mit einem Lysosom, was zu
einem weiteren Absenken des pHs (~ pH 4,5) und zur Aktivierung von
verschiedenen Verdauungsenzymen fuhrt. Spatestens bei diesem Schritt wirde ein
Abbau der DNA erfolgen, daher mussen die Polyplexe fur eine erfolgreiche
Transfektion nach Internalisierung durch die Zelle aus den Endosomen austreten
und in das Zytosol gelangen. Die kationischen Polymere konnen den Austritt durch

ihre positive Nettoladung bewirken.?® Dieser Vorgang kann mittels der ,proton
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sponge“ Hypothese erklart werden:*%4! Endosomen haben einen spezifischen pH-
Wert, den die Zelle versucht aufrechtzuerhalten. Wenn jedoch protonierbare
Polymere, wie beispielsweise PEI, in die Endosomen eingeschlossen werden, kann
dieses pH-Gleichgewicht destabilisiert werden, da durch die Protonierung der
Aminogruppen der Protoneneinstrom abgepuffert wird. Die Membranen-
gebundenen ATPase-lonenkanadle der Endosomen pumpen als Folge weitere
Protonen in das Endosom, was zum Aufbau eines Ladungsgradienten und zum
passiven Einstrom von Cl-lonen fuhrt. Dies resultiert schliel3lich im Einstrom von
Wasser aus dem Zytosol und dem Anschwellen der Endosomen, bis sie platzen.*?43
Polymere mit einer hdheren Pufferkapazitat zeigen meist auch eine hdhere
Transfektionseffizienz. Auch wenn es Autoren gibt, die dieser Hypothese
widersprechen**-46 oder alternative Mechanismen vorschlagen,*” wird die ,proton
sponge” Hypothese aktuell von einem Grolf3teil der Arbeitsgruppen zitiert, um den

Vorgang des Austritts der Polyplexe aus den Endosomen zu erklaren.

Es wird davon ausgegangen, dass im nachsten Schritt die Dissoziation des pDNA-
Polymer Komplexes erfolgen muss, damit der Eintritt der DNA in den Zellkern
erfolgen kann und diese nicht von Nukleasen des Zytoplasmas abgebaut wird.*® Die
Freisetzung der DNA aus dem Komplex ist eine der Barrieren einer effizienten
Transfektion.*® Kiirzere Polykationen zeigen eine geringere Zytotoxizitat und haben
eine hohere Wahrscheinlichkeit von der DNA zu dissoziieren, der Nachteil besteht
allerdings in der geringeren Stabilitat in Anwesenheit von Serum und Salzlésungen.
Die Kettenlange und das Molekulargewicht des Polymers spielen eine essentielle
Rolle bei der DNA Freisetzung und der optimale Wert ist je nach Polymer
verschieden.®® Je groRer die Molekiile, desto langsamer ist auch die
zytoplasmatische Mobilitat und je langer die DNA im Zytoplasma verweilt, desto
hoher ist die Wahrscheinlichkeit der Degradation durch zytoplasmatische
Nukleasen.*®! Untersuchungen haben gezeigt, dass die Halbwertszeit von nackter

Plasmid-DNA (,pDNA®) im Zytoplasma 50 — 90 min betragt.5?
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Der Zellkern enthalt das Genom der Zelle und stellt damit das Kontrollzentrum dar.
Damit die genetische Information des Transgens in ein Protein Ubersetzt werden
kann, muss der Import der DNA in den Zellkern erfolgen. Der Zellkern wird durch die
Kernhille vom Zytoplasma abgegrenzt, eine weitere Hurde, die bei einer
Transfektion iberwunden werden muss. Kleinere Partikel (< 10 nm und < 40 kDa)
konnen frei durch die in die Kernhulle integrierten Kernporen hinein und hinaus
diffundieren, wahrend grolRere Partikel Uber Kernlokalisierungssequenzen (NLS,
engl. nuclear localization signal) in den Zellkern importiert werden.53%* Dabei handelt
es sich um spezifische Abfolgen von wenigen Aminosauren, die Proteine tragen,

welche in den Zellkern eingeschleust werden sollen.

In der Regel sind sich teilende Zellen einfacher zu transfizieren, da durch die
Auflésung der Kernhtlle wahrend der Mitose diese Barriere zeitweise aufgehoben
wird.%® Bislang nur wenig bekannt Uber die beteiligten intrazellularen Mechanismen.
Dabei kommt noch erschwerend hinzu, dass die intrazellularen Vorgange je nach

verwendetem Zelltyp oder Aufbau des Polymers voneinander abweichen kénnen.?’

Neben der Transfektion mittels linearer oder verzweigter Polymere, kdnnen diese
auch genutzt werden, um solide Nanopartikel zu funktionalisieren und damit neue
Eigenschaften zu ermdoglichen, beispielsweise im Falle von Eisenoxid-basierten
Nanomaterialien mit zusatzlichen magnetischen Eigenschaften. Die beiden
gebrauchlichsten Formen bestehen aus Magnetit (FesO4) oder Maghemit (y-Fe203).
In den letzten 20 Jahren sind dabei besonders die superparamagnetischen
Eisenoxid-Nanopartikel (engl. superparamagnetic iron oxide nanoparticles, SPIONs)
in den Fokus der Wissenschaft geriickt. 65’ Die magnetischen Eigenschaften dieser
Partikel kann man sich zu Nutze machen, indem beispielsweise magnetische Felder

flr eine verbesserte Transfektion genutzt werden (,Magnetofektion“).®® Fir diese
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Prozedur wird ein Komplex aus einem Nukleinsauren-Vektor und ublicherweise
Eisenoxid-basierten Nanopartikeln gebildet und zu den Zellen gegeben. In den
darauf folgenden Schritten wird ein magnetischen Feld unterhalb der
Zellkulturschale angelegt, um den magnetischen Transfektionskomplex schlieRlich
auf die Zellen zu lenken.%® Es wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen
gezeigt, dass Magnetofektion die Transfektionseffizienz erhdhen, dosisabhangige

Effekte verbessern und den Aufnahmeprozess beschleunigen kann.®°

Fir medizinische Bedurfnisse stellen der zielgerichtete Transport und die
Aufkonzentrierung von Eisenoxid-Nanopartikeln in einem spezifischen Zielbereich,
wie beispielsweise einem Gewebe oder einem Tumor, vielversprechende
Anwendungen dar.%'62 Die Vorteile der Verwendung von magnetisch-gerichteter
Wirkstoff-Verabreichung liegen bei der nicht-invasiven Wirkstoff-Anreicherung am
Zielort mit der Moglichkeit dabei gleichzeitig die Dosen von toxischen Verbindungen
praziser zu dosieren, die Wirkstoff-Komplexe Uber Magnetresonanztomographie
(engl. Magnetic Resonance Imaging, MRI) zu lokalisieren, der magnetisch
induzierten Wirkstoff-Freisetzung oder in der Limitierung der Verteilung bei
systemischer Verabreichung.®® Bei der magnetischen Hyperthermie-Therapie wird
ein alternierendes magnetisches Feld genutzt, um lokal Hitze zu erzeugen, was
genutzt werden kann, um einen lokal begrenzten Tumor zu bekdmpfen.54 In den
letzten Jahren wurden daher eine Vielzahl von Arbeiten Uber die Verwendung von
magnetischen Nanopartikeln durchgefihrt, sowohl in vitro als auch in vivo, von
Tiermodellen bis zu klinischen Studien am Menschen.?5-%7 Nichtsdestotrotz ist
dieses Forschungsfeld vergleichsweise neu, viele Mechanismen sind noch nicht

grundlegend verstanden und die klinische Anwendung bleibt derzeit noch schwierig.
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Schallon et. al (2010) konnten zeigen, dass ein sternformiger PDMAEMA Vektor
gegenuber der linearen Form Uber eine wesentlich hdhere Transfektionseffizienz
verfligte'®. Die Transfektionseffizienz in adharenten Zellen war vergleichbar mit PEI,
in sich nicht mehr teilenden Zellen dagegen deutlich Uberlegen. Darlber hinaus
fuhrte die sternformige Struktur des PDMAEMA-Polymers zu einer erheblichen
Verringerung der Zytotoxizitat. In Synatschke et. al (2011) wurde anhand einer
Bibliothek linearer und sternférmiger PDMAEMA-Homopolymere der Einfluss der
Polymerarchitektur und des Molekulargewichts auf die Transfektionseffizienz und
Zellviabilitat dargestellt.®® Es wurde beobachtet, dass eine Zunahme der Armzahl zu
einer Verringerung der Toxizitat fihrte, es war dabei ein Molekulargewicht oberhalb

von 20 kDa fur eine erfolgreiche Transfektion nétig.

Die Weiterentwicklung dieser sternformigen PDMAEMA-Polymere stellen
Nanopartikel mit festem y-Fe20s3-Kern dar, welcher Uber Atom Transfer Radical
Polymerization (ATRP)®® mit PDMAEMA bestiickt wurde. Diese "Nanosterne"
wurden von Dr. Alexander P. Majewski (Lehrstuhl Makromolekulare Chemie II, Uni
Bayreuth) synthetisiert und strukturell mit verschiedenen Methoden charakterisiert,
nachzulesen in Majewski et al. (2012).7° Die zweite Generation dieser Nanosterne
besteht aus einem Maghemit-Kern (y-Fe203), der Uber eine Silica-Hulle mit einem
ATRP-Initiator (2-Bromisobutyryl-6-(trichlorosilyl)hexanoat, BIBSI) funktionalisiert
wurde. Die Silica-Beschichtung erhoht die Biokompatibilitat”! und ermoglicht die
kovalente Verknupfung der Polymer-Korona mit dem Kern. Dies erhoht die Stabilitat
und soll eine Ablosung der Polymerketten Uber die Zeit unterbinden. Werden die
Eisen-Nanopartikel dagegen nur physikalisch ohne ,cross-linking® mit den
Polymeren verknipft, kann Uber die Zeit eine Ablésung von diesen erfolgen.”>"3 Die

Nanosterne der ersten Generation besafRen diese Silica Hulle noch nicht.

Ausgehend von den Initiatoren auf der Silica Hulle wurde die DMAEMA

Polymerisation gestartet (,grafting from approach®),’* so dass schlieRlich
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sternférmige Vektoren mit kovalent verkntipften PDMAEMA-Armen erhalten wurden,
die Nukleinsauren komplexieren konnen. Daruber hinaus wurden noch zwei
Varianten hergestellt, an deren PDMAEMA Arme jeweils noch ein duRerer PDEGMA
Block hinzu synthetisiert wurde. Ein Schema des Aufbaus der Nanosterne ist

Abbildung 2 gezeigt.

0‘ Maghemit-Kern

\' / . e ..
S mit Silica-Hulle

5t &
Y ATRP Initiator 3 ;5 % LZ:L

9 CHa NP@PDMAEMA NP@PDMAEMA-PDEGMA
1 oMo, DMAEMA

CHy
T
O H n
PEI

HEG-\\T/‘ O

[ 07" DEGMA

Abbildung 2: Schematischer Aufbau der verwendeten Nanosterne und
kationischen Polymere

DMAEMA: 2-(dimethylamino)ethylmethacrylat

DEGMA: Di(ethylenglycol))methylethermethacrylat

PEI: Polyethylenimin

Von diesen Nanopartikel wurden verschiedene Varianten hergestellt, die sich
hauptsachlich in der Lange sowie Anzahl der PDMAEMA-Arme unterscheiden. Als
Beispiel lautet die Formel fur die Zusammensetzung des Nanopartikels ,NS4“ bei
einem Silica-umhulliten Maghemit-Kern mit 91 Armen, die aus einem Polymer von
540 DMAEMA-Einheiten bestehen, dann y-Fe203;@Silica@(PDMAEMAs40)91. Eine
Ubersicht aller im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polymere ist in Tabelle 1

aufgeflhrt.
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Tabelle 1: Aufbau und Zusammensetzung der Nanosterne

Anzahl Armlénge Kern Grafting
Bezeichnung Arme PDMAEMA Durchmesser density Mn (kg/mol)  PDI
block (nm) (Ketten/nm?)

NS1 5 300 16,5 0,006 235 1,2
NS2 9 242 15,4 0,011 342 1,2
NS3 20 528 15,4 0,024 1660 1,3
NS4 91 540 28,8 0,035 7735 1,38
NS5 46 1037 15,4 0,054 7498 1,6
NS6 54 1470 15,4 0,064 12470 1,4
NS7 85 1400 16,5 0,100 18700 1,6
NS8 337 312 26,8 0,149 16513 1,4
NS9 411 477 26,8 0,182 30825 1,5
NS10 653 1240 26,8 0,289 127335 1,5
NS11 657 439 26,8 0,291 45333 1,4
NS12 679 1616 26,8 0,300 172466 1,3

Die Nanosterne wurden firr die bessere Ubersichtlichkeit basierend auf der grafting
density in drei Gruppen eingeteilt und aufsteigend sortiert.

PDMAEMA: Poly(2-(dimethylamino)ethylmethacrylat.

PDEGMA: Poly (di(ethylenglycol)) methylethermethacrylat.

PDI: Polydispersitatsindex (Mw/Mn).

Die Vorteile der Polymerisierung via ATRP liegen in der Kontrolle uber die
Molekulmasse, einer engen Verteilung der molaren Masse sowie dem Potential der
Herstellung von komplexen molekularen Polymerstrukturen.”>"8 Eine Alternative
hierzu stellt die Polymerisierung via RAFT (engl. Reversible Addition Fragmentation

Transfer) dar.”®

Der Grund fur die magnetischen Eigenschaften der Nanosterne liegt in den
Maghemit-Kernen begrindet. Unterhalb des ,cloud points® verhindern
AbstoRBungskrafte durch die stark positive Polymerkorona die Zusammenlagerung.
Werden die positiv geladenen Nanopartikel jedoch beispielsweise mit negativ
geladenen DNA-Molekulen inkubiert, bilden sich Komplexe, die magnetisch

abgetrennt werden kénnen.”0:80
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1.5 Etablierung und Optimierung des Transfektionsprotokolls
Die zweite Generation dieser Nanopartikel wurde im Rahmen der Masterarbeit auf
ihre Eignung als Genvehikel untersucht.®’ Ubereinstimmend mit anderen
nichtviralen Transfektionsagenzien zeigte sich, dass die Transfektion in adharenten
Zellen wesentlich besser funktioniert als in Suspensionszellen. Die erhaltenen
Ergebnisse bestatigten das N/P-Verhaltnis (also das Molverhaltnis der Amingruppen
von kationischen Polymeren zu dem der Phosphatgruppen von Nukleinsauren) als
einer der wichtigsten Einflussfaktoren von Transfektionseffizienz und
Zytotoxizitat.'®82 Ublicherweise korreliert dabei zunachst die Zahl der positiv
transfizierten Zellen mit dem N/P-Verhaltnis bis das Maximum erreicht ist. Die
weitere Erhdhung des N/P-Verhaltnis bewirkt dann eine Zunahme der Zytotoxizitat

bis dann schlieRlich auch die Transfektionseffizienz wieder abnimmt.82

Das Standard Transfektionsprotokoll dieser Arbeit wurde von dem adaptiert,
welches flr die erste Generation der Nanosterne’® verwendet wurde. Der allgemeine

Ablauf des adaptierten Protokolls verlauft wie folgt (Abbildung 3):

Zeitablauf (h)

Zellen ausplattieren = .24 m
e Vor der Transfektion
Austausch von Kulturmedium
durch serumfreies Medium T -2
Polymer/DNA  Komplexbildung —
(,Polyplex) == -0,5 v
Zugabe der Polyplexe zu den 4L 0 - _
Zellen / Transfektion /@ & v Tag der Transfektion
[
Austausch von Transfektions-
medium durch Kulturmedium T 4
Ernte der Zellen (durch - 27 [-"'-1—‘
Trypsinierung)
) \ Nach der Transfektion
Analyse  der  Transfektions- == 28 ° ’ ﬁ_
effizienz  und Viabilitat per e e
Durchflusszytometrie ;

Abbildung 3: Schema des Ablaufs der Transfektion nach dem adaptierten
Transfektionsprotokoll
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Am Vortag der Transfektion werden die Zellen in Kulturmedium in 6-well Platten
ausplattiert und unter den Bedingungen der Stammbhaltung inkubiert. Am nachsten
Tag wird das Kulturmedium durch serumfreies Transfektionsmedium ("Opti-MEM"
Medium) ausgetauscht und die Zellen fir 2h im Inkubator inkubiert, damit sich der
pH-Wert und die Temperatur des Mediums an die Bedingungen im Inkubator
equilibrieren kdnnen. In der Zwischenzeit werden die Polyplexe vorbereitet: Hierfur
wird die pDNA in NaCl-Loésung vorgelegt, mit Transfektionsmedium versetzt und
anschlielend je nach gewunschtem N/P-Verhaltnis die entsprechende Menge an
kationischem Polymer zugegeben und gemixt. Dies stellt den Transfektionsmix dar,
welcher im Anschluss fir 30 min bei Raumtemperatur flr die Polyplexbildung
inkubiert wird. Anschliel3end wird der Transfektionsmix zu den Zellen gegeben und
die Platte mit den Zellen fur weitere 4h in den Inkubator Uberfuhrt. Schlief3lich wird
das Transfektionsmedium mit den freien Polyplexen durch frisches Kulturmedium
ersetzt und die Zellen fur weitere 22 h inkubiert. Dieser Schritt ist notwendig, damit
die Zelle in der Zwischenzeit das Transgen des Plasmids exprimieren und das
Genprodukt (= das EGFP-Protein) synthetisieren kann. Am nachsten Tag erfolgt die
Ernte der Zellen, im Falle von adharenten Zellen durch einen zusatzlichen
Trypsinierungsschritt zum Ablésen der Zellen, und die Analyse der

Transfektionseffizienz sowie der Viabilitat im Durchflusszytometer.

Bei der Adaption des Transfektionsprotokolls zeigte sich, dass die Art der Polyplex
Bildung erheblichen Einfluss auf den Transfektionserfolg hat. Wurden die Polyplexe
direkt in 1 ml Opti-MEM, dem Transfektionsmedium, gebildet statt in 200 pl NaCl-
Lésung (150 mM), so fuhrte dies sowohl zu einer hdheren Zahl an transfizierten
Zellen, als auch zu einer Verringerung der Zytotoxizitat. Da die Interaktion der pDNA
mit dem Polykation hauptsachlich Uber elektrostatische Wechselwirkungen
geschieht, spielen Faktoren wie die ionische Starke und damit auch der pH-Wert
eine entscheidende Rolle bei der Polyplex-Bildung. Die Bedingungen der

Komplexbildung wie beispielsweise der Zusammensetzung des
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Komplexierungsmediums, des Reaktionsvolumens oder der Inkubationstemperatur
konnen den Ausgang einer Transfektion maRgeblich mitbeeinflussen.448384 So kann
eine positive Nettoladung die unspezifische Aufnahme in die Zelle férdern Uber
elektrostatische Interaktionen mit der negativ geladenen AuRenseite der
Zellmembran.88 Verschiedene Gruppen haben gezeigt, dass pro einzelner
Polymerkette wenigstens 6 bis 8 Ladungen vorhanden sein mussen fur eine effektive
Nukleinsaurenkondensation und damit effiziente Transfektion.*%87-88 Die geringere
Ladungsdichte von PDMAEMA verglichen mit PEl konnte die Dissoziation der
Polyplexe im Zytosol vereinfachen, was die hohen Transfektionseffizienzen von

manchen PDMAEMA-basierten Transfektionsagenzien erklaren wiirde.8?

Es wurde bereits gezeigt, dass sich mit den NP@PDMAEMA Sterne der ersten
Generation eukaryotische Zellen erfolgreich transfizieren lassen.”%8 Im Fokus
dieser Arbeit stehen die weitere in vitro Charakterisierung der Silica-umhillten
Nanosterne und die Untersuchung der Mechanismen im Rahmen der Transfektion.
Zu diesem Zweck wurde eine Bibliothek dieser Nanosterne von Dr. Alexander P.
Majewski synthetisiert, bei der sich die einzelnen Vertreter im Wesentlichen in der
Armlange (also der Zahl an DMAEMA Monomeren) und Armzahl unterscheiden.
Dies ermdoglicht eine tiefergehende Charakterisierung des Einflusses von Struktur
und Zusammensetzung auf die Funktion der Nanosterne und konnte Ansatzpunkte
fur die weitere strukturelle Optimierung der Nanosterne flr eine verbesserte
Transfektionsleistung bieten. Die Nanosterne wurden daher zunachst
physikochemisch mit verschiedenen Methoden charakterisiert. Groke und Ladung
der Polyplexe sind wichtige EinflussgroRen fir die Transfektion.%-°2 Mit einem
Zetasizer wurde Uber Messung des Zetapotentials die Ladung der Nanosterne und
der zugehdrigen Polyplexe bestimmt. Dartiber hinaus wurden noch die Grof3en der

Polyplexe unter verschiedenen Bedingen mittels DLS-Messung (Dynamische
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Lichtstreuung) bestimmt. Eine weitere wichtige Einflussgrofle fur die Transfektion
stellt die Stabilitdt des DNA-Polymerkomplexes dar. Die DNA muss im Komplex
stark genug kondensiert werden, um vor dem intrazellularen sauren Milieu und dem
Angriff durch Nukleasen geschitzt zu sein.®® Die Interaktion darf jedoch nicht zu
stark sein, da es sonst nicht zur Freisetzung der DNA aus dem Komplex in das
Zytoplasma kommt und damit die Transfektion beeintrachtigt wird.%* Zur
Untersuchung der Komplexstabilitat wurde ein Assay verwendet, der uber die
Messung der DNA-Schmelztemperatur einen Riuckschluss auf die Komplexstabilitat

zulasst.

Im nachsten Teil der Arbeit wurden die verschiedenen Varianten der Nanosterne
genutzt, um die Transfektion in unterschiedlichen Zelllinien zu untersuchen. Im
zentralen Fokus lag dabei die Ermittlung der Transfektionseffizienz, der Viabilitat und
des Anteils an magnetischen Zellen. Die Transfektionseffizienz wurde bestimmt tber
die Expression des EGFP (engl. enhanced green fluorescent protein) Transgens,
welches fir ein grin fluoreszierendes Protein kodiert®®% und somit als Marker fir
eine erfolgreiche Transfektion diente. Das N/P-Verhaltnis gilt als eines der
wichtigsten EinflussgroRen einer Transfektion und wird Ublicherweise als einer der
ersten Ansatzpunkte angepasst, wenn das Transfektionsprotokoll optimiert werden
soll. Dieses Vorgehen wurde in verschiedenen Zelllinien experimentell gepruft und
der Einfluss des N/P-Verhaltnisses auf den Ausgang der Transfektion mit
statistischen Methoden untersucht. Bei der Verwendung von nicht-viralen
Transfektionsagenzien spielt die Zytotoxizitat eine wichtige Rolle. Daher wurde Uber
zwei verschiedene Farbstoff-basierte Tests die Toxizitat der Nanosterne untersucht.
Der paramagnetische Eisenkern der Nanopartikel bietet die Moglichkeit, die Zellen
mit internalisierten Nanopartikel magnetisch abzutrennen. Es wurde dabei
untersucht, wie sich der =zelluldare Magnetismus bei der Verwendung von
unterschiedlichen Zelllinien und Nanosternen verhalt und wie der Magnetismus mit

der Transfektionseffizienz und der Viabilitat korreliert. Schliellich wurde noch eine
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umfangreiche Statistik-Untersuchung durchgeflhrt, um statistische Korrelationen
der Attribute der physikochemischen Charakterisierung wie beispielsweise der
PolyplexgroéfRe oder -Ladung mit den zellularen der Transfektion wie beispielsweise

der Transfektionseffizienz und der Viabilitat aufzudecken.

Im dritten Teil der Arbeit wurden zwei neue modifizierte Vertreter der Nanosterne
untersucht. Zur Erhdhung der Blut-Kompatibilitat und im Hinblick auf potentielle
zukUnftige in vivo Anwendungen wurden an die PDMAEMA-Arme jeweils auliere
PDEGMA-BIocke (Poly(di(ethylenglycol))methylethermethacrylat) hinzu
synthetisiert. Diese wurden physikochemisch analog zur Charakterisierung der
unmodifizierten  Nanosterne  untersucht. Daruber hinaus wurde das
Transfektionsergebnis in Saugerzellen mit den unmodifizierten Nanosternen

vergleichen, auch in Anwesenheit von Serum.

Wahrend es Uber die Mechanismen der Aufnahme von Nanopartikeln durch die
Zellen zahlreiche Studien gibt, ist Uber die intrazellularen Prozesse dagegen noch
wenig bekannt, insbesondere nach Austritt aus den Endosomen.’?®” Der
elektronendichte Eisenkern der Nanosterne ermdoglicht das Sichtbarmachen im
Transmissionselektronenmikroskop. So kann eine Lokalisierung der Nanopartikel
ohne zusatzliche Modifikation der chemischen Struktur, wie der Hinzufligung eines
Fluoreszenzfarbstoffs, erfolgen. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit den
Nanopartikeln transfiziert und die Nanosterne innerhalb der Zelle lokalisiert. Dies soll
einen besseren Einblick in die Vorgange wahrend einer Transfektion ermdglichen

und die intrazellulare Verteilung der Nanosterne dokumentieren.
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Die Komplexbildung zwischen der DNA und dem Polymer hat gro3en Einfluss auf
die nachfolgende Transfektion. Faktoren wie Grélke und Ladung der Polyplexe
kénnen signifikante Auswirkungen auf die Aufnahme durch die Zelle haben,
beispielsweise durch Beeinflussung des Aufnahmewegs, der Verweildauer im
Medium oder der Effizienz der Internalisierung.%-'® Eine Methode um die
Oberflachenladung zu bestimmen, stellt das Zetapotential dar. Dieses steht fur das
elektrokinetische Potential in Kolloidsystemen und bezeichnet das elektrische
Potential, welches auf der Scherebene wirkt, der auRersten Schicht eines geladenen
Partikels in Losung. Damit kann es als eine relative MessgroRe flr das
Oberflachenpotential und somit der Ladung des Partikels dienen. Es wird Uber die
Messung der elektrophoretischen Mobilitdt beim Anlegen von Spannung Uber die
Elektroden der Messzelle im Zetasizer ermittelt. Die Bestimmung erfolgt Uber eine
Geschwindigkeitsanalyse auf Basis des Laser-Doppler-Effektes. Die Ladung der
Polyplexe gibt einen Hinweis auf das Komplexierungsverhalten der Nanopartikel mit
der Plasmid-DNA und beeinflusst zusammen mit den hydrodynamischen Radien der
Nanopartikel-pDNA-Komplexe die Aufnahme durch die Zelle und Freisetzung der

pDNA im Zytoplasma.'3

Eine weitere wichtige Messgrolie fur die Charakterisierung stellt die GroRe der
Polyplexe dar. Eine Standardmethode fir die Untersuchung der Grole und
Grolenverteilung von Molekilen und Partikeln stellt die dynamische Lichtstreuung
(DLS) dar. Bei dieser Technik wird eine Suspension oder Lésung von Partikeln mit
einer monochromatischen polarisierten Lichtquelle, fir gewohnlich ein Laser,
bestrahlt. Trifft der Lichtstrahl auf die Partikel der Messprobe, wird dessen Richtung

und Intensitat verandert. Wird dieses Streulicht detektiert und zeitaufgelost
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analysiert, lassen sich Schwankungen der Intensitat bestimmen, welche durch die
Brownsche Molekularbewegung der Partikel zustande kommen.?? Die
Geschwindigkeit dieser ungerichteten Bewegung korreliert mit der Grole der
Partikel und kann dazu verwendet werden, um Uber die Autokorrelation des
Messsignals die verschiedenen dynamischen KenngroRen der Partikel zu
bestimmen.'" Als Wert fiir die Berechnung der hydrodynamischen Radien wurden
die mittleren intensitatsgewichteten Partikeldurchmesser, "Z-Average" genannt,
verwendet. Dieser Parameter gilt als stabile Messgrolie, die unempfindlich gegen
Messrauschen ist und wird daher als bevorzugter DLS GréRenparameter angesehen

wird. 102

Die Polyplexe mussen den Transport aus den Endosomen und den Weg durch das
Zytoplasma uberstehen und schliellich die pDNA in Nahe des Zellkerns freisetzen.
Die intrazellulare Komplexstabilitdt zwischen Transfektionsagenz und Transgen
stellt einen wichtigen Faktor bei einer Transfektion dar. Sind die Komplexe zu stabil,
kommt es womaoglich zu einer unzureichenden Freisetzung von pDNA, wohingegen
eine zu schwachen Komplexbindung zu einer fruhzeitigen pDNA Freisetzung fuhren

kann.103

Im nativen Zustand wird der DNA-Doppelstrang Uber Wasserstoffbricken der
gegenuberliegenden Basenpaare und Stapelwechselwirkungen zwischen
aufeinanderfolgenden Basen stabilisiert. Mit Erhdhung der Temperatur werden
diese Wasserstoffbriicken aufgebrochen und es kommt schliel3lich zur Trennung der
beiden DNA-Einzelstrange. Die dafir notwendige Temperatur wird als
Schmelztemperatur bezeichnet und ist von der Zahl an Wasserstoffbricken im DNA-
Doppelstrang abhangig. Eine Methode, um die Schmelztemperatur zu bestimmen,
stellt die Verwendung von interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen wie
beispielsweise SYBR-Green oder Ethidiumbromid dar.'*1%5 Durch Bindung an den

DNA-Doppelstrang wird die Fluoreszenz verstarkt. Werden die beiden DNA-
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Einzelstrange aufgetrennt, flhrt dies zu einer Freisetzung des Farbstoffs und folglich
zu einer Abnahme des Fluoreszenzsignals. Wird das Fluoreszenzsignal gegen die
Temperatur graphisch aufgetragen, so zeigt sich ein sigmoidaler Kurvenverlauf, bei

welchem der Wendepunkt der Kurve die Schmelztemperatur (Twm) darstellt.

Der AT-Assay, erstmals vorgestellt in Schallon et al., (2011),'% basiert auf der
Beobachtung, dass durch die Bindung des Polykations an das DNA-Ruckgrat es zu
einer Verringerung der DNA-Schmelztemperatur kommt. Eine mogliche Erklarung
hierfur liefert die Hypothese, dass es durch die elektrostatischen Interaktionen
zwischen den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA und den positiv
geladenen Aminogruppen des Polykations zu einer Stabilisierung des DNA-
Einzelstrangs kommt und die Doppelstrang-Hybridstruktur dadurch energetisch
weniger glnstiger wird.'% Niedrigere Tm-Werte weisen folglich auf starkere
Polyelektrolyt-Interaktionen hin und als Konsequenz auf eine hdhere Polyplex
Stabilitat. Der AT-Assay kann daher als indirekte Messmethode dienen, um die

Polyplexstabilitat zu beschreiben.
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2.2 Ergebnisse und Diskussion

2.2.1 Oberflachenladung der Polyplexe als Funktion des N/P-
Verhaltnisses

Als ein Mal} fur die Oberflachenladung kann das Zetapotential dienen. Um dieses
zu bestimmen wurden jeweils Polyplexe aus dem Plasmid pEGFP-N1 und den
verschiedenen Nanosternen gemafy den Bedingungen des Transfektionsprotokolls
(Kapitel 1.5) gebildet und im Zetasizer das Zetapotential bestimmt. Fur die bessere
Ubersichtlichkeit wurden die Nanosterne basierend auf ihrer Grafting Density in drei

Gruppen eingeteilt (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Bestimmung des Zetapotentials von Polyplexen in Abhangigkeit
vom N/P-Verhaltnis

Es wurden Polyplexe zwischen den Nanosternen und dem Plasmid pEGFP-N1 unter den
Bedingungen des Transfektionsprotokolls bei verschiedenen N/P-Verhaltnissen gebildet.
Das Zetapotential wurde mittels Zetasizer gemessen. Verwendet wurden die Nanosterne
NS1 — NS4 (A), NS5 — NS8 (B), NS9 — NS10 (C). Die Daten reprasentieren die Mittelwerte
1+ SD, n 2 2. Freie Plasmid-DNA (1 pg/ml) zeigte ein Zetapotential von -12,2 + 1,3 mV.
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Dabei zeigte sich fur alle Nanosterne bei den gebildeten Polyplexen eine Zunahme
der Oberflachenladung in Korrelation mit dem N/P Verhaltnis. Der Umkehrpunkt von
der negativen zur positiven Ladung variierte stark zwischen den verschiedenen
Nanosternen. Beispielsweise war der Nanostern NS6 bereits bei einem N/P-
Verhaltnis von 3 positiv geladen, wahrend die Polyplexe von NS3, NS5 und NS12
erst ab N/P = 10 positiv geladen waren. Ein Teil der Nanosterne zeigte bereits beim
geringsten untersuchten N/P-Verhaltnis eine positive Ladung (NS1, NS2, NS10,
NS12). Bei der maximalen Oberflachenladung wurden keine statistisch relevanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Nanosternen beobachtet, eine
Stabilisierung der Oberflachenladung stellte sich im Bereich von 15 bis 22 mV ab
einem N/P-Verhaltnis = 15 ein. Diese Daten entsprechen anderen PDMAEMA.-
basierten Transfektionsagenzien, bei welchen die Zetapotentiale ab einem
bestimmten N/P-Verhaltnis ein Plateau erreichten.’”1% Der Grund liegt hierbei
vermutlich im Erreichen der Sattigung der Polykationen bei der Komplexierung mit

DNA.

Die GroRe der Polyplexe ist entscheidend flr die Transfektion, ob in vitro fir die
Aufnahme in die Zelle oder in vivo flir die Pharmakokinetik der Nanopartikel.2%109.110
Einer der Parameter, der die Beeinflussung der Grélke der gebildeten Polyplexe
erlaubt, stellt das N/P-Verhaltnis dar.?2'"" Um die GroRe der gebildeten Komplexe
in Abhangigkeit vom N/P-Verhaltnis zu untersuchen, wurden Polyplexe Uber einen
breiten N/P-Bereich hinweg gebildet und nach 30 min Inkubationszeit im Zetasizer
auf ihre Grofde hin per DLS analysiert. Die Bedingungen der Polyplexbildung
entsprachen dabei den Inkubationsbedingungen fir eine Transfektion (Vergleiche
hierzu Kapitel 1.5). Die hydrodynamischen Radien der gebildeten Polyplexe sind in
Abbildung 5, Abbildung 6 und Abbildung 7 aufgefuhrt, die fur die reinen Nanosterne

ohne pDNA-Zugabe sind im Anhang zu finden (Tabelle 6).
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Abbildung 5: GroRenbestimmung von Polyplexen der Nanosterne NS1 — NS4

Es wurden Polyplexe zwischen den Nanosternen und dem Plasmid pEGFP-N1 unter den
Bedingungen des Transfektionsprotokolls (siehe Kapitel 1.5) bei verschiedenen N/P-
Verhaltnissen in serumfreiem Kulturmedium (Opti-MEM) gebildet. Die PartikelgroRen
wurden im Zetasizer per DLS gemessen. Gezeigt sind die intensitatsgewichteten
Verteilungen (A, C, E, G) sowie gemittelten hydrodynamischen Radien in Abhangigkeit von
der N/P-Ratio (B, D, F, H). Verwendet wurden die Nanosterne NS1 (A, B), NS2 (C, D), NS3
(E, F) und NS4 (G, H). Die Daten reprasentieren die Mittelwerte + SD, n = 3.
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Abbildung 6: GroRenmessung von Polyplexen der Nanosterne NS5 — NS8
Es wurden Polyplexe zwischen den Nanosternen und dem Plasmid pEGFP-N1 unter den
Bedingungen des Transfektionsprotokolls (siehe Kapitel 1.5) bei verschiedenen N/P-
Verhaltnissen in serumfreiem Kulturmedium (Opti-MEM) gebildet. Die PartikelgréRen
wurden im Zetasizer per DLS gemessen. Gezeigt sind die intensitatsgewichteten
Verteilungen (A, C, E, G) sowie gemittelten hydrodynamischen Radien in Abhangigkeit
von der N/P-Ratio (B, D, F, H). Verwendet wurden die Nanosterne NS5 (A, B), NS6 (C,
D), NS7 (E, F) und NS8 (G, H). Die Daten reprasentieren die Mittelwerte £ SD, n = 3.
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Abbildung 7: GroRenmessung von Polyplexen der Nanosterne NS9 - NS12

Es wurden Polyplexe zwischen den Nanosternen und dem Plasmid pEGFP-N1 unter den
Bedingungen des Transfektionsprotokolls (siehe Kapitel 1.5) bei verschiedenen N/P-
Verhaltnissen in serumfreiem Kulturmedium (Opti-MEM) gebildet. Die PartikelgroRen
wurden im Zetasizer per DLS gemessen. Gezeigt sind die intensitatsgewichteten
Verteilungen (A, C, E, G) sowie gemittelten hydrodynamischen Radien in Abhangigkeit von
der N/P-Ratio (B, D, F, H). Verwendet wurden die Nanosterne NS9 (A, B), NS10 (C, D),
NS11 (E, F) und NS12 (G, H). Die Daten reprasentieren die Mittelwerte £ SD, n = 3.
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Dabei zeigten alle untersuchten Polyplexe eine Abhangigkeit vom N/P-Verhaltnis,
deren Starke von der Armdichte der involvierten Nanosterne abhing. Deshalb
wurden fur die Auswertung der hydrodynamischen Radien die Nanosterne basierend

auf ihrer Grafting Density wieder analog zu Kapitel 2.2.1 in drei Gruppen unterteilt.

Bei den Nanosternen mit einen geringen Armdichte zeigte die GroRenverteilung von
NS1 und NS2, dass hauptsachlich zwei Populationen vorhanden sind, eine groliere
bei 1200 nm und eine mittlere bei 500 bis 800 nm (Abbildung 5 A, C). Ahnliche Werte
wurden bei der Entwicklung mittleren hydrodynamischen Radien als Funktion des
N/P-Verhaltnisses beobachtet. (Abbildung 6, B, D). Dieser Effekt war am
ausgepragtesten fir NS1 (0.006 Arme pro nm?) und NS2 (0,011 Arme pro nm?),
wahrend die Polyplexe, die mit NS3 (0,024 Arme pro nm?) und NS4 (0,035 Arme pro
nm?) gebildet wurden, eine maximale PolyplexgroRe von 400 nm besallen und
bereits ahnlich waren zu den Polyplexen, die mit Nanosternen von mittlerer

Armdichte gebildet wurden.

Betrachtet man die Abhangigkeit vom N/P-Verhaltnis, konnte bei den Nanosternen
NS2 bis NS4 mit steigendem N/P-Verhaltnis eine Linksverschiebung der mittleren
Population auf der Achse der GroRRenverteilung beobachtet werden. Dies zeigt sich
auch in der sinkenden mittleren PartikelgroRe. Einzig bei NS1 flhrte eine Erhéhung
des N/P-Verhaltnisses zu einer Zunahme der Partikelgrof3e. Bei letzterem handelt
es sich um den Nanostern mit der geringsten Menge an Polymer pro Nanopartikel
(Vergleiche Tabelle 1). Es ist daher denkbar, dass durch die geringe Beladung mit
PDMAEMA an der Oberflache und damit der niedrigen Ladungsdichte, die
AbstoRBungskrafte der Nanosterne zueinander zu schwach sind und es mit Erhéhung
der Konzentration zur Bildung von Aggregationen kommt. Daflr spricht auch das
Vorhandensein einer zweiten Population in der DLS-GréRenverteilung bei 1200 nm.
Die Bildung von Aggregationen ist in Ubereinstimmung mit anderen PEI- oder
PDMAEMA-gebildeten Polyplexen mit geringem Molekulargewicht oder kurzeren

Ketten, die insbesondere bei niedrigen N/P-Verhaltnissen eine verringerte kolloidale
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Stabilitat  zeigten.?>'2  Vermutlich bedingen Polymere mit geringem
Molekulargewicht eine schwachere Kondensation der DNA durch die verringerte
Zahl an elektrostatischen Interaktionen. Dies flhrt zu einer verstarkten Bildung von
Aggregationen, insbesondere in Medien mit hdherer lonenstarke (wie in diesem Fall
Opti-MEM).?2 Eisenoxid-Nanopartikel ohne Polymerbeschichtung zeigen ebenfalls
eine zeitabhangige Aggregation in verschiedenen Medien, da die Abstoldungskrafte

der geladenen Polymere auf der AulRenseite fehlen.!13.114

Die Polyplexe, die mit den Nanosternen von mittlerer (Abbildung 6),
beziehungsweise von hoher Armdichte (Abbildung 7) gebildet wurden, zeigten eine
monomodale Verteilung. Die hydrodynamischen Radien stiegen im Bereich von N/P
= 3 bis N/P = 10 zunachst auf bis < 230 nm (mittlere Armdichte) beziehungsweise <
170 nm (hohe Armdichte) an. Die weitere Erhéhung des N/P-Verhaltnisses von > 10
fUhrte bei beiden Gruppen zu einer Verkleinerung der mittleren hydrodynamischen
Radien und die GroRe der Polyplexe stabilisierte sich bei < 119 nm (mittlere
Armdichte) beziehungsweise < 79 nm (hohe Armdichte). Bei der GroRenverteilung
macht sich dies durch eine Linksverschiebung der Intensitatsmaxima mit
steigendem N/P-Verhaltnis bemerkbar. Die Ursache fur dieses Verhalten liegt
vermutlich darin begrindet, dass sich bei dem N/P-Verhaltnis mit der maximalen
Polyplex-GrofRe zugleich der Punkt der Ladungsneutralitat des polyelektrolytischen
Komplexes befindet (siehe Kapitel 2.2.1). Schwankungen der Polyplex-Grélie und
Tendenz zur Aggregationsbildung werden dabei typischerweise an diesem Punkt
beobachtet, da durch den Ladungsausgleich die AbstolRungskrafte herabgesetzt

werden. 15
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Die Bedingungen der Polyplexbildung, wie beispielsweise pH-Wert, Temperatur,
lonenstarke oder Viskositat des Mediums beeinflussen die Grof3e der gebildeten
Polyplexe und damit die Transfektion."'® PDMAEMA zeigt in wassriger Losung ein
doppelt-responsives Verhalten, welches sowohl vom pH-Wert, als auch der
Temperatur abhangt. Der ,cloud point®, das heif3t der Temperaturpunkt, an welchem
die Polymere in Losung nicht mehr stabil sind und Agglomeration stattfindet, ist
dabei stark vom pH-Wert abhangig.”® In diesem Kapitel sollen der Einfluss von
verschiedenen Inkubationsbedingungen, wie die Kinetik der Inkubationstemperatur

und der Inkubationsdauer, sowie des Komplexierungsmediums untersucht werden.

In Tabelle 2 sind die verschiedenen Abweichungen vom Standardprotokoll (Ansatz
A) dargestellt. Die Variationen lagen dabei beim komplexierten Plasmid sowie den
Komplexierungsmedium. Die Komplexierung wurde durchgeflihrt mit den Plasmiden
pEGFP-N1 (wurde in den Transfektionsstudien verwendet) oder pmCherry-N1 oder
pZsYellow1-N1 (alle Plasmide: 4,7 kb). Fur die Komplexierung wurden die Plasmide
zunachst entweder in wassriger NaCl-Losung (150 mM) oder in HBG (20 mM Hepes,
5 wt% Glukose, pH 5,5) vorgelegt, analog zum Transfektionsprotokoll mit 1 ml Opti-
MEM versetzt und zum Schluss die entsprechende Menge des Nanostern NS5
zugesetzt fur ein N/P-Verhaltnis von 10. Bei einem Ansatz (Tabelle 2, Ansatz B)
wurden Plasmid und NS5 direkt in Opti-MEM vermengt. HBG wurde von van Gaal
et al. als Matrix fir die Polyplex Bildung vorgeschlagen und zeigte in verschiedenen
Studien, dass die Verwendung zu effizienteren Transfektionen als in NaCl-Lésung
fihren kann.83%° Bei Opti-MEM handelt es sich um ein spezielles Zellkulturmedium
zur Transfektion von Saugerzellen unter Serum-reduzierten Bedingungen. Es stellt
ein modifiziertes MEM-Medium (Eagle's Minimum Essential Media) dar, das mit

HEPES und Natriumbicarbonat gepuffert und zusatzlich noch mit Hypoxanthin,
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Thymidin,  Natriumpyruvat,

Wachstumsfaktoren supplementiert ist.

Tabelle 2: Variation der Zusammensetzung der Polyplex-Ansatze

L-Glutamin,

sowie

Spurenelementen

und

Gemal des Standardprotokolls (Ansatz A) wurden zunachst 1 pg des Plasmids in
wassriger NaCL-Lésung (150 mM) geldst, mit 1 ml serumfreiem Kulturmedium (Opti-
MEM) versetzt und schlie3lich die entsprechende Menge an NS5 zugesetzt um auf ein
N/P-Verhaltnis von 10 zu kommen. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur

wurden die hydrodynamischen Radien R, im Zetasizer mittels DLS-Messung bestimmt.

TN 7N TN
Ansatz Plasmid Polyplex-Matrix Nanostern R, (nm)
A [1ug pEGFP-N1 in 50 pl NaCl-Lésung (150 mM) | + 1 mi Opti-MEM | + NS5 (2 N/P 10) | 114,6 £ 0,5
B |1ugpEGFP-N1 in 1 ml Opti-MEM | + NS5 (2 N/P 10) | 115,0 + 0,5
C |1pgpEGFP-N1  in 50 pl HBG +1 ml Opti-MEM | + NS5 (& NIP 10) | 116,5 + 0,7
D |1 ug pCherry in 50 pl NaCl-Lésung (150 mM) | + 1 ml Opti-MEM | + NS5 (2 N/P 10) | 111,8 £ 1,4
E |1 g pZsYelow-N1 in 50 pl NaCl-Lésung (150 mM) | + 1 ml Opti-MEM | + NS5 (2 N/P 10) | 115,1 + 3,1

Die Wahl des Mediums flr die Polyplexbildung ist entscheidend flir die Gréfe und
Stabilitat des Komplexes.'® PolyplexgrofRe und Topologie der pDNA beeinflussen
bei einer Transfektion nicht nur die Aufnahme in die Zelle, sondern auch die Mobilitat
innerhalb des Zytoplasmas und die

Widerstandsfahigkeit gegenlber

zytoplasmatischen Nukleasen.''” Allerdings zeigte sich, dass weder die
Verwendung eines anderen Plasmids, noch das Vorlegen des Plasmids in einem
anderen Losungsmittel zu einem signifikanten Unterschied der hydrodynamischen
Radien fuhrt. Da die Bindung der positiv geladenen Aminogruppen der Nanosterne
an das negativ geladene Phosphat-Rlckgrat der DNA sequenzunspezifisch erfolgt,
ist bei vergleichbarer PlasmidgroRe kein Unterschied in der Polyplex-Grofde zu
erwarten. Da die Komplexbildung zwischen pDNA und Polykation hauptsachlich
durch elektrostatische Interaktionen erfolgt, spielt der Grad an Protonierung und
damit der pH-Wert eine grofRe Rolle.8 Durch die nachfolgende Zugabe von
gepuffertem Opti-MEM beim Transfektionsprotokoll (Kapitel 1.5) ist der Einfluss des

pH-Wertes auf die PolyplexgrofRe bei diesem N/P-Verhaltnis vernachlassigbar.
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Im Rahmen des Transfektionsprotokolls werden die Polyplexe vor der Zugabe zu
den Zellen fir 30 Minuten inkubiert. Um zu untersuchen, wie sich die Kinetik der
PolyplexgroRe wahrend der Inkubation verhalt, wurde mit dem Nanostern NS5,
welcher in vorhergegangenen Transfektionsexperimenten gute Ergebnisse lieferte,
gemald den Bedingungen des Transfektionsprotokolls Polyplexe bei verschiedenen
N/P-Verhaltnissen gebildet und mit einem Messpunkt pro Minute die Anderung der
hydrodynamischen Radien Uber die Zeit hinweg verfolgt (Abbildung 8). Das Plasmid
lag folglich in NaCl-Loésung (150 mM) vor und die Polyplex Bildung erfolgte nach
Zugabe von 1 ml Opti-MEM (entspricht Ansatz A aus Tabelle 2).

50 T | oN/P1 AN/P2 ON/P3 ON/P4 AN/P5 XN/P7

0 10 20 30 40 50 60 70
Inkubationszeit (min)

Abbildung 8: Kinetik der hydrodynamischen Radien (Rn) in Abhangigkeit
vom N/P-Verhaltnis und der Inkubationsdauer

Es wurden Polyplexe zwischen pEGFP-N1 und NS5 gebildet und bei Raumtemperatur
Uber die Zeit hinweg verfolgt. Gemall dem Transfektionsprotokoll werden die Polyplexe
nach 30 min zu den Zellen gegeben (siehe Abbildung 3)

Dabei zeigte sich, dass die hydrodynamischen Radien der Polyplexe zunachst um
~ 20 bis 40 nm zunahmen bis sie nach ungefahr 10 Minuten ein Plateau erreichten
und fur die verbleibenden 50 min Inkubationsdauer stabil blieben. Die Ausnahme
bildeten hier die Polyplexe, welche bei N/P = 2 und 3 gebildet wurden und einen

konstanten Anstieg der Polyplexgrofie Uber die gesamten 60 min Inkubationsdauer
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hinweg zeigten. Ahnliche Aggregationseffekte in einem sehr engen Bereich des N/P-
Verhaltnisses wurden auch von anderen Forschungsgruppen flr verschiedene
sternformige Polymere beobachtet.'’®1®  Mendrek et al. haben dabei
geschlussfolgert, dass der Grund hierfur in der Neutralisierung der
Oberflachenladung der Polyplexe liegt. Die Messungen des Zetapotentials (siehe
Abbildung 6) haben jedoch gezeigt, dass der Punkt des Ladungsausgleichs fur die
Polyplexe die mit NS5 gebildet wurden, im Bereich N/P = 7,5 — 10 liegen muss.
Dabei muss angemerkt werden, dass die N/P-Verhaltnisse, bei denen Polymer
Aggregationen beobachtet wurden, weit unter N/P = 30 liegen (entspricht maximaler
Transfektionseffizienz fir NS5). Die treibende Kraft flir die Abstolung der
Nanosterne untereinander liegt folglich in der elektrostatischen Abstollung der
Polymerkorona, unbeschichtete Eisenoxid-Nanopartikel wiarden zeitabhangig

aggregieren.4

Um den Einfluss der Temperatur zu untersuchen, wurden kinetische DLS-
Messungen mit NS4 und NS5 durchgefuhrt, zwei Nanosterne welche im Vorfeld
bereits ausfuhrlich charakterisiert worden sind und sehr gute Ergebnisse in
Transfektionsexperimenten zeigten. Analog zu Kapitel 2.2.2 wurden die Polyplexe
unter den Bedingungen des Standard Transfektionsprotokolls gebildet und mit
einem Messpunkt pro Minute die Anderung der hydrodynamischen Radien (iber die

Zeit hinweg verfolgt (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Kinetik der hydrodynamischen Radien (Rn) in Abhangigkeit von
der Inkubationstemperatur und —dauer

Es wurden Polyplexe zwischen pEGFP-N1 und NS4 (A) oder NS5 (B) mit einem N/P-
Verhaltnis von 10 gebildet und bei 25 °C (entspricht Raumtemperatur) sowie 37°C
(Entspricht Temperatur im Inkubator) Uber die Zeit hinweg im Zetasizer verfolgt. Im Rahmen
der Transfektionsversuche werden die Polyplexe gemal® dem Standard Protokoll
Ublicherweise nach 30 min zugegeben.

Das Verhalten ist dabei leicht unterschiedlich fiur die beiden untersuchten
Nanosterne. Wahrend NS5 keine Unterschiede in der PolyplexgréoRe bei den
Temperaturbedingungen des Polyplexbildungsprotokolls (25°C) verglichen zu
denen der Zellkultivierung (37°C) zeigte und die GroRe Uber die gesamte
Inkubationsdauer von 120 min stabil blieb, zeigten die Polyplexe, welche mit NS4
gebildet wurden, einen leichten Anstieg der Polyplex-Grofie bei 37°C. Bei 25 °C war
dagegen kein Anstieg zu beobachten. An dieser Stelle muss erwahnt werden, dass
gemaly des Transfektionsprotokolls die Polyplexe zunachst bei Raumtemperatur
gebildet werden, bevor die Zugabe zu den Zellen und die Kultivierung bei 37°C

erfolgen.
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Eine Alternative zu bereits etablierten Methoden wie beispielsweise dem Gel-
Retardationsssay®'-'20 zur Beschreibung der Stabilitdt von Polyplexen, stellt der
erstmals in Schallon et al., (2011)'% vorgestellte AT-Assay dar, welcher den Vorteil
einer qualitativen Untersuchung bietet. Um den Einfluss von kationischen Polymeren
auf die DNA-Schmelztemperatur und damit der Komplexstabilitat zu untersuchen,
wurde pEGFP-N1 mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green | markiert, Polyplexe
gebildet und diese schlieBlich in eine Real Time PCR Maschine uberfuhrt. Die
Temperatur wurde von 25 auf 95 °C mit einer Rate von 1 °C / min erhoht und die
Fluoreszenzintensitat bestimmt (SYBR-Green Filter: BP 504 + 12 nm). Die
Schmelztemperatur der DNA wurde als der Wendepunkt der sigmoidalen Kurve der
relativen SYBR-Green Fluoreszenz (Fluoreszenz bei einer gewahlten Temperatur
relativ zu der Fluoreszenz der Starttemperatur T = 25 °C) als Funktion der
Temperatur definiert. Es wurde die lineare Form von PEI (,L-PEI%; 25 kDa) als
Transfektionsgoldstandard sowie drei verschiedene Nanosterne mit dem AT-Assay
untersucht, zwei mit einer mittleren Armdichte (NS5: 0,054 Arme per nm? NS6:
0,064 Arme per nm?) und einer mit einer hohen Armdichte (NS12: 0,300 Arme per
nm?). Nanosterne mit einer geringeren Armdichte wurden nicht untersucht, da die
Grolke der resultierenden Polyplexe als zu grold fur eine effiziente Transfektion
angesehen wurde. Da die kolloidale Stabilitat von Polyplexen von den Eigenschaften
des Komplexierungsmediums, wie beispielsweise der lonenstarke oder dem pH-
Wert abhangt,’" wurden die Tw-Werte fiir zwei verschiedene Polyplex-Matrizen,
HBG (20 mM Hepes, 5 oder 0,5 wt% Glukose, pH 5,5) und wassriger NaCl-Losung
(150 mM), bestimmt. Da geldster Zucker die Viskositat des Mediums erhoht, was die
GroRe der gebildeten Polyplexe beeinflussen kann,'® wurden zwei Varianten von
HBG, jeweils mit 0,5 oder 5 wt% Glukose, verwendet. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 10 zu sehen.
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Abbildung 10: DNA-Schmelztemperatur als Funktion des N/P-Verhaltnis
Polyplexe wurden entweder in HBG (5% Glucose, A), HBG (0,5% Glucose, B) oder
150 mM NaCl-Lésung gebildet (C). Linien zwischen Datenpunkten dienen der
visuellen Hilfe. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte + SD, n = 2.

Wenn in HBG gebildet, zeigten die Polyplexe der untersuchten Nanosterne ahnliche
Tw-Daten, die auf eine starke Bindung hinwiesen. Tm sank abrupt von ~90°C (freie
DNA) auf ungefahr 27°C ab fur jedes N/P-Verhaltnis = 2. Kein Unterschied war bei
der Verwendung von HBG mit 5% Glucose gegenuber der Komplexierung in HBG
mit 0,5% Glucose zu sehen. Im Falle der ungepufferten NaCl-Losung als Matrix war
bei N/P = 2 eine ahnliche Abnahme der Tm zu beobachten. Mit weiterer Erhdhung
des N/P-Verhaltnisses jedoch nahm die Tm wieder zu und naherte sich der von freier
DNA an. Eine hohere Armdichte der Nanosterne schien dieses Verhalten zu
verstarken. Ein pH-Effekt als Ursache kénnte dieses Verhalten erklaren. Die Arme
der Nanosterne bestehen aus PDMAEMA, welches eine schwache polymerische
Base darstellt. Der Grad an Protonierung und folglich die Ladungsdichte hangen

stark vom pH-Wert ab. L-PEI dagegen zeigt eine deutlich starkere Reduzierung der
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Twm auf bis ~ 30°C. Dies bestatigt vorherige Untersuchungen, dass mit PEI-gebildete

Polyplexe stabiler sind als mit PDMAEMA."%

Um die Auswirkung der Polyplexe auf den pH-Wert der Matrizen zu untersuchen,
wurden Polyplexe in HBG und 150 mM NaCl-Lésung gebildet und der pH-Wert mit
einer pH-Sonde gemessen. Die Entwicklung des pH-Werts ist in Abbildung 11 zu

sehen.

ApH ---0---NS5 (HBG) —@— NS5 (NaCl)
HBG NaGl
NS5 028 20.03 022 20,14 -----NS6 (HBG) *— NSB (NaCl)
NS6 0,16 +0,07 0,49 £0,05 --{--NS12 (HBG) —8— NS12 (NaCl)
NS12 | 021004 072 001
LPEl | -1.89 £0.14  -1.98 2065 --%---L-PE| (HBG) —+— L-PEI (NaCl)
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Abbildung 11: pH der Polyplex-Losung in Abhangigkeit vom N/P-
Verhaltnis

Polyplexe werden entweder in HBG (5% Glucose, leere Symbole) oder ungepufferter
150 mM NaCl-Lésung (ausgefillte Symbole) angesetzt. Linien zwischen
Datenpunkten dienen der visuellen Unterstlitzung. Der pH-Wert der freien pDNA
betrug 6,87 + 0,39 in NaCl-Lésung und 6,21 £ 0,07 in HBG. Die Berechnung des ApH
erfolgte durch pH bei N/P = 30 minus dem pH bei N/P = 2,5. Die Daten reprasentieren
die Mittelwerte + SD, n = 2.

In der gepufferten HBG-Matrix zeigte der pH bei Zugabe der Nanosterne wenig
Anderung mit dem  N/P-Verhaltnis. Mit der Beriicksichtigung der
Standardabweichung zeigte sich hier kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den verschiedenen Nanosternen. Dies spiegelt das Verhalten der

Nanosterne beim AT-Assay wieder. Im Falle der NaCl-Matrix zeigte sich eine
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deutliche Korrelation des ApH mit Armdichte. Wahrend der ApH bei 0,22 + 0,14
betrug, war der pH-Anstieg bei NS6 (0,49 £ 0,05) und NS12 (0,72 £ 0,01) deutlicher

ausgepragt.

Kationische Polymere zeigen eine pH-abhangige Interaktion mit DNA, bei welcher
Polymere mit einer hohen Ladungsdichte eine starkere Bindung an die DNA
zeigen.'?! Die Protonierung und damit das Absenken des pH-Wertes ermoglicht das
Hinzufligen eines zusatzlichen Protons an die funktionellen Aminogruppen des
Polymers.2" Umgekehrt wirde ein Ansteigen des pH-Werts und damit einer
Verringerung der Protonierung ein Herabsetzen der Bindungsstarke des Polykations
an die DNA und der Polyplex Stabilitat bewirken.'?? Bei pH 8 wiirde der Grad an
Protonierung von PDMAEMA weniger als 50% betragen (pKa = 7,5).89.123

Ein pH-Effekt konnte eine Erklarung fur das Verhalten der Nanosterne beim AT-
Assay in NaCl-Losung darstellen (Abbildung 10 C). Folglich wirde der Anstieg des
pH-Werts zu einer Abnahme der Ladungsdichte und damit zu einer Destabilisierung
der Polyplexe fuhren. Eine hohe Armdichte scheint diesen Effekt noch zu verstarken.
Eine Erklarung hierfir koénnte sein, dass die Anwesenheit von protonierten
Seitengruppen die Protonierbarkeit von benachbarten Aminogruppen verringert.
Dieses Phanomen wurde auch fir andere kationische Polymere beschrieben.89:124
Ein Ansteigen der Armdichte sollte daher in einem geringeren Grad an Protonierung
resultieren und als Konsequenz zu weniger stabilen Polyplexen und sonst
vergleichbaren Bedingungen flhren. Dies wirde den beobachteten Einfluss der
Armdichte auf die Stabilitat von in Na-Cl Lésung als Matrix gebildeten Komplexen

erklaren.

An dieser Stelle muss jedoch auch erwahnt werden dass, wie in Kapitel 3 gezeigt,
selbst im Bereich der N/P-Verhaltnisse einer effizienten Transfektion Aggregationen
in NaCl-Losung kein Problem darstellten. Es erscheint daher wahrscheinlich, dass

wenn die Standard NaCl-Matrix durch ein gepuffertes Medium wie HBG ersetzt wird,
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eher der Grad an Protonierung und daraus als Konsequenz die Polyplex Stabilitat
als die Polyplex GroRe beeinflusst wird und dass dieses Verhalten eine
entscheidende Rolle bei der Bestimmung der Transfektionseffizienz und
Zytotoxizitat spielt. Der ,cloud point“ der Nanosterne liegt bei pH 8 bei ungefahr 50
°C,0 eine Temperatur die unter den Standard Bedingungen der Zellkultivierung und
Transfektion normalerweise nicht erreicht wird: Die Polyplexe wurden bei
Raumtemperatur gebildet, die Kultivierung der Zellen erfolgte im Inkubator bei 37

°C.

Ein wichtiger Grund, warum virale Genvektoren gegenuber nicht-viralen heute
immer noch den Hauptanteil aktueller klinischer Studien ausmachen,” ist die
wesentlich hdhere Effizienz beim Gentransfer. Ein wichtiges Ziel bei der Erforschung
neuartiger Transfektionsagenzien liegt daher in der Optimierung im Hinblick auf eine
hohe Transfektionseffizienz bei mdglichst geringer Zytotoxizitat.'?> Im Folgenden
soll nun untersucht werden, welche Faktoren Einfluss auf die Transfektion nehmen.
Die erste Messgrolle einer erfolgreichen  Transfektion  stellt  die
Transfektionseffizienz dar. Um die Zahl an transfizierter Zellen zu bestimmen,
wurden Polyplexe zwischen den Nanosternen und dem Plasmid EGFP-N1 gebildet.
Dieses enthalt das Reportergen, welches fir EGFP (engl. Enhanced Green
Fluorescent Protein) kodiert, einer rekombinanten Weiterentwicklung des grin
fluoreszierenden Proteins (GFP). Die Genexpression steht dabei unter der Kontrolle
des "CMV immediate early promoter" (= engl. Cytomegalovirus), einem sehr starken
Promotor viralen Ursprungs, der zusammen mit dem SV40 Promotor einen der am
haufigsten verwendeten Promotoren flr Expressionsvektoren in Saugerzellen

darstellt.126
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Bei einer Transfektion fluoreszieren die Zellen, welche das Protein exprimieren, bei
Bestrahlung mit blauem Licht grin und ermoglichen dadurch die Bestimmung des
Anteils an transfizierten Zellen. Dieser Anteil wird als Transfektionseffizienz definiert.
Des Weiteren ermoglicht die Messung mittels Durchflusszytometrie’” die
Bestimmung der Intensitat der Genexpression. Bei dieser Methode werden die zu
untersuchenden Zellen in einer Flusszelle an einem Lichtstrahl entlang vorbei
geleitet. Das daraus resultierende Streulicht ist charakteristisch fur die Form, Grole
und Art der Zelle und wird Uber den Seitwartsstreulichtdetektor (SSC = Side Scatter)
und Vorwartsstreulichtdetektor (FSC = Forward Scatter) gemessen. Durch den
Einsatz von verschiedenfarbigen Lasern und Filtern wird die Detektion von
(Fluoreszenz-) Farbstoffen moglich. Da die Intensitat der Fluoreszenz mit der
Expression des Genprodukts korreliert, das heifl3t der Menge an gebildetem EGFP,
wird dadurch die Bestimmung des Transkriptionslevels moglich. Die Zellen wurden
dabei in drei Kategorien eingeteilt: Low-Producer: Fluoreszenzintensitat zwischen 1
und 10 MFI (engl. Mean Fluorescence Intensity); Middle-Producer:
Fluoreszenzintensitat  zwischen 10 und 100 MFI;  High-Producer:
Fluoreszenzintensitat > 100 MFI in der nicht-apoptotischen Zellpopulation. Die
Transfektionseffizienz wurde in CHO-K1, HEK-293, L929- und Jurkat Zellen
untersucht. Bei den CHO-K1 Zellen handelt es sich um eine aus Ovarien der
chinesischen Hamsterart Cricetulus griseus isolierte Zelllinie, die breite Anwendung
bei rekombinant erzeugten Therapeutika findet.'?8129 | 929-Zellen stellen eine
adharent wachsenden Zelllinie von Mausfibroblasten dar, welche haufig fur
Zytotoxizitatsstudien verwendet werden.'3%-132 Bei den Jurkat Zellen handelt es sich
um eine Leukamie-Zelllinie aus menschlichen T-Lymphozyten, die im Gegensatz zu
den adharent kultivierten CHO-K1 und HEK-293 Zelllinien in Suspension gehalten
wurden. Sie sind interessant fur die Forschung fir verschiedene Untersuchungen
der Mechanismen bei der Krebstherapie, der Charakterisierung der T-Zell-

Rezeptoren Signalkaskade und durch ihre Fahigkeit Interleukin-2 produzieren zu
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konnen.’ Wie auch andere T-Zelllinien gelten Jurkats als eher schwierig zu
transfizieren.'3* Die Hek-293 (engl. human embryonic kidney) Zellen stellen
menschliche embryonale Nierenzellen dar und werden als vergleichsweise einfach
zu kultivierende und transfizierende Zelllinie standardmaflig sowohl in der
Grundlagenforschung als auch bei der Entwicklung von Chemotherapeutika,
Virenimpfstoffen, sowie zur Produktion von rekombinanten Adenovirus-Vektoren

verwendet.13%

Der zweite wichtige Parameter bei einer Transfektion ist die Viabilitat. Da viele
kationische Polymere wie PElI oder PDMAEMA eine zytotoxische Wirkung
zeigen,'®136 ist die Zellviabilitat fir die Optimierung einer moglichst effizienten
Transfektion besonders wichtig. Da es sich bei PDMAEMA wie auch bei PEI um ein
synthetisches Polymer handelt, welches bei physiologischem pH nur teilweise
protoniert vorliegt, wird davon ausgegangen, dass es ebenfalls durch den ,proton
sponge” Effekt die Endosomen verlasst und der Mechanismus der Transfektion
somit ahnlich ist.8® Fir die Bestimmung der Toxizitdt einer Substanz gibt es
verschiedene Methoden. Eines der gangigsten Verfahren beinhaltet die
Verwendung eines Farbstoffs, der die Unterscheidung zwischen lebendigen und
toten Zellen ermdglicht. Bei den Transfektionsexperimenten wurde hierzu
Propidiumiodid (PI) verwendet. Bei diesem Fluoreszenzfarbstoff handelt es sich um
einen Nukleinsaureinterkalator, der nicht die Zellmembran von lebendigen Zellen
Uberwinden kann.'37:138 \Wenn die Zellen jedoch sterben, wird die Zellmembran
I6¢chrig und Propidiumiodid kann ins Zellinnere diffundieren und die DNA und RNA

der Zelle anfarben, was als rote Fluoreszenz messbar wird.

Allerdings erlauben diese Farbstoffe keine Aussage Uber den metabolischen
Zustand der Zelle. Fir Transfektionen zum Zweck biotechnologischer Anwendungen
wie beispielsweise der Erzeugung biopharmazeutischer Produkte (Antikorper,
rekombinante Proteine uvm.) ist es jedoch von Interesse, dass durch den

Transfektionsprozess die Leistungsfahigkeit der Zellen nicht beeintrachtigt wird.
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Dies konnte beispielsweise in einer verringerten Stoffwechselaktivitat oder einer
geringeren Teilungsrate der transfizierten Zellen resultieren. Darlber alleine |asst
sich mit der Untersuchung der Membranpermeabilitdt noch keine Aussage treffen.
Der MTT-Assay dagegen ist ein nach ISO 10993-5 genormter kolorimetrischer Test,
der Uber die Messung der metabolischen Aktivitat der untersuchten Zellen eine
Aussage Uber die Zytotoxizitat der untersuchten Substanz erlaubt.’®® Der Test
basiert auf der Stoffwechselumsetzung des gelben wasserldslichen Farbstoffs MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; ein Tetrazoliumsalz) zu
dem blau-violetten wasserunloslichen Formazan (Abbildung 12).140.147 Das 1SO
10993-5 Protokoll sieht dabei die Verwendung von L929 Zellen vor. Zur besseren

Vergleichbarkeit wurden zusatzlich noch CHO-K1 Zellen getestet.

\/EL NADH NAD* \%UN\

@/@ Q/@

MTT Formazan

Abbildung 12: Umsetzung von MTT zu Formazan
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Als erste Variante der Nanosterne der zweiten Generation (mit Silicahulle) lag der
Nanostern NS4 NP@(PDMAEMAs40)91 vor. Mit diesem wurden Polyplexe, welche
nach dem ursprunglichen und dem adaptierten Transfektionsprotokoll gebildet
wurden, per DLS-Messung verglichen und per MTT-Assay die Zytotoxizitat (Uber
Bestimmung der metabolischen Aktivitat) sowie in Transfektionsexperimenten die
Transfektionseffizienz  und die  Zytotoxizitdt (Uber Bestimmung  der

Membranintegritat) untersucht.

Das Transfektionsprotokoll wurde von dem adaptiert, welches flr die erste
Generation der Nanosterne’® verwendet wurde. Dabei zeigte es sich, dass die Art
der Polyplex Bildung erheblichen Einfluss auf den Transfektionserfolg hat. Wurden
die Polyplexe direkt in 1 ml Opti-MEM (dem Transfektionsmedium) gebildet, statt in
200 pl NaCl-Lésung (150 mM), so fuhrte dies sowohl zu einer hdheren Zahl an
transfizierten Zellen, als auch zu einer Verringerung der Zytotoxizitat. Da die
Interaktion der pDNA mit dem Polykation hauptsachlich Uber elektrostatische
Wechselwirkungen geschieht, spielen Faktoren wie die ionische Starke und der pH-
Wert des Mediums eine entscheidende Rolle bei der Polyplex-Bildung. Die
Bedingungen der Komplexbildung wie beispielsweise der Zusammensetzung des
Komplexierungsmediums, des Reaktionsvolumens oder der Inkubationstemperatur

konnen den Ausgang der Transfektion maRgeblich mitbeeinflussen.44.83.84

Um die Auswirkungen der verschiedenen Protokolle zu untersuchen, wurden
Polyplexe mit dem Nanostern NS4 jeweils nach dem urspringlichen und dem

adaptierten Protokoll gebildet und die GroRe per DLS-Messung bestimmt. Dabei
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zeigte sich, dass die Polyplexe, die nach dem adaptierten Protokoll gebildet wurden,

im untersuchten Bereich von N/P = 3 bis 10 durchweg deutlich kleiner waren

(Abbildung 13).
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Abbildung 13: GroBRenmessung der Polyplexe abhangig vom N/P-Verhaltnis
und dem verwendeten Protokoll

Die Polyplexe wurden mit NS4 und dem Plasmid EGFP-N1 bei Raumtemperatur entweder
nach dem urspringlichen (V1) oder dem adaptierten (V2) Protokoll gebildet und nach 30
min Inkubationszeit die Grélke im Zetasizer per DLS bestimmt. V1: 1 ug pDNA werden mit
150mM wassriger NaCl-Losung zu einem finalen Volumen von 200 ul angesetzt.
AnschlieRend Zugabe der Nanosterne und vortexen. V2: 1 ug pDNA werden in 50 ul von
150 mM NaCl-Lésung gelost und mit 1 ml Opti-MEM Transfektionsmedium vermischt.
AnschlieBend Zugabe der Nanosterne und vortexen. Die Daten reprasentieren die
Mittelwerte + SD, n = 3.

Ab N/P = 10 sanken die hydrodynamischen Radien auf Werte vergleichbar zum
adaptierten Protokoll von < 300 nm. Die Bedeutung der PolyplexgroRe fur die
Transfektion wurde bereits flr vielerlei kationische Polymere beschrieben.86.142
Wichtige Einflussfaktoren der Transfektion wie Endozytoserate, Zytotoxizitat und der
Transport durchs Zytoplasma korrelieren mit der GroRe.®:143144 Die genauen

Anforderungen an die PartikelgroRe variiert je nach Zelllinie, aber liegen fur die
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meisten Zellen bei der Endozytose in der GrdéRenordnung von < 200 nm,

Makropinozytose 500 bis 1000 nm und Phagozytose bis 10 pm.'4°

DarUber hinaus suggerieren die Daten aus Kapitel 2.2.4, dass der Wechsel von
einem ungepufferten zu einem gepufferten Medium zu einer Erhéhung der Polyplex-
Stabilitat fuhren kann. Die Erhéhung des Volumens und die Verwendung eines
gepufferten Komplexierungsmediums statt der NaCl-Lésung erwiesen sich als
vorteilhaft fur die Transfektion.®! Eine weitere Ursache konnte dabei die
Verkleinerung der Polyplexgrofde darstellen. Daher wurde das adaptierte Protokoll
als das Standardprotokoll dieser Arbeit definiert und alle nachfolgenden
Transfektionsexperimente damit durchgefuhrt. Schemata des urspringlichen
(Abbildung 46) und adaptierten (Abbildung 47) Protokolls fur die Polyplex-Bildung
sind im Material und Methoden Teil des Anhangs aufgefihrt (Kapitel 8.2.4.2). Ein
Teil der Transfektionsstudien mit dem urspringlichen Protokoll sind ebenfalls in

Kapitel 8.1.2 im Anhang zu finden.

Zur  Untersuchung der Zytotoxizitdt ~wurde der Nanostern NS4
NP@(PDMAEMAs40)91 gegen den Transfektions-Goldstandard L-PEl (25 kDa)
mittels Hilfe des MTT-Assays'#'4! untersucht. Hierzu wurden CHO- und L929-
Zellen zunachst fur 24h mit dem jeweiligen Transfektionsagenz inkubiert. Am
nachsten Tag wurde das Medium ausgetauscht und das MTT-Substrat zusammen
mit frischem Kulturmedium zu den Zellen gegeben und diese fur weitere 2 h
inkubiert. Die Menge an gebildetem Formazan entspricht dabei der metabolischen
Aktivitat der Zellen und wurde photometrisch Gber Messung der ODsso bestimmit.
Dabei zeigte sich, dass die Polymere die metabolische Aktivitat

konzentrationsabhangig beeinflussten. In Tabelle 3 sind die ermittelten LCso Werte

42



Transfektion mit NP@PDMAEMA Nanosternen

aufgeflhrt, die hierfir verwendeten Regressionskurven sind im Anhang gezeigt

(siehe Kapitel 8.2.4.4).

Tabelle 3: Zytotoxizitat der Nanosterne NS4 und von L-PEI

Bestimmt wurde die mittlere letale Konzentration (LCso) gemaf 1ISO 10993-5. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte £ SD, n = 3. Die Werte fir die L929 Zellen (*) wurden im
Rahmen der Masterarbeit ermittelt und sind zum Vergleich mitaufgefihrt.

Polymer Zelltyp LCso [pg/ul]
L-PEI (25 kDa) L929 0,015 +0,002*
NS4 L929 0,025 +0,003*

L-PEI (25 kDa) CHO 0,014 0,001

NS4 CHO 0,013 + 0,001

In den CHO-Zellen lagen die mittleren LCso Werte bei 0,014 £ 0,001 pg/ul. Dies
entspricht dem LC50-Wert, der fur L-PEIl wahrend der Masterarbeit in L929-Zellen
bestimmt wurde, die Zytotoxizitat von NS4 war in L929-Zellen mit LC50 = 0,025 +
0,003 pg/ul noch etwas geringer. Die Zytotoxizitat von Transfektionsagenzien variiert
typischerweise je nach verwendeter Zelllinie."'#6 Trotz des hoheren
Molekulargewichts ist die Zytotoxizitat des Nanosterns NS4 (7735 kDa) jedoch nicht
hoéher als die des gegenwartigen Transfektions-Goldstandards L-PEI (25 kDa).

3.2.1.3 Vergleich der Transfektionseffizienz und Zytotoxizitat in

verschiedenen Zelllinien

Um die Transfektionsleistung von NS4 in verschiedenen Zelllinien zu untersuchen,
wurden Polyplexe aus pEGFP-N1 und NS4 gebildet und mit diesen gemal des
Standard Transfektionsprotokolls L929- sowie CHO-Zellen transfiziert (Abbildung
14).
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Dabei zeigte sich, dass bei der Transfektion mit dem Nanostern NS4 abhangig vom

Zelltyp und dem N/P-Verhaltnis die Transfektionseffizienz erheblich schwanken

kann.
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Abbildung 14: Transfektion von L929- & CHO Zellen bei verschiedenen N/P-
Verhaltnissen

Es wurden Polyplexe aus dem Plasmid EGFP-N1 und dem Nanosternen NS4 gebildet und
damit L929- oder CHO-K1 Zellen nach dem Standard Transfektionsprotokoll transfiziert
und nach 42 bis 47h Inkubation die Transfektionseffizienz und Viabilitdt bestimmt. Die
Daten reprasentieren die Mittelwerte + SD, n =2 2

In L929-Zellen korrelierte die EGFP-Expression deutlich mit dem N/P-Verhaltnis und
erst bei N/P = 15 wurde das Maximum von 60% EGFP-positiver Zellen erreicht. Die
CHO-Zellen dagegen verfugten bereits bei N/P = 10 Uber einen Anteil von 57%
EGFP-positiver Zellen, der mit Erhdhung des N/P-Verhaltnisses wieder leicht
absank auf 40%. Unabhangig von der verwendeten Zelllinie oder dem N/P-
Verhaltnis lagen die gemessenen Viabilitaten durchgehend bei > 80%, die
Zytotoxizitat korrelierte dabei mit dem N/P-Verhaltnis. Bis auf eine Ausnahme war
die Viabilitdt der CHO-Zellen stets 5 — 10% geringer als die der L929-Zellen. Auch
beim MTT-Test war die Zytotoxizitat in L929-Zellen gegentber den CHO-Zellen
erhoht (siehe Tabelle 3). Die hydrodynamischen Radien der Polyplexe lag im
Bereich von 100 bis 300 nm, was eine noch fir die Transfektion geeignete GroRke
darstellt. In der Regel sollten Nanopartikel fur eine effiziente Transfektion eine GroRe

von 500 nm nicht (ibersteigen.®® Auch eine Partikelgroe von unter 50 nm kann in
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eine verminderte Aufnahme in die Zelle zur Folge haben.'#’ Die Polyplexe, welche

nach dem ursprunglichen Protokoll gebildet wurden, erreichten hydrodynamische

Radien von bis zu 900 nm (Abbildung 13).

Die Konzentrationen der letalen Dosis lagen bereits im Konzentrationsbereich,
welcher bei einer Transfektion erreicht wird (Fir N/P = 30: 0,025 ug/ul bei NS4).
Dass bei den Transfektionen dennoch = 80% Viabilitdt gemessen wurde liegt
vermutlich daran, dass gemal des Transfektionsprotokolls nach 4h das
Transfektionsmedium durch herkdmmliches Kulturmedium ausgetauscht wird,
wodurch die freien sich noch in Losung befindlichen Polyplexe entfernt werden. Das
ISO 10993-5 Protokoll des MTT-Tests dagegen sieht vor, dass die Zellen 24 h mit
der zu testenden Substanz inkubiert werden. Tatsachlich zeigten Zellen bei
Transfektionsexperimenten mit gleichem N/P-Verhaltnis eine um bis zu 20 %
verringerte Viabilitat, wenn die Polyplexe Uber Nacht auf den Zellen gelassen
wurden (Siehe Kapitel 4.2.2.1). Die wesentlich langere Exposition der Zellen mit dem
toxischen Polymer flhrte dadurch zu einer erhdhten Zytotoxizitat. Darlber hinaus ist
unklar, wie vergleichbar die Toxizitatswerte sind, wenn sie mit verschiedenen
Methoden bestimmt wurden. Der MTT-Test bestimmt die Stoffwechselaktivitat, die
Propidiumiodid Methode dagegen basiert auf Messung der Membranpermeabilitat.
Als Ursache fur die Zytotoxizitat von kationischen Polymeren sind viele verschiedene
Faktoren moglich. Fur Polymere wie PAMAM oder PEl wurde beispielsweise
gezeigt, dass diese Locher in der Zellmembran verursachen konnen, die in
groBerem AusmaR zum Tod der Zelle flihren kénnen.'#8-150 Fiir PDMAEMA ist die
Datenlage widerspruchlich und ein direkter Zusammenhang mit der Disruption der
Plasmamembran konnte noch nicht zweifelsfrei gezeigt werden.85! Auch eine

Disruption der Kernhulle wird als mdoglicher Mechanismus fur die Zytotoxizitat
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diskutiert.’? Als ein weiterer Mechanismus kann umfangreiches Platzen der
Lysosomen zum induzierten Zelltod fiihren,'®3 allerdings gibt es Hinweise darauf,
dass dies im Gegensatz zu PEI bei PDMAEMA nicht die Ursache darstellt und noch
weitere molekulare Mechanismen flr die Zytotoxizitat existieren missen,'®* welche

sich je nach untersuchter Zelllinie und Konzentration unterscheiden konnen. s

Es wurde bereits in der vorrangegangenen Masterarbeit gezeigt, dass
Transfektionseffizienz und Zytotoxizitat der Nanosterne mit dem N/P-Verhaltnis der
zugegebenen Polyplexe korreliert,®! ein typisches Phanomen polykationischer
Transfektionsagenzien.'%.136 |st die Konzentration zu gering, exprimieren weniger
Zellen spater das Reportergen. Da die meisten polykationischen
Transfektionsagenzien ab einer kritischen Konzentration zytotoxisch wirken,
verursacht eine zu hohe Konzentration dagegen eine Verringerung der Viabilitat und
damit ebenfalls eine Beeintrachtigung der Transfektion.’™ Fir die meisten
Arbeitsgruppen ist daher die Anpassung des N/P-Verhaltnisses die uUbliche
Malnahme um eine effiziente Transfektion zu erreichen.82:86.110 Dafiir wird in der
Regel die DNA-Menge konstant gehalten und Menge an zugegebenem Polymer
erhoht, beginnend von dem N/P-Verhaltnis, welches notwendig ist, um positiv
geladene Polyplexe zu erhalten. Erhéht man von diesem Punkt aus das N/P-
Verhaltnis weiter, so steigt der Anteil an freiem Polykation im Transfektionsmix, was
die Aufnahme der Polyplexe in die Zelle fordert.'>® Das optimale N/P-Verhaltnis kann
dabei je nach verwendetem Polymer oder Zelllinie variieren. Alternativ konnte das
N/P-Verhaltnis auch eingestellt werden, indem die Menge an Polymer konstant
gehalten wird und die Menge an pDNA variiert wird. Dieses Vorgehen konnte sich
beispielsweise bei Polymeren mit hoher Zytotoxizitat als vorteilhaft erweisen, um die
absolute Menge an Polymer zu reduzieren, ohne das Konzentrationsverhaltnis

zwischen pDNA und Polymer zu variieren. Um den Einfluss des N/P-Verhaltnisses
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auf die Transfektion naher zu untersuchen, wurden drei verschiedene Zelllinien
(CHO-K1, HEK-293 und Jurkat Zellen) mit Polyplexen, gebildet aus NS5 und
pEGFP-N1, transfiziert. Dabei wurde die Menge an pDNA variiert und bei
verschiedenen N/P-Verhaltnissen die Transfektionseffizienz und Viabilitat

untersucht (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Einfluss des N/P-Verhaltnisses auf die Transfektion

Es wurden Polyplexe aus dem Plasmid EGFP-N1 und dem Nanostern NS5 gebildet und damit
CHO-K1 (A, B), HEK-293 (C, D) und Jurkat (E, F) Zellen nach dem Standard
Transfektionsprotokoll transfiziert und nach 27h Inkubation die Transfektionseffizienz (A, C, E)
und Viabilitat (B, D, F) bestimmt. Dabei wurden sowohl N/P-Verhaltnis (Farbung) als auch die
Menge an eingesetzter pDNA (Symbole) variiert. Die Datenpunkte entsprechen einzelnen
Messungen.
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Werden die Transfektionseffizienzen als Funktion der Menge an zugegebenem
Polymer graphisch aufgetragen, dann zeigte sich, dass die Zahl an EGFP-positiven
Zellen hauptsachlich von der Menge an zugegebenem Polymer abhing und weniger
vom N/P-Verhaltnis oder der Menge an eingesetzter pDNA. Insbesondere bei der
Transfektion von CHO-Zellen (Abbildung 15 A) offenbarte sich ein sigmoidaler
Verlauf. Bei 5 bis 10 yg an zugegebenem Polymer zeigte sich ein rascher Anstieg
der Transfektionseffizienz von maximal 10% EGFP-positiver Zellen auf bis 70%. Mit
weiterer Erhdhung der Polymermenge konnte die Transfektionseffizienz nur noch
unwesentlich gesteigert werden, das Maximum lag bei 75% (1,5 ug pDNA, N/P =
30). Daruber hinaus lag der Anteil an EGFP-exprimierenden Zellen bei >10 ug
zugegebenem Polymer, unabhangig vom N/P-Verhaltnis oder der pDNA-Menge,
durchgehend bei mindestens 70%. Betrachtet man allerdings die gemessenen
Viabilitaten (Abbildung 15 B) zeigt sich der typische Verlauf einer Transfektion mit
polykationischen Polymeren: Eine Erhéhung der Polymermenge flhrte zu einer
Verringerung der Viabilitat, allerdings scheint fur die Viabilitdt auch das N/P-
Verhaltnis und die DNA-Menge eine Rolle zu spielen. Besonders deutlich wird dies
beispielsweise im Falle eines N/P-Verhaltnisses von 5, bei welchem alle
gemessenen Viabilitaten bei = 98% lagen. Bei den HEK-293 und den Jurkat Zellen
ist der Verlauf ahnlich, bei letzteren sanken die Viabilitaten bei hohen
Polymerzugaben bis auf 40% ab (Abbildung 15 C). Die maximale gemessene
Transfektionseffizienz war geringer als in CHO-Zellen mit 42% in HEK-293 und 26%
in Jurkat-Zellen. Dies entspricht der Erwartung, da alle drei Zelllinien nach
demselben Protokoll transfiziert wurden, welches fur die Transfektion von
adharenten CHO-Zellen etabliert und optimiert wurde. Um eine hdhere
Transfektionseffizienz zu erreichen ware es besonders fir Jurkat Zellen notwendig
ein Protokoll flr Suspensionszellen zu etablieren, da diese schwieriger zu
transfizieren sind und empfindlich auf die Zugabe von toxischen Polymeren

reagieren.83

48



Transfektion mit NP@PDMAEMA Nanosternen

Um den Einfluss der untersuchten Transfektionsparameter N/P-Verhaltnis,
zugegebene Menge an Polymer und zugegebene Menge an pDNA statistisch weiter
zu untersuchen, wurden aus den Messdaten mit R (R Development Core Team,
Version 3.1.2) die jeweiligen Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman erstellt

(siehe Tabelle 4 ).

Tabelle 4: Zusammenhang zwischen Transfektionseffizienz/Viabilitat und
N/P-Verhaltnis sowie zugegebene Menge an pDNA und Polymer.

Gezeigt sind die Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman und die zugehdrigen
Signifikanz-Niveaus. P-Werte von > 0,05 wurden rot und kursiv markiert.

Zelllinie Transfektionseffizienz Viabilitat
DNA 0,450 (p < 0,05) - 0,527 (p < 0,05)
CHO-K1 Polymer 0,834 (p < 0,05) - 0,923 (p < 0,05)
N/P Ratio 0,662 (p < 0,05) - 0,697 (p < 0,05)
DNA 0,350 (p < 0,05) - 0,466 (p < 0,05)
HEK-293 Polymer 0,778 (p < 0,05) - 0,656 (p < 0,05)
N/P Ratio 0,601 (p < 0,05) - 0,436 (p < 0,05)
DNA 0,113 (p = 0,604) -0,221 (p = 0,308)
Jurkat Polymer 0,809 (p < 0,05) - 0,763 (p < 0,05)
N/P Ratio 0,630 (p < 0,05) - 0,471 (p <0,05)

In allen untersuchten Zelllinien zeigte die Transfektionseffizienz eine statistisch
signifikante starke Korrelation mit der Polymermenge. Eine Korrelation mit dem N/P-
Verhaltnis war ebenfalls vorhanden, wenn auch weniger stark ausgepragt,
wohingegen keine signifikante Korrelation zwischen der DNA-Konzentration und der
Transfektionseffizienz gefunden wurde. Bei den Viabilitdten wurde eine negative
Korrelation mit allen drei Parametern beobachtet, auch wenn diese im Falle der DNA
Menge in Jurkat Zellen nicht statistisch signifikant war. Zwischen den untersuchten
Parametern hatte die Polymermenge den starksten Einfluss auf die Viabilitaten,

gefolgt vom N/P-Verhaltnis und schliel3lich der DNA-Konzentration.
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Die Ergebnisse im Gesamten implizieren, dass der etablierte Weg die N/P-
Verhaltnisse der Transfektionsprotokolle Uber die DNA-Menge anzupassen
mdglicherweise nochmals Uberprift werden muss. Insbesondere flr stark toxische
Polymere kénnte es sich als vorteilhaft erweisen zunachst die Mindestmenge an
notwendigem Polymer fur eine effiziente Transfektion Uber einen breiten Polymer-
Konzentrationsbereich zu bestimmen und die weitere Optimierung in einem zweiten
Schritt Uber Anpassung der pDNA-Konzentration vorzunehmen. Da Ublicherweise
die freien polykationischen Polymere als toxischer als die zugehorigen
Polyplexe'®1%6 gelten, konnte auf diese Weise der Uberschuss an freiem Polymer
so gering wie moglich gehalten werden, ohne zugleich die Transfektionseffizienz zu

beeintrachtigen.

Bei den meisten kationischen Polymeren, die zur Transfektion verwendet werden,
handelt es sich um lineare Polymere wie beispielsweise L-PEI, PDMAEMA, PLL
(Poly-L-Lysin) und viele weitere, die auch in verzweigter bis sternférmiger Struktur
synthetisiert werden kénnen.® Was die Nanosterne, die in dieser Arbeit untersucht
werden, von den Ublichen polykationischen Transfektionsagenzien unterscheidet, ist
der solide Maghemitkern (y-Fe20s3). Dieser ist superparamagnetisch und es wurde
gezeigt, dass nicht nur die gebildeten Polyplexe, sondern auch damit behandelte
Zellen magnetisch wurden.”®'%” Die Mdglichkeit, Polyplexe und transfizierte Zellen
durch die Anwendung von magnetischen Feldern zu beeinflussen kdnnte neue

Einsatzfelder ermdglichen, beispielsweise im medizinischen Bereich.®®

Um den Magnetismus bei der Transfektion mit den Nanosternen naher zu
untersuchen, wurde ein 16-Tube SureBeads™ Magnetic Rack (Bio-Rad, Munchen,

Deutschland) verwendet. Dabei handelt es sich um ein Gestell fir Eppendorf
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Gefalle, in dessen Zwischenwand 8 starke Magneten eingebracht sind (Abbildung

16).

Abbildung 16: Magnetic rack zur Analyse der magnetischen Zellfraktion
Verwendetes Modell: 16-Tube SureBeads™ Magnetic Rack (Bio-Rad, Minchen,
Deutschland)

Dieses wird normalerweise fur Anwendungen wie Immunprazipitation oder Protein
Pull-Down Assays verwendet. Es war daher notwendig, zunachst ein Protokoll zu
etablieren, da der Magnetismus von magnetischen Zellen oder Polyplexen langst
nicht so stark ist, wie beispielsweise von Antikorper-markierten Magnetic Beads im
Rahmen einer Immunprazipitation, welches die Separierung innerhalb von Minuten
ermoglicht. In Vortests hat sich gezeigt, dass unbehandelte Kontrollzellen
verhaltnismafig lange zur Sedimentation brauchen, nach 2h waren immer noch 25%
in Suspension. Bei der Inkubation Gber Nacht im Kuhlschrank waren schlief3lich 95%
der Zellen sedimentiert mit einer Viabilitat von > 90% im Trypanblau Test. Daher
wurde die uber Nacht Inkubation in das finale Protokoll dbernommen: Zunachst
wurden die transfizierten Zellen geerntet und jeweils in serumfreiem Kulturmedium
gesammelt, in 1,5 ml Eppendorf Gefalde Uberfuhrt, diese in das Magnetic Rack
gestellt und Uber Nacht im Kuhlschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurde der
Uberstand und die sedimentierten Zellen gesammelt, die magnetische Zellfraktion
befand sich am Gefallrand der zum Magneten zugewandten Seite und wurde
gewonnen, indem das Eppendorf Gefald aus dem Magnetfeld entfernt wurde. Die
Zellen beider Fraktion wurden schlie3lich per Vi-Cell gezahlt und daraus die

prozentualen Anteile berechnet.
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Fur einen umfassenden und systematischen Vergleich der verschiedenen
Nanosterne (Tabelle 1) untereinander wurden jeweils Polyplexe aus Nanostern und
pEGFP-N1 gebildet und damit CHO-K1 Zellen bei den gleichen N/P-Verhaltnissen
transfiziert. Dies ermdglicht eine Untersuchung des Einflusses der Struktur und
Aufbau der Nanosterne auf das Ergebnis der Transfektion. Des Weiteren wurde zum
Zeitpunkt der Ernte der Zellen fur die Analyse der Transfektionseffizienz im FACS
(26 h nach Polyplex Zugabe) jeweils ein Aliquot von ~ 5 * 108 Zellen entnommen
und der Anteil an magnetischen Zellen mittels magnetic rack (siehe Kapitel 3.2.3)
bestimmt. Der Nanostern NS4 konnte flr diesen Vergleich nicht berlcksichtigt
werden, da von diesem nur eine kleine Charge synthetisiert wurde und daher zu
diesem Zeitpunkt keine ausreichende Menge mehr zur Verfigung stand. Abbildung
17 fasst die Transfektionseffizienzen, Viabilitaten und den Anteil an magnetischen

Zellen zusammen.

Dabei zeigte sich, dass die Transfektionseffizienzen und der Anteil magnetischer
Zellen mit dem N/P-Verhaltnis stiegen, wohingegen die Viabilitaten abnahmen.
Wahrend der Trend der abnehmenden Viabilitat bei allen untersuchten Nanosternen
beobachtet wurde, war die Abnahme selbst in den meisten Fallen gering
beziehungsweise von keiner statistischen Signifikanz in manchen Fallen. Die
Ursache fir die Zunahme der Zytotoxizitat bei hoheren N/P-Verhaltnissen wird
ublicherweise der ansteigenden Menge an Uberschussigem polykationischem
Polymer in Transfektionsmix zugeschrieben.?? Freie Polymerketten fordern die
Internalisierung und unterstitzen die Transfektion, destabilisieren aber gleichzeitig

die Plasmamembran, was zu einer toxischen Wirkung fiihren kann.1%6.155
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Die beobachteten Trends als Funktion der Polymerarchitektur, insbesondere der
Armdichte, sind weniger offensichtlich. Der deutlichste Trend wird bei der Fraktion
an magnetischen Zellen offenbar, deren Anteil mit zunehmender Armdichte abnahm.
Es war jedoch nicht klar, ob die Zellen die Nanosterne beziehungsweise die
Polyplexe tatsachlich aufnehmen mussen um magnetisch zu werden. Es erscheint
ebenfalls mdglich, dass ein Teil der Polyplexe lediglich an das AuRere der Zellen
bindet ohne Endozytose beziehungsweise zellulare Aufnahme zu bewirken. Dieses
Phanomen ist auch fur andere Eisenoxid-Nanopartikel beschrieben und kann
beispielsweise zu Fehleinschatzungen des Dosiseffekts bei therapeutischer
Anwendung wie MRI fihren, wenn extrazellulare Aggregationen, die nicht von der
Zelle aufgenommen werden, die Messung verfalschen.''* Ublicherweise ist die
unspezifische Adsorption von positiv geladenen Polyplexen an die negativ geladene
Plasmamembran bei einer Transfektion erwinscht, da es die Aufnahme in die Zelle

erhoht, sofern die Komplexe nicht zu groR sind.37-1%8

Da einfache Bindung an die Zellen fir die gro3en Polyplexe wahrscheinlicher sein
sollte, erscheint es in diesem Kontext interessant, dass die Nanosterne, welche
Komplexe mit besonders groRen hydrodynamischen Radien bildeten (NS1 und NS2;
vergleiche 2.2.2, Abbildung 5), in einem unverhaltnismaRig grol’en Anteil von
magnetischen Zellen bei gleichzeitig eher geringer Transfektionseffizienz
resultierten. Die optimale Transfektionseffizienz war generell eine Funktion der
Armdichte. Nanosterne mit Armdichten zwischen 0,024 Ketten/nm? (NS3) und 0,064
Ketten/nm? (NS6) zeigten die besten Ergebnisse. Der hdchste individuelle Wert
wurde fur NS6 (71 + 3% EGFP-positive Zellen) bei N/P = 20 bestimmt. Die
schwachere Transfektionseffizienz der Nanosterne mit niedrigerer Armdichte (NS1
und NS2) kann durch die betrachtliche GroRe der dazugehdrigen Polyplexe erklart
werden, welche die zellulare Aufnahme durch Endozytose behindern, da die GroRRe
der Komplexe einer der wichtigsten Faktoren darstellt und malfigeblich den

Aufnahmeweg beeinflusst.'® Als Richtwert gilt, dass Nanopartikel fiir eine effiziente
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Aufnahme in die Zelle eine GroRe von 500 nm nicht iberschreiten sollten.'” Zu
grol’e Polyplexe kann jedoch nicht im Falle der Nanosterne mit einer sehr hohen
Armdichte die Ursache fur die geringe Transfektionseffizienz darstellen. Eine
Erhéhung der Zytotoxizitat als Ursache fur die geringe Transfektionseffizienz war
ebenfalls unwahrscheinlich, da nur eine schwache Verringerung der Viabilitaten fur
die verschiedenen Nanosterne beobachtet wurde. Wie schon in Kapitel 2.2.4
besprochen, kdonnte fur die geringere Transfektionseffizienz der Nanosterne mit sehr
hohen Armdichten die Polyplex-Stabilitat verantwortlich sein, welche bei hohen
Armdichten verringert war. Wenn die pDNA-Polykation-Komplexe nicht stabil genug
sind, kann es zu einer frihzeitigen Freisetzung der pDNA kommen, wodurch diese
im ungunstigsten Fall vor Erreichen des Zellkerns durch Nukleasen abgebaut

wirde. 103

Es wurde schon von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt, dass
superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (,SPIONs“) abhangig von der
untersuchten Zelllinie teils erhebliche zytotoxische Effekte zeigen kdnnen.'®® Daher
existieren mittlerweile viele Strategien, SPIONs mit unterschiedlichen Materialien zu
beschichten, um beispielsweise die die Zytotoxizitdt zu verringern oder die
Aufnahme durch die Zellen zu verbessern.'®'-183 Dabei zeigten selbst SPIONS,
welche mit Polymeren wie PDMA (Poly(N,N-dimethylacrylamid) funktionalisiert
wurden, welches selbst Uber eine inharente Zytotoxizitat verfugt, eine verringerte
Zytotoxizitat gegeniber den nackten Nanopartikeln.'®* Der Eisenoxid-Kern der
Nanosterne wurde noch mit einer Silica-Hulle beschichtet um die kovalente
Modifikation mit den PDMAEMA-Armen zu ermdoglichen. Bislang ist nur wenig
bekannt Uber die Zytotoxizitat von Silica-beschichteten SPIONs, noch uber die
Haltbarkeit oder Widerstandsfahigkeit dieser Beschichtung, sobald sie in den
Kontakt mit lebenden Organismen kommt. Es ist also denkbar, dass die beobachtete
Verringerung der Viabilitdten bei den Nanosternen mit der geringen Armzahl an der

toxischen Wirkung des Eisenoxidkerns selbst liegt, welcher bei den Nanosternen mit
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einer dichteren PDMAEMA Korona weniger exponiert wird. Dartber hinaus zeigten
die Nanosterne mit geringer Armzahl in DLS-Messungen eine Tendenz zur
Aggregationsbildung (siehe Abbildung 5), was ebenfalls die Zytotoxizitat erhéhen

kann.

Die erste Barriere, welche die Polyplexe zur erfolgreichen Transfektion Gberwinden
missen, ist die Aufnahme in die Zelle und damit die Zellmembran.28.165-167 Die
Aufnahme geschieht Uber einen biologischen Prozess (Endozytose) und ist daher
einer Kinetik unterworfen. Werden die Polyplexe zu den Zellen gegeben, wird
Ublicherweise nach einer gewissen Zeit das Transfektionsmedium durch
Kulturmedium ersetzt, um die freien in Suspension befindlichen Polyplexe zu
entfernen, um die zytotoxischen Auswirkungen durch die Transfektionsagenzien zu
reduzieren. In vielen Transfektionsprotokollen betragt die Inkubationsdauer
zwischen Polyplexzugabe und Medientausch 180 — 240 Minuten.'#? Daher wurde
bei der Etablierung des Transfektionsprotokolls (Siehe Kapitel 1.5) eine
Inkubationsdauer von 240 min ubernommen. Es ist jedoch nicht bekannt, wie schnell
die Aufnahme der Nanosterne durch die Zellen erfolgt. Im Folgenden sollen der
Einfluss der Interaktionszeit auf die Transfektionseffizienz und die Zahl
magnetischer Zellen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Polyplexe aus
NS5 und pEGFP-N1 bei einem N/P-Verhaltnis von 15 gebildet, diese zu den Zellen
gegeben und in den jeweiligen Ansatzen zu verschiedenen Zeitpunkten das
Transfektionsmedium mit den freien Polyplexen durch frisches Kulturmedium
ausgetauscht. Nach 26 h Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und die
Transfektionseffizienz sowie der Anteil an magnetischen Zellen bestimmt (Abbildung

18).
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Abbildung 18: Einfluss der Kontaktzeit zwischen Zellen und
Polyplexen/Nanosternen auf die Transgenexpression und die magnetischen
Zellfraktionen

Zellen wurde mit NS5 (N/P = 15) transfiziert. 240 min entsprechen der Inkubationszeit des
Standard Transfektionsprotokolls. Die Daten reprasentieren ein als Triplikat gemessenes
Experiment. £ SD. Die Viabilitdt war bei allen Proben > 95%.

Wie in Abbildung 18 dargestellt, zeigten Zellen, die mit NS5 transfiziert wurden, eine
deutliche Abhangigkeit der Transfektionseffizienz von der Inkubationsdauer mit den
Polyplexen. Die maximale Transfektionseffizienz von 70% wurde ab einer
Kontaktzeit von 180 min erreicht, eine langere Inkubation fur insgesamt 240 min
fuhrte nicht zu einer Erhdhung des Anteils an EGFP-positiven Zellen. Die Verteilung
von ,low“-, ,middle“- und ,High“-Producern war dabei vergleichbar. Auch die Zahl an
magnetischen Zellen korrelierte mit der Kontaktdauer bis 180 min, danach folgte

keine weitere Erhdhung und es blieb bei einem Anteil von 30% magnetischer Zellen.

Diese Daten suggerieren, dass der uUberwiegende Teil der Polyplex-Aufnahme
bereits nach 180 min abgeschlossen ist und eine langere Kontaktzeit keine
Verbesserung der Transfektion bewirkt. Die Polyplexe wurden relativ schnell von
den Zellen aufgenommen, eine Kontaktzeit von 15 min flhrte zu jeweils 10% EGFP-
positiver und magnetischer Zellen. Dabei zeigte sich, dass mit einer langeren
Kontaktzeit Uber 15 min hinaus die Transfektionseffizienz deutlich starker anstieg

als der Magnetismus. Es ist denkbar, dass verschiedene Mechanismen wahrend der
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Inkubation zum Tragen kommen, welche die Abhangigkeit von der Kontaktzeit
erklaren. Bei der Transfektion von adharenten Zellen handelt es sich bei der
Sedimentation der Nanopartikel auf die Zellen um einen zeitabhangigen Prozess,
welcher im Falle der Nanosterne nach 60 min moglicherweise noch nicht voll
abgeschlossen ist.'%8 Schweiger et al. (2012)'%% haben fiir verschiedene SPIONs
gezeigt, dass je nach Polymerbeschichtung die Aufnahme des Grofteils der
Nanopartikel zwischen 15 min und 8 h variieren kann. Dazu kommt, dass nicht
bekannt ist, wie viele pDNA Molekule im Kern ankommen mussen, damit die EFGP-
Expression hoch genug ist um bei der Messung als positiv transfizierte Zelle
gewertet zu werden. Es ist daher denkbar, dass ein Teil der Zellen nach 60 min
Inkubationszeit noch nicht den nétigen Schwellenwert erreicht hatte, um im

Durchflusszytometer als positiv transfizierte Zelle detektiert zu werden.

In Kapitel 3.2.3.2 wurde gezeigt, welchen Einfluss die Dauer der Interaktionszeit
zwischen Polyplexen und Zellen hatte. Eine weitere Einflussgrofle des
Transfektionsprotokolls  stellt die Inkubationszeit dar. Das etablierte
Transfektionsprotokoll fir die Nanosterne sieht die Bestimmung der
Transfektionseffizienz ~ 26 h nach Polyplex Zugabe vor. Im Folgenden soll daher
untersucht werden, wie sich eine Inkubationszeit Uber 26 h hinaus auf die
Transfektionseffizienz, Magnetismus und Viabilitat auswirkt. Dabei wurden drei
verschiedene Ansatze gewahlt: Im ersten Ansatz wurden zu den CHO-K1 Zellen
Polyplexe aus pEGFP-N1 und dem Nanostern NS5 bei N/P = 30 gegeben. In den
beiden anderen Ansatze wurde zu den Zellen entweder nur pDNA oder nur
Nanosterne (einer N/P = 30 entsprechenden Konzentration) gegeben. Das

Transfektionsmedium wurde gemal den Standardbedingungen nach 4h
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ausgetauscht und die Zellen wurden anschlielRend flr 26 — 76 h weiter inkubiert

(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Einfluss der Inkubationsdauer auf die
Transfektionseffizienz und den Magnetismus

Es wurden CHO-K1 Zellen mit NS5 (N/P = 30) transfiziert und jeweils nach
26h, 53h oder 76h die Transfektionseffizienz (== ), Viabilitat (—=—) sowie
den Anteil magnetischer Zellen (mmmm) bestimmt. Zu den Zellen wurden
entweder die gebildeten Polyplexe aus NS5 und EGFP-N1 (+pDNA +NS5),
nur Plasmid DNA (+pDNA) oder nur Nanosterne (+NS) gegeben. Die Daten
reprasentieren ein als Duplikat gemessenes Experiment. £ SD.

In den Ansatzen der Polyplexzugabe wurde nach 26 h eine Transfektionseffizienz
von ~ 70% gemessen, nach 53 h waren es 80%. Dabei nahm nicht nur die gesamte
Transfektionseffizienz zu, sondern auch der Anteil an EGFP High Producern stieg
von 16% auf 45%. Nach der Inkubation um weitere 23 h war die
Transfektionseffizienz noch immer bei 80% mit einer vergleichbaren Verteilung von
Low-, Middle- und High-Producern. Erwartungsgemal® wurde keine
Transfektionseffizienz bei reiner pPDNA Zugabe gemessen, da diese ohne Vektor die
Biomembran nicht GUberwinden kann, beziehungsweise falls eine Aufnahme erfolgt,
die pDNA degradiert wird, bevor sie den Zellkern erreicht.?3179 Ebenso ist keine

Transfektionseffizienz bei reiner Nanosternzugabe zu erwarten, da ohne Transgen
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keine EGFP-Expression stattfinden kann, was experimentell bestatigt wurde. Beim
Magnetismus dagegen war der Einfluss der Inkubationsdauer weniger deutlich. Von
den Zellen, zu denen Polyplexe gegeben wurden, waren nach 26 h Inkubationsdauer
23 + 8 % magnetisch. Der Anteil magnetischer Zellen blieb trotz langerer
Inkubationszeit verhaltnismaig stabil: Nach 53 h waren noch 19 + 2 % magnetisch,
nach 76 h betrug der Anteil 22 + 2 %. In den Ansatzen, bei denen nur Nanosterne
zu den Zellen gegeben wurden, war ebenfalls ein bedeutender Teil der Zellen
magnetisch: So waren zum Zeitpunkt von 26h ein Anteil von 32 £ 6 % magnetisch,

welcher auf 18% (53 h) beziehungsweise 14 + 2% (76 h) absank.

Die Nanosterne mit inrem Uberschuss an positiven Ladungen kénnen an die negativ
geladen Proteoglykane an der Aullenseite der Zellen binden und auf diese Weise
Uber unspezifische adsorptive Endozytose aufgenommen werden.'%8171 Es kann an
dieser Stelle keine Aussage getroffen werden, ob die Internalisierung der
Nanosterne fur die magnetische Eigenschaft der Zellen notwendig ist oder ob bereits
eine Bindung an die Zelle in ausreichender Zahl genugt. Nach 76h Inkubationsdauer
haben die Zellen mindestens drei Durchgange des Zellzyklus durchlaufen.'”?
Interessant ist, dass dennoch kein Verdunnungseffekt beim Anteil an magnetischen
Zellen zu beobachten ist. Berlcksichtigt man die Teilungsrate der Zellen, ware eine
wesentlich starkere Abnahme des Magnetismus zu erwarten. Daher ist denkbar,
dass bei der Zellteilung eine annahernd gleichmalige Verteilung der Nanosterne auf

die Tochterzellen erfolgt.

Es wurden bereits verschiedene Biodegradationsprozesse im Zusammenhang mit
SPIONS beschrieben. Da die meisten Nanopartikel eingeschlossen in intrazellularen
Kompartimenten enden, wird angenommen, dass die Prozesse der
Biotransformation dort stattfinden.'”3>-'75 Der saure pH der Lysosomen (~ pH 4,7),
die Verdauungsenzyme und die Eisenchelatoren des Eisenstoffwechsels der Zelle

konnten zum Abbau der Nanopartikel beitragen.’”® Der vollstdndige Prozess der
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Biodegradation kann Monate dauern, wobei das Eisen schlieBlich in Ferritin-

Speicherproteinen eingebaut wird.!””

Im Falle der Nanosterne blieb der Magnetismus uber 72 h hin beinahe unverandert,
was darauf hindeutet, dass sowohl die Biodegradation als auch der Transport der
Nanosterne aus der Zelle bis zu diesem Zeitpunkt nur eingeschrankt stattfand. Der
Grund hierfur kdnnte in der Beschichtung der y-Fe203 Nanopartikel mit Silica und
den aufgelagerten PDMAEMA-Armen liegen, welche die beschriebenen
Abbauprozesse erschweren, da die Kinetik der Biodegradation stark von der
Oberflachenbeschichtung der Nanopartikel abhangt.'#6:178 Auch fordert das saure
Milieu die Aggregation von Eisenoxid-Nanopartikeln innerhalb der Zelle, was die
Biodegradation erschwert und die Bestandigkeit des Magnetismus vieler SPIONs

erklart.178

Falls auch Nanosterne, die an das AuBere der Zellen gebunden haben, zum
Magnetismus der Zelle beitragen, so scheint diese Bindung nicht reversibel zu sein,
da die Nanosterne beim Ernten der Zellen beziehungsweise beim Medienwechsel
ansonsten mit dem Medium entfernt wiirden. Dies wiurde sich in einer Verringerung

des zellularen Magnetismus zeigen.

Der Transfektionserfolg kann je nach verwendeter Zelllinie unterschiedlich ausfallen,
da manche Zellen schwerer zu transfizieren sind als andere.?3%8 |n Kapitel 3.2.3.3
wurden nicht nur Polyplexe, sondern auch in separaten Ansatzen entweder nur
Nanosterne oder nur pDNA zu den Zellen gegeben. Im Folgenden wird mit diesem
Ansatz nun untersucht, wie sich bei gleicher Inkubationsdauer die

Transfektionseffizienz und der Magnetismus in verschiedenen Zelllinien verhalt.
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Hierfir wurden die drei adharenten Zelllinien CHO-K1, HEK-293 und L929

ausgewahlt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 zusammengefasst.
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Abbildung 20: Transfektionseffizienz und Magnetismus in verschiedenen
Zelllinien

Es wurden adharente CHO-K1, HEK-293 und L929 Zellen mit NS5 (N/P = 30) transfiziert
und nach 25h die Transfektionseffizienz (=) Viabilitat (—>—) sowie den Anteil
magnetischer Zellen (mmm) bestimmt. In beiden Experimenten wurden zu den Zellen
entweder die gebildeten Polyplexe aus NS5 und EGFP-N1 (+pDNA +NS5), nur Plasmid
DNA (+pDNA) oder nur Nanosterne (+NS) gegeben. Die Daten reprasentieren ein als
Duplikat gemessenes Experiment. + SD.

Die Transfektionseffizienz in CHO und L929 Zellen war auf einem vergleichbaren
Niveau mit jeweils 67% beziehungsweise 61% EGFP-positiver Zellen. In HEK-Zellen
wurde eine Transfektionseffizienz von 26% erreicht. An dieser Stelle muss erwahnt
werden, dass alle drei Zelllinien flr bessere Vergleichbarkeit nach demselben
Protokoll transfiziert wurden, welches urspringlich fur die Transfektion von CHO-
Zellen optimiert wurde. Dass mit diesem Protokoll eine vergleichbare
Transfektionseffizienz auch in L929-Zellen (Kapitel 3.2.1.3) erreicht werden kann,
beziehungsweise die Transfektion in HEK-293 Zellen (Kapitel 3.2.2) geringer ausfallt

wurde bereits gezeigt. Da HEK-293 Zellen generell als eine fur Transfektion gut
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geeignete Zelllinie gelten, erscheint eine Adaption des Transfektionsprotokolls
notwendig. Auch beim Magnetismus zeigte sich ein, wenn auch etwas geringerer,
Unterschied zwischen den verschiedenen Zelllinien. Nach 25h Inkubationsdauer
waren wiederum 23 £ 1 % der CHO-Zellen magnetisch, etwas mehr als bei den
Ansatzen mit den HEK- (15 £ 7 %) oder den L929-Zellen (13 %). Wie schon in den
CHO-Zellen des vorherigen Experiments (siehe Kapitel 3.2.3.4) fihrte die Zugabe
von reinen Nanosternen zu einem vergleichbaren Anteil an magnetischen Zellen,

auch in HEK und L929 Zellen (Abbildung 20).

Auch an dieser Stelle bestatigte sich die Beobachtung aus den vorherigen
Experimenten, dass Magnetismus und Transfektionseffizienz nicht direkt
zusammenhangen. Besonders deutlich wird es, wenn man das
Transfektionsergebnis der CHO- und HEK-Zellen vergleicht. Obwohl die
Transfektion in beiden Zelllinien zu einem annahernd gleichen Anteil magnetischer
Zellen fUhrte, war die relative Transfektionseffizienz in HEK-Zellen 60% geringer als
in CHO-Zellen. Fir eine positive Transfektion muissen eine Vielzahl an zellularen
Barrieren Uberwunden werden: So spielt nicht nur die zellulare Aufnahme eine Rolle,
sondern unter anderem auch die Befreiung aus den Endosomen, der Schutz vor
Nukleasen, die Trennung von pDNA und Vektor (und damit die Komplex-Stabilitat)
und der pDNA-Transport in den Kern.3® Wahrend der genaue Mechanismus, der zur
Entstehung der magnetischen Zellen flhrt, noch unbekannt ist, liegt jedoch die
Hypothese nahe, dass die Bindung an die Zellmembran und / oder die Aufnahme
der Nanosterne die magnetische Abtrennung der Zellen bereits ermdoglicht,
vorausgesetzt es liegt die dafir notwendige Konzentration Nanosterne vor.
Bemerkenswert ist der geringe Unterschied des Anteils magnetischer Zellen in den
verschiedenen Zelllinien, da sich verschiedene Zelltypen teils erheblich
unterscheiden koénnen in den Aufnahmewegen, der Zusammensetzung der
Biomembran und damit der Konzentration an Oberflachenproteinen, Proteoglykanen

auf der AuRenseite der Biomembran und vieles mehr. Beispielsweise beeinflussen
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der Cholesterolgehalt der Zellmembran und die Lipid Rafts die Aufnahme in die
Zelle.'”® Die unterschiedliche Verteilung der Proteglykane kdnnte erklaren, warum

manche Zelllinien einfacher zu transfizieren sind als andere. 8

Ein interessantes  Alleinstellungsmerkmal  von superparamagnetischen
Eisenoxidnanopartikel (,SPIONs*) bietet die magnetische Zellsortierung, mit deren
Hilfe gezielt bestimmte Zell(typen) aus einer heterogenen Population isoliert werden
konnen. Hierfiir werden haufig an Eisenpartikel gebundene Antikorper verwendet. 80
Eine interessante neue Mdglichkeit kdnnte die Kombination von Transfektion und
magnetischer Sortierung bieten. Dafur ware ein System notwendig, das schonend
genug zu den Zellen ist und die Viabilitat nicht zu stark beeintrachtigt, sowie eine
sterile Abtrennung der transfizierten Zellen ermoglicht. Daher wurde eine Alternative
zu der Behandlung mittels des ,Magnetic Rack® (siehe Abbildung 16) entwickelt. Fur
diesen Zweck wurde ein Protokoll fir das MACS-System (Magnetic Activated Cell
Sorting; Miltenyi Biotec) adaptiert, welches urspringlich fur die Antikorper-basierte
magnetische Zellabtrennung vorgesehen ist.'8! Dieses System basiert auf einer mit
ferromagnetischen Kigelchen geflllten Saule, welche die magnetischen Zellen
zurlckhalt, wenn ein Magnetfeld angelegt wird. Die nicht-magnetischen Zellen
kénnen im darauf folgenden Waschschritt im Durchfluss gesammelt werden.
Entfernt man anschlieBend die Saule aus dem Magnetfeld, werden die
magnetischen Zellen nicht langer zurtuckgehalten und kénnen eluiert® werden

(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Multistand Apparatur (1) mit MidiMACS
Separator (2) und LS Column (3).

Abbildung nach © Miltenyi Biotec, 2013; modifiziert

Die Vorteile gegenuber dem ,magnetic rack® bestehen vor allem in der Zeitersparnis,
wodurch die Abtrennung der Zellen nach dem Herstellerprotokoll nach ungefahr 60
min abgeschlossen ist. Der zeitaufwandige Schritt mit der Uber-Nacht-Inkubation

beim ,magnetic rack® Protokoll entfallt damit (siehe Kapitel 3.2.3).

Zunachst wurde eine Testabtrennung mit unbehandelten CHO-K1 Kontrollzellen
durchgeflihrt. Dabei wurden je drei verschiedene Zellkonzentrationen verwendet,
um zu untersuchen, ob die Zellzahl einen Einfluss auf die Elution hat. Das Ziel war
dabei zu untersuchen, wie hoch beispielsweise bei einer zu geringen Zellzahl der in
der Saule verbleibende Teil der Zellen ist oder ob bei einer zu hohen Zellzahl die

Elution beeintrachtigt wird (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Magnetische Testabtrennung per MACS von nicht-
transfizierten Zellen

CHO-K1 Zellen wurden geerntet und in verschiedenen Konzentrationen per MACS
magnetisch abgetrennt. Die Bestimmung der Viabilitat und die Auszahlung der
verschiedenen Zellfraktionen erfolgten per Vi-Cell Cell Counter. Die Daten reprasentieren
die Mittelwerte + SD, n = 2.

Dabei zeigte sich unabhangig von der verwendeten Zellzahl, dass im Mittel ~ 8% der
Zellen als falsch-positiv in der magnetischen Fraktion resultierten. Die Viabilitat
dieser Zellen war um ~15% vermindert gegenuber den Zellen der nicht-
magnetischen Fraktion. Der Grund hierfur kdonnte am zusatzlichen Schritt der
Eluierung liegen, bei welchem der Stopsel aufgebracht wird um die verbleibenden
Zellen mit Druck aus der Saule zu beférdern. Auffallig ist, dass durchweg ~ 20% der

Zellen verloren beziehungsweise nicht eluiert wurden.

In Kapitel 3.2.3.3 wurde der Zusammenhang zwischen der Inkubationsdauer nach
Polyplex-Zugabe und dem zellularen Magnetismus untersucht. Dabei zeigte sich,
dass der Anteil an magnetischen Zellen trotz Iangerer Inkubation und
zwischenzeitlich erfolgter Zellteilung nicht wesentlich abnahm. Da die
Charakterisierung mittels ,magnetic rack® erfolgte, wurden die magnetischen und

nicht-magnetischen Zellfraktionen, bedingt durch den Schritt der Uber-Nacht-
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Inkubation im Protokoll, nicht im Durchflusszytometer untersucht. Die magnetische
Zellabtrennung Uber MACS dagegen ermoglicht sowohl eine direkt im Anschluss
resultierende Untersuchung im Durchflusszytometer als auch die Rekultivierung der

abgetrennten Zellen.

Hierzu wurden CHO-K1 Zellen mit NS5 (N/P = 20) transfiziert und per MACS 24 h
spater separiert. Die verschiedenen Fraktionen, magnetisch und nicht-magnetisch,
wurden nach Separierung wieder in Kultur gebracht. Ein nicht-separiertes Aliquot
aus derselben Kultur diente als Kontrolle. Die EGFP-Expression der Zellen aus den
beiden Fraktionen wurde mit der von den Kontrollen sowohl direkt nach der

Separation als auch 25 und 49 h spater verglichen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: EGFP Expression und Anteil magnetischer Zellen nach
Zellseparierung in Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer

CHO-K1 Zellen wurden mit NS5 (N/P = 20) transfiziert, nach 24 h in Kultur per
MACS separiert (t = 0) und getrennt voneinander weiter kultiviert. Dabei waren
72% der Zellen in der nicht-magnetischen und 17% in der magnetischen Fraktion.
Dargestellt sind die Zellfraktionen Kontrolle (K, keine Separierung), nicht-
magnetisch (nM) und magnetisch (M). Die Daten reprasentieren ein, im Duplikat
gemessenes, Experiment. Die Standardabweichung ist eingezeichnet.
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Wie auch schon bei der Separierung mit den nicht-transfizierten Zellen (Abbildung
22) wurden ungefahr 20% der Zellen im Laufe der Abtrennung verloren. Dies wurde
durch die Beobachtung gestitzt, dass die Viabilitat der magnetischen Fraktion auf
unter 70% direkt nach der Separierung gesunken ist. Nach weiteren 24 h
Kultivierung erreichte die Viabilitat wieder >90%. Verglichen mit den Kontrollen,
waren die EGFP-exprimierenden Zellen durchweg haufiger in der magnetischen
Fraktion, wahrend ihr Anteil in der nicht-magnetischen Fraktion etwas geringer war.
DarUber hinaus zeigte sich in der Unterteilung der EGFP-exprimierenden Zellen in
niedrig-, mittel- und hochproduzierende Zellen (Low-, Middle-, High-Producer) eine

geringflgige Verschiebung zu den High-Producern in der magnetischen Zellfraktion.

Als nachstes wurde untersucht, wie sich der Magnetismus und die
Transfektionseffizienz verhalt, wenn die magnetisch separierten Zellen rekultiviert
und einen Tag spater erneut aufgetrennt werden. Dies kdnnte interessante neue
Anwendungsmaoglichkeiten eroffnen, beispielsweise eine Aufkonzentrierung
magnetischer Zellen fir MRI (engl. Magnetic Resonance Imaging) oder fir die
magnetische Hyperthermie-Therapie.®* Zu diesem Zweck wurden CHO-K1 Zellen
wie zuvor transfiziert (NS5, N/P = 20), kultiviert und anschlielend separiert. Die
magnetischen und nicht-magnetischen Zellfraktionen, sowie ein nicht-separiertes
Aliquot aus derselben Kultur wurden erneut in Kultur gebracht fur weitere 22 h.
AnschlieRend wurden alle drei Kulturen ein zweites Mal magnetisch aufgetrennt

(Abbildung 24).
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Abbildung 24: EGFP Expression sowie Anteil magnetischer Zellen bei erneuter magnetischer Abtrennung nach
Rekultivierung
Die erste Abtrennung (A) erfolgte durch MACS 26 h nach Transfektion (NS5, N/P = 20). Die jeweiligen Fraktionen wurden wieder kultiviert und
22 h spater erneut separiert (B, C, D). Dargestellt sind die Zellfraktionen Kontrolle (K, keine Separierung), nicht-magnetisch (nM) und magnetisch
(M). Die Daten entstammen aus einem Experiment.
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Die erste Separierung (t = 0, 26 h nach Transfektion, Abbildung 24 A) ergab ein
ahnliches Ergebnis wie zuvor (vergleiche Abbildung 23). Ungefahr die Halfte der Zellen
waren nicht-magnetisch, ~30% magnetisch und wiederum ~20% der Zellen wurden
wahrend der Separierung verloren. Die magnetische Zellfraktion zeigte erneut einen
geringfugig hoheren Anteil von EGFP-exprimierenden Zellen, als die nicht-
magnetische Fraktion. Als Zellen aus der nicht-separierten Kontrollkultur 22 h spater
ein zweites Mal auf die Saule gegeben wurden (also 48 h nach Transfektion), war die
relative Verteilung von magnetischen und nicht-magnetischen Zellen erneut ahnlich,
wahrend die absoluten Transfektionseffizienzen um ungefahr 10% angestiegen sind
(Abbildung 24, B). Der Grund fir den Anstieg des Anteils transfizierter Zellen kdnnte

sein, dass nach 22 h noch nicht die maximale Expression des Transgens erreicht war.

Als die magnetisch separierten Kulturen 48 h nach der Transfektion erneut untersucht
wurden, zeigte die nicht-magnetische Fraktion von der ersten Separierung (nun
.Kontrolle“ in Abbildung 24, C) eine Transfektionseffizienz, die beinahe identisch war
zu der nicht-magnetischen Fraktion, die aus der Kontrollkultur wahrend der zweiten
Zellseparierung erhalten wurde (Abbildung 24 B). Wurden die nicht-magnetischen
Zellen ein zweites Mal magnetisch separiert, wurde eine kleine Fraktion (15%) von
magnetischen Zellen erhalten, deren Transfektionseffizienz signifikant hdher war als
das Aliquot der nicht separierten Zellen (Zellfraktion "Kontrolle", Abbildung 24 C). Die
Fraktion der Zellen, die erneut als ,,nicht-magnetisch“ abgetrennt wurden (63%) zeigten
dagegen eine minimal niedrigere Transfektionseffizienz als das nicht-separierte
Zellaliquot (Abbildung 24 C). Es kann an dieser Stelle nicht festgestellt werden, warum
die Fraktion der magnetischen Zellen nicht schon wahrend der ersten Separierung an
die magnetische Saule gebunden hat. Bei der Testabtrennung mit nicht-transfizierten
Zellen lag der Anteil an falsch-positiven magnetischen Zellen bei 5 — 10% (Abbildung
22). Es ist daher denkbar, dass beim Waschschritt des MACS-Protokolls ein Teil der
eigentlich nicht-magnetischen Zellen in der Saule verbleibt und bei der Elution als
falsch-positive "magnetische" Zellen gewonnen werden. Die Korrelation zwischen

Magnetismus und Transgen Expression wurde jedoch beibehalten.

Im Falle der Zellen aus der magnetischen Fraktion der ersten Separierung (Abbildung
24 D) waren zwei Beobachtungen besonders auffallig: Erstens war zunachst wenig
zusatzlicher Verlust an Zellen wahrend der Abtrennung, beinahe 100% der Zellen

wurden wiedergewonnen. Von diesen haben 56% der Zellen ihre magnetischen
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Eigenschaften verloren und enthielten auch einen geringeren Anteil an EGFP-
exprimierenden Zellen. Dagegen waren 44% der Zellen erneut magnetisch und zeigten

den hdchsten Anteil EGFP exprimierender Zellen (> 70% Transfektionseffizienz).

Zwischen dem Moment der Transfektion und der zweiten Zellseparierung 48 h spater
haben die Zellen im Schnitt bereits zwei Zyklen der Zellteilung durchlaufen.”?
Ungefahr 50% der magnetischen Zellen der ersten Sortierung nach 26 h kdnnen daher
durch eine Verdunnung wahrend der Zellteilung erklart werden. Allerdings sollte dann
der Anteil an magnetischen Zellen der zweiten Sortierung nach 48 h deutlich geringer
sein. Eine Erklarung hierflr kdnnte sein, dass die Nanopartikel wahrend der Zellteilung
in gleichem Malde auf die Tochterzellen aufgeteilt wurden. In diesem Zusammenhang
sollte erwahnt werden, dass selbst nach Freisetzung der DNA aus den Polyplexen
ausreichende polyanionische Interaktionspartner wie beispielsweise RNA Molekule
oder Proteine im Zytosol zu finden waren, welche damit in der Aufrechterhaltung des

zellularen Magnetismus beitragen.

Es wurde eine nichtparametrische Spearman Korrelationsanalyse durchgefihrt, um zu
untersuchen, ob es statistische Zusammenhange zwischen den molekularen
Charakteristiken der Nanosterne (Kerndurchmesser, Armdichte, Armlange, Zahl an
monomeren Einheiten pro Nanostern), den physikochemischen Eigenschaften der
zugehdrigen  Polyplexe  (hydrodynamischer  Radius, Zetapotential), den
Transfektionsbedingungen (N/P-Verhaltnis, zugegebene Menge an Polymer) und den
zellularen Reaktionen (Transfektionseffizienz, Zahl magnetischer Zellen, Viabilitat)
gibt. Die Starke der Korrelation wurde in vier Abstufungen unterteilt: Rho Werte
zwischen 0 und 0,25 wurde als keine, 0,25 bis 0,5 als schwache, 0,5 bis 0,75 als
mittelstarke und 0,75 bis 1 als starke Korrelation definiert. Zur graphischen Darstellung

wurde schlieRlich noch ein Korrelogramm erstellt (siehe Abbildung 25).

71



Transfektion mit NP@PDMAEMA Nanosternen

Armlange

Viabilitat

Kermndurchmesser BiNga N ##

Armdichte Bkl BRI X:}

Polymer pro Nanostern [EiK:¥.

Hydrodynamischer Radius

N/P-Ratio FUl e ik

Transfektionseffizienz FLET 0.5

Zeta Potential
0.75

Polymermenge

-

Abbildung 25: Korrelogramm 2zwischen den Nanostern/Polyplex
Charakteristika und den zellularen Antworten (Viabilitat,
Transfektionseffizienz, Magnetismus)

Es wurden die rho Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman berechnet und farblich,
sowie als Zahlenwert dargestellt. Die positiven (blau) und negativen (rot) Korrelationen
wurden nach Starke in 4 Abstufungen unterteilt: Keine (0 — 0,25), schwache (0,25 bis 0,5),
mittelstarke (0,5 — 0,75) und starke Korrelation (0,75 — 1). Fir Parameter, die keine
statistisch  relevanten  Unterschiede zeigten (p > 0,05), wurden keine

Innerhalb der zellularen Parameter wurde eine positive Korrelation zwischen
Transfektionseffizienz und Magnetismus gefunden, welche beide negativ mit der
Viabilitat korrelierten. Dabei war keine dieser Korrelationen sehr stark. Eines der Ziele
der Durchfihrung der Korrelationsanalyse war die Identifizierung von (positiven)
Korrelationen zwischen Nanostern und/oder Polyplex Charakteristiken und der
Transfektionseffizienz, da dies wertvolle Informationen fur zukunftige Optimierungen
bieten kdénnte. Abgesehen von einer mittelstarken positiven Korrelation zum N/P-
Verhaltnis (0,64) und dem Zetapotential (0,54) wurde noch eine schwache positive
Korrelation zur Armlange (0,29) gefunden. Die Zugabe von mehr Polymer flr eine
vorgegebene Menge an DNA hat ebenfalls der Transfektion geholfen. Allerdings war
diese Korrelation nur schwach (0,48) und wurde bereits in vorherigen Experimenten

qualitativ untersucht.83
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Negative Korrelationen mit der Transfektionseffizienz waren schwach fur die
Polymermenge pro Nanostern, die Armdichte sowie mittelstark flir den
Kerndurchmesser der Nanosterne. Auch wenn die Polyplex-Grélie als einer der
kritischen Parameter fur die Transfektion angesehen wird,26.182 zeigte sich keine

statistisch signifikante Korrelation mit der Viabilitat oder Transfektionseffizienz.

Die Viabilitat dagegen zeigte eine starke negative Korrelation (-0,77) mit dem N/P-
Verhaltnis und der Menge an zugegebenem Polymer (-0,77). Dies bestatigt die
Beobachtung aus fruheren Experimenten, dass bei einer Transfektion die N/P-
Verhaltnisse nicht durch die Zugabe von mehr Polymer angepasst werden sollten,
sondern eher indem die Polymerkonzentration auf einem konstanten biokompatiblen
Niveau gehalten wird und die Menge an zugegebener DNA angepasst wird (Siehe
auch Kapitel 3.2.2).83 Bezogen auf die berechneten Korrelationskoeffizienten
(Abbildung 25) waren die Transfektionseffizienzen davon nicht stark betroffen,
wahrend die Viabilitdten von diesem Ansatz profitieren sollten. Die Zytotoxizitat von
PDMAEMA wurde bereits in verschiedenen Zelllinien und mit unterschiedlichen
Assays untersucht.’®.18 Diese Toxizitat ist dosisabhangig, auch wenn sich je nach
Konzentration die Mechanismen unterscheiden kénnen die zum Zelltod fiihren.151.154
PDMAEMA mit niedrigem Molekulargewicht ist dabei in der Regel weniger toxisch als
PDMAEMA mit hohem Molekulargewicht.'8>

Sehr starke positive Korrelationen wurden auch zwischen dem zellularen Magnetismus
und der zugegebenen Menge an Polymer gefunden (0,83), wohingegen die Korrelation
mit der Armdichte (-0,87) und der Nanostern-Masse (-0,88) negativ war. Die
Abhangigkeit von der Armdichte wurde bereits in Kapitel 3.2.3.1 diskutiert. Weniger
relevant war die Armlange, auch wenn diese Korrelation ebenfalls negativ (-0,58) war.
Die Grolie der korrespondieren Polyplexe zeigte eine positive Korrelation mit der Zahl
an magnetischen Zellen. In der Regel fuhren kleinere Polyplexe zu einem besseren
Transfektionsergebnis, insbesondere bei der Magnetofektion.'#? Da es neben der
Internalisierung in die Zelle jedoch noch weitere limitierende Schritte gibt, wie
beispielsweise das Verlassen der Endosomen oder die Aufnahme der pDNA in den
Zellkern,® bedeutet ein hoherer Gehalt an Nanopartikeln in der Zelle nicht automatisch
eine Zunahme der Transfektionseffizienz. Dies spiegelt sich in der Heterogenitat der
Daten wider, die keine statistisch signifikante Untersuchung der Korrelation zwischen

der Transfektionseffizienz und dem zellularen Magnetismus erlauben.
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Magnetische PDMAEMA-basierte Nanosterne koénnten den Startpunkt fir die
Entwicklung von nicht-viralen, synthetischen Transfektionsagenzien mit Potential fur
medizinische Anwendungen darstellen. Eine Hiurde dabei ware jedoch die Blut-
Kompatibilitat, die fur einfache polykationische Polymere zu gering ware. Die positiven
Ladungen auf der AuRenseite der Komplexe flhren zu unspezifischen Interaktionen
mit Blutbestandteilen wie beispielsweise Proteinen, Erythrozyten, Teilen der
extrazellularen Matrix oder Zellen des Immunsystems.8:187 Weitere Probleme bei
systemischer Applikation stellen beispielsweise die Aufnahme durch Zellen des
retikulohistiozytaren Systems (RHS), die Filtrierung in den Nieren oder Toxizitat dar.
Die Anbindung von Plasmaproteinen (auch "Opsonisierung" genannt) stellt dabei den
Primarmechanismus fur das RHS dar, um die zirkulierenden Nanopartikel zu erkennen
.18 Eine Strategie, um diese unspezifischen Interaktionen zu minimieren, stellt die
Modifizierung der Oberflache von kationischen nicht-viralen Vektoren dar,
beispielsweise durch die Hinzufligung eines zweiten hydrophilen Polymerblocks wie
PEG (Polyethylenglycol), PEO (Polyethylenoxid) oder PDEGMA
(Poly(di(ethylenglycol))methylethermethacrylat) dar, um die positiven Ladungen
abzuschirmen.’® PEG stellt hierbei den Goldstandard dar und es konnte von
verschiedenen Gruppen gezeigt werden, dass durch eine solche Modifikation eine
verlangerte Zirkulationszeit im Blut bei intravendser Gabe erreicht werden kann.190.191
Allerdings kann PEG auf der Oberflache die Aufnahme durch die Zellen und die
biologische Aktivitat vermindern.' Eine Alternative stellt PDEGMA dar, welches als

resistent gegen unspezifische Proteinadsorption gilt."92

Um die Blut Kompatibilitat der NP@PDMAEMA Nanosterne zu erhdhen, wurde zwei
Nanosterne (,DB1“ und ,DB2“) untersucht, an deren PDMAEMA Arme jeweils noch ein
aullerer PDEGMA Block hinzu synthetisiert wurde (Tabelle 5). Es wurde bereits von
verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt, dass eine solche Modifikation, verglichen mit
strukturell ahnlichen unmodifizierten Polymeren zu einer verringerten Zytotoxizitat und
hoheren Transfektionseffizienzen in Anwesenheit von Serum fiihren kann.1%193 Zyr
besseren Ubersicht ist die Tabelle der Nanosterne an dieser Stelle nochmal aufgefiinhrt
(Tabelle 5).
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Tabelle 5: Molekulare Charakteristiken der PDMAEMA-PDEGMA Nanosterne

Anzahl Armlange Kern Grafting
Bezeichnung Arme PDMAEMA PDEGMA Durchmesser density Mn (kg/mol)  PDI
block block (nm) (Ketten/nm?)
NS3 20 528 - 15,4 0,024 1660 1,3
NS5 46 1037 - 15,4 0,054 7498~ 16
DB1 91 540 250 28,8 0,035 12000 1.4
DB2 98 1100 4350 28,8 0,038 975000 1,6

Absteigend sortiert nach der Grafting Density. Die beiden PDMAEMA-Nanosterne NS3 und
NS5 sind der Vollstandigkeit halber mit aufgefiihrt, da sie in diesem Kapitel ebenfalls
untersucht wurden.

PDMAEMA: Poly(2-(dimethylamino)ethylmethacrylat.

PDEGMA: Poly (di(ethylenglycol)) methylethermethacrylat.

PDI: Polydispersitatsindex (Mw/M,).

Von den Plasmaproteinen stellt Serumalbumin den grof3ten Anteil mit ungefahr 60%
dar.'®* Daher kann mit fotalem Kalberserum (engl. fetal calf serum = FCS) versetztes
Kulturmedium dazu verwendet werden, um das in vivo Aggregationsverhalten der
Polyplexe beim Kontakt mit Plasmaproteinen nachzubilden. Ein Anteil von 10% FCS

im Medium entspricht dabei der physiologischen Konzentration (~ 34 mg/ml).1%5

4.2 Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 GroRe und Ladung als Funktion des N/P-Verhaltnis

Zwei der wichtigsten Parameter fir eine Transfektion in vivo stellen Gro3e und Ladung
der Polyplexe dar. Besonders wichtig sind diese beiden Faktoren bei systemischer
Applikation, da die Komplexe beim Transport durch die Kapillaren, dem Ubertritt aus
den BlutgefalRen in das Gewebe und schliellich bei der Internalisierung durch die
Zielzellen vielerlei Barrieren (berwinden missen.'® Negativ geladene
Blutbestandteile wie beispielsweise verschiedene makromolekulare Proteine kdnnen
an kationische Polymere binden und damit grol3e Aggregate bilden, die sowohl den

Eintritt in die Zelle als auch die systemische Verteilung beeintrachtigen kdnnen.

DB1 stellte die erste Charge der PDEGMA-modifizierten Nanosterne dar und daher
wurde zunachst nur eine kleine Menge synthetisiert, die zum Zeitpunkt der Zetasizer
Charakterisierung nicht mehr zur Verfugung stand. Analog zu den NP@PDMAEMA
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Nanosternen in Kapitel 2.2.1 und 2.2.2 wurden Polyplexe aus DB2 und pEGFP-N1
gemall dem Transfektionsprotokoll (Kapitel 1.5) gebildet und im Zetasizer die
hydrodynamischen Radien per DLS-Messung sowie das Zetapotential bestimmt
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: GroRenmessung mittels DLS von Polyplexen des Nanosterne
DB2

Es wurden Polyplexe zwischen DB2 und dem Plasmid pEGFP-N1 unter den Bedingungen
des Transfektionsprotokolls bei verschiedenen N/P-Verhaltnissen in serumfreiem
Kulturmedium (Opti-MEM) gebildet. Die PartikelgroRen wurden im Zetasizer per DLS
gemessen. Gezeigt sind die intensitatsgewichteten Verteilungen (A) sowie gemittelten
hydrodynamischen Radien in Abhéangigkeit vom N/P-Verhaltnis (B). Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte £ SD, n = 3.

Die GroRenmessung zeigte, dass DB2 in der Lage war bei allen untersuchten N/P-
Verhaltnissen die DNA aullerst effizient im Polyplex zu kondensieren. Die Komplexe
waren uber einen breiten N/P-Bereich ziemlich konstant in der GroR3e, es wurden keine
Aggregationen beobachtet und die GroRenverteilung war monomodal mit einen
ausgepragten Scheitelpunkt (Abbildung 26 A). Die mittleren hydrodynamischen
Radien lagen im Bereich 100 — 160 nm (Abbildung 26 B). Dies bestatigt die
Beobachtung der vorherigen Messungen der NP@PDMAEMA Nanosterne, dass eine
Mindestarmlange und Grafting Density notwendig ist, um die pDNA effizient zu
kondensieren und mit einer vergleichbar kompakten Grofle zu bilden. Fur eine
effiziente Transfektion ist es besonders wichtig, dass Aggregationen vermieden
werden und die Polyplexe aufgrund ihrer GréRe nicht vom Erreichen des Zielorts
ausgeschlossen werden. Die Zetapotentiale waren im bereits ab dem geringsten
untersuchten N/P-Verhaltnis von 5 stark positiv und Uber den gesamten gemessenen
Bereich hinweg bei =17 mV (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Bestimmung des Zetapotentials von DB2 Polyplexen in

Abhangigkeit von der N/P-Ratio

Es wurden Polyplexe zwischen dem Nanostern DB2 und dem Plasmid pEGFP-N1 unter den
Bedingungen des Standard Transfektionsprotokolls (Kapitel 1.5) bei verschiedenen N/P-
Verhaltnissen gebildet. Das Zetapotential wurde mittels Zetasizer gemessen. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte £+ SD, n = 3. Freie Plasmid-DNA (1 pg/ml) zeigte ein
Zetapotential von -12,2 + 1,3.

Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit PEG-modifizierten PDMAEMA
Transfektionsagenzien, die bei Untersuchungen bereits bei einem N/P-Verhaltnis von
> 2 ein stark positives Zetapotential zeigten.'®” Zu strukturell vergleichbaren PDEGMA-
PDMAEMA Polymeren liegen derzeit noch keine Daten zum Zetapotential in der

Literatur vor.

4.2.2 Transfektionseffizienz und Magnetismus

4.2.2.1 Korrelation zwischen Magnetismus und

Transfektionseffizienz

Um den Einfluss des zusatzlichen PDEGMA-Blocks auf die Transfektion zu
untersuchen, wurden analog zu Kapitel 3.2.3.1 Polyplexe aus DB1 oder DB2 mit
pEGFP-N1 gebildet und damit CHO-K1 Zellen transfiziert. Nach 26h wurden die
Transfektionseffizienzen, Viabilitaten und der Anteil an magnetischen Zellen bestimmt
(Abbildung 28). DB1 entsprach in der Armzahl und der Gréfte des PDAMEMA Blocks
dem Nanostern NS4, verflgte jedoch noch pro Arm Uber einen zusatzlichen PDEGMA
Block (250 Einheiten).
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Abbildung 28: Transfektionseffizienzen (==m), magnetische Zellfraktionen
(wmm) und Viabilitaten (——)

Es wurden CHO-K1 Zellen mit den PDMAEMA-PDEGMA Nanosternen DB1 (A) und
DB2 (B, C) transfiziert, das Medium nach 4h (A, B) ausgetauscht bzw. die Polyplexe
Uber Nacht auf den Zellen gelassen (C) und nach 26 h analysiert. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte £ SD, n 2 3; n = 1 bei DB1 N/P = 25 (A, B),
beziehungsweise entstammen einem Experiment (C).

Der zusatzliche PDEGMA-Block schien die Transfektionseffizienz nicht zu
beeintrachtigen, es wurde eine maximale Transfektionseffizienz von 66 + 7 % erreicht
(Abbildung 28 A). Die Zytotoxizitat war eher gering, die gemessenen Viabilitaten lagen
im gesamten untersuchten N/P-Bereich bei = 90%. Beim Magnetismus wurde im
Gegensatz zu den NP@PDMAEMA Nanosternen keine statistisch relevante
Korrelation mit der N/P-Ratio beobachtet. Der Anteil an magnetischen Zellen war dabei

vergleichsweise hoch mit ~ 60 — 80 %.

DB2 auf der anderen Seite dhnelte mit der Armzahl und dem PDAMEMA-Anteil am
ehesten noch NS5, allerdings war der PDEGMA-Block wesentlich grofier mit 4350
Einheiten. Die Transfektionseffizienz war etwas geringer als bei DB1, das Maximum
lag bei ~43% EGFP-positiver Zellen (Abbildung 28 B). Auch die Viabilitaten waren
deutlich beeintrachtigt, mit Erhéhung des N/P-Verhaltnis nahmen diese immer weiter
bis auf 74% ab. Wurden die Polyplexe nicht nach 4 h durch Medientausch abgetrennt,

sondern Uber Nacht auf den Zellen gelassen, nahm die Viabilitdt durchgehend um
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weitere ~20% ab (Abbildung 28 C). Allerdings konnte die Transfektionseffizienz
dadurch noch etwas gesteigert werden, das Maximum lag bei 57% EGFP-positiver
Zellen. Beim Magnetismus wiederum bestatigte sich die vorherige Beobachtung, dass
der zellulare Magnetismus mit der Menge an zugegebenem Polymer korreliert. So
steigerte sich der Anteil magnetischer Zellen von 9% bei N/P = 5 bis auf 60% bei N/P
= 30. Wurden die Polyplexe Uber Nacht auf den Zellen gelassen, so erhdhte sich der
Anteil magnetischer Zellen noch geringfligig bis auf maximal 69%, der Unterschied war

bei den niedrigeren N/P-Verhaltnissen deutlicher als bei den héheren.

Mit einer Molekulmasse (Mn) von 975.000 kg/mol, war der Nanostern DB2 mit Abstand
die grofte der untersuchten Strukturen. Dennoch waren die Polyplexe, wie in Kapitel
4.2.1 gezeigt, nicht grofRer als die Polyplexe, welche mit den kleineren Nanosternen
gebildet wurden (Kapitel 2.2.2). Daher erscheint es unwahrscheinlich, dass lediglich
die Grolle der Polyplexe flr die schlechtere Transfektionseffizienz von DB2, verglichen
mit NS5/NS6, verantwortlich ist. Mendrek et al. haben gezeigt, dass ein hoher DEGMA
Gehalt in der aulleren Hille von PDMAEMA-basierten Polymeren zu einer hoheren
Zytotoxizitat fihrt als eine zufallige Verteilung von DMAEMA und DEGMA Einheiten.'®
Dies wird bestatigt durch die verbesserte Transfektionseffizienz (66% + 7%; N/P 20)
und Biokompatibilitdt (94% £ 7% Viabilitat in CHO-K1 Zellen) des anderen Diblock
Nanosterns DB1, welcher zwar Uber eine ahnliche Armzahl (91) und Grafting Density
(0,035 Arme/nm?) verflgte, aber Uber signifikant kirzere PDMAEMA (540 statt 1100)
und PDEGMA (250 statt 4350) Blocke. Die geringere Biokompatibilitat von DB2 dirfte
daher hauptsachlich in der Grolle des PDEGMA Blocks begriindet liegen, welche
ebenfalls die Transfektionseffizienz beeintrachtigte. Daruber hinaus kdnnte der nicht-
ionische aulRere PDEGMA Block die Zellinternalisierung der Polyplexe beeinflussen.
Verschiedene Gruppen haben gezeigt, dass die Modifikation durch ein hydrophiles
Polymer wie DEGMA oder PEG zu einer Veranderung bei der Aufnahme und dem

intrazellularen Transport fiihrt.198.199
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4.2.2.2 Transfektion in Anwesenheit von Serum

Das Ziel der Modifikation der DMAEMA-Polymerkorona durch das Hinzufugen eines
PDEGMA-Polymerblocks war die Erhéhung der Blutkompatibilitdt der Nanosterne. Ein
typisches Indiz flir die geringe Blutkompatibilitdt von polykationischen
Transfektionsagenzien stellt der Verlust der Transfektionseffizienz in Anwesenheit von
Serum dar. Kationische Polymere konnen negativ geladene Serumproteine binden und
Nanopartikel bilden in serumhaltigem Medium eine Proteinkorona, was die Interaktion
mit den Zellen beeinflusst und beispielsweise bei Aggregationsbildung die Aufnahme
in die Zelle beeintrachtigen,?° sowie die Transfektionseffizienz sowie Viabilitat negativ
beeinflussen kann.'*® Die Bildung dieser Proteinkorona wird stark von der
Mikroumgebung, wie der Zusammensetzung des Zellkulturmediums, beeinflusst.?°’
Eine weitere Ursache fir eine verringerte Transfektionseffizienz in Anwesenheit von
Serum kann beispielsweise die Verdrangung der DNA aus dem Komplex durch negativ

geladene Serumproteine darstellen.'®”

Um die Transfektion in Anwesenheit von Serum zu untersuchen, wurden daher jeweils
Polyplexe aus pEGFP-N1 und dem Nanostern mit dem zusatzlichen PDEGMA-Block
DB2 nach dem Standard Transfektionsprotokoll (siehe Kapitel 1.5) gebildet.
Anschlieend wurden die Aliquots des Transfektionsmix zu CHO-K1 Zellen gegeben,
die in Opti-MEM Medium ausplattiert waren, welches jeweils 0%, 5% und 10% FCS
enthielt. In Abbildung 29 ist das Ergebnis der Transfektion mit DB2 in Anwesenheit von

Serum als Funktion des N/P-Verhaltnisses aufgefuhrt.
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Abbildung 29: Transfektionseffizienz (=) und Viabilitat (——) von DB2 in der
Anwesenheit von fotalem Kalberserum

CHO-K1 Zellen wurden mit DB2 transfiziert, das Serum wurde nach der Polyplex-Bildung
zugegeben. Die Daten reprasentieren ein Experiment.
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Die Transfektionseffizienzen fielen durchweg in Anwesenheit von Serum ab. Dies
wurde fur alle untersuchten N/P-Verhaltnisse beobachtet. Interessanterweise war fur
N/P > 15 kein Unterschied zwischen den Transfektionseffizienzen in Anwesenheit von
5% und 10% Serum zu beobachten. Allerdings bewirkten erh6hte Konzentrationen von
Serum einen negativen Effekt auf die Viabilitdten, insbesondere bei hoheren N/P-
Ratios. Der Nanostern DB2 zeigte bereits bei serumfreier Transfektion eine erhohte
Zytotoxizitat (siehe Abbildung 28). Maiorano et al. (2010) haben gezeigt, dass die
Proteinkorona der Nanopartikel zu einer erhohten Menge an internalisierten
Nanopartikeln fiihren kann, was sich negativ auf die Viabilitat auswirkte.?%" Zusétzlich
ware bei den hohen N/P-Verhaltnissen mehr freies Polymer vorhanden, welches als
eine der Hauptursachen fir die Zytotoxizitdt von polykationischen

Transfektionsagenzien gilt.

Fur einen Vergleich mit den Nanosternen ohne zusatzlichen PDEGMA Block wurden
unter den gleichen Bedingungen CHO-K1 Zellen jeweils mit den NP@PDMAEMA
(NS3, NS5), sowie den NP@PDMAEMA-PDEGMA Nanosternen (DB2) in
Anwesenheit von Serum transfiziert. Die N/P-Verhaltnisse wurden individuell fur jeden
Nanostern gewahlt, um vergleichbare Transfektionseffizienzen und Viabilitaten sicher
zu stellen (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Einfluss von Serum auf die Transfektionseffizienzen.

Es wurden CHO-K1 Zellen mit DB2 (N/P = 20), NS3 (N/P = 20) und NS5 (N/P = 15)
transfiziert. Der strukturelle Aufbau der Nanosterne: NS3: NP@(PDMAEMAs2g)20; NS5:
NP@(PDMAEMA1037)ss; DB2: NP@(PDMAEMA1100-b-PDEGMA43s50)0s. Die  Daten
reprasentieren ein Experiment.
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In allen Fallen wurde ein Abfall der Transfektionseffizienz mit steigender Serum-
Konzentration beobachtet. Allerdings war dieser Abfall deutlich schwacher ausgepragt
fur DB2, als fur NS3 und NS5. Als Folge davon zeigte DB2 eine 4fach hohere
Transfektionseffizienz als NS3 und NS5 in Anwesenheit von 5% FCS und eine 6fach
hohere Transfektionseffizienz in Anwesenheit von 10% FCS. Interessanterweise
wurde die Viabilitdt von NS3 und NS5 kaum beeintrachtigt und lag bei > 95%. Wie
schon zuvor (vergleiche Abbildung 29) sank im Falle von DB2 die Viabilitat auf bis zu
72% in serumhaltigem Medium herab. Allerdings war die Viabilitdt auch bei serumfreier
Transfektion bereits herabgesetzt (86%). Die erhdhte Zytotoxizitat wurde fur DB2
bereits bei verschiedenen N/P-Verhaltnissen beobachtet (Abbildung 28) und liegt
vermutlich in der Grolle des PDMAEMA-PDEGMA Blocks begriindet, da schon fir
verschiedene kationische Polymere der Zusammenhang zwischen dem
Molekulargewicht und der Zytotoxizitat beschrieben wurde. Polymere mit geringem
Molekulargewicht sind in der Regel weniger toxisch, dabei allerdings auch meist

weniger effizient bei der Transfektion.2526

Bei einer Transfektion missen die Polyplexe verschiedene Barrieren Gberwinden, bis
es zu einer erfolgreichen Expression des Transgens flihrt. Nach der Aufnahme der
Komplexe durch die Zelle, werden diese in Endosomen eingeschlossen, aus welchen
sie sich befreien muissen, um in das Zytoplasma gelangen. Wahrend die
Internalisierung durch Endozytose und die Befreiung aus den Endosomen durch die
.proton sponge“ Hypothese erklart werden kénnen und durch zahlreiche Studien
immer besser charakterisiert werden, ist tiber die darauf folgenden Schritte noch nicht
viel bekannt.3885202 \/grschiedene Arbeitsgruppen haben versucht, den Weg der
Polyplexe in der Zelle durch Markierung der pDNA oder der Polymere mit Farbstoffen
oder Fluoreszenzmarkern nachzuvollziehen.*%8097 Jedoch kann nicht ausgeschlossen

werden, dass durch die dafur notwendigen chemischen Modifikationen die zellinternen
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Prozesse nicht beeinflusst werden, beispielsweise durch Adsorption von Proteinen an
die Seitengruppen. Dartber hinaus kann es durch Auswaschen oder Dissoziation der
Fluoreszenzmarker zu Fehlinterpretationen bei der Analyse der Zellaufnahme oder

intrazellularen Verteilung kommen.203

Die Nanosterne auf der anderen Hand bieten mit ihren Eisenoxid-Kernen gegenlber
den gangigen nicht-viralen Transfektionsagenzien den Vorteil, dass sie ohne weitere
Modifikationen in einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) in der Zelle
detektiert werden konnen. Daflur wird ein Objekt von maximal ~ 100 nm Dicke in ein
Vakuum gebracht und einem Strahl von beschleunigten Elektronen ausgesetzt.?%4
Beim Weg durch die zu untersuchende Probe werden die Elektronen an den
Atomkernen gestreut und schlie3lich auf einem Leuchtschirm detektiert. Die derzeitige
Auflésungsgrenze liegt bei 0,045 nm.2%° Wahrend biologisches Material in der Regel
aus Strukturen mit geringer Elektronendichte besteht und sich ohne zusatzliche
Praparierung mit Kontrastmitteln nicht sichtbar von dem Hintergrund abheben wirde,
sind die elektronendichten Fe203-Kerne der Nanosterne als dunkle kontrastreiche
Strukturen sichtbar. Um einen Einblick in intrazellulare Verteilung und Lokalisierung
der Nanopartikel zu bekommen, wurden daher CHO-K1 Zellen unter
Standardbedingungen mit verschiedenen Nanosternen transfiziert. Nach der Ernte der
Zellen wurde diese zentrifugiert und die Zellpellets mit Glutaraldehyd chemisch fixiert
und vor der Einbettung in Epon-Harz mit Osmiumtetraoxid und Uranylacetat

kontrastiert.

Des Weiteren wurde durch eine Analyse der raumlichen Verteilung von Eisen die
Nanosterne innerhalb der Zelle lokalisiert. Bei der Elektronenenergieverlust-
spektroskopie (EELS) wird eine Probe mit Elektronen bestrahlt, die durch inelastische
Elektronenstreuung an den Elektronenhdillen spezifische Energieverluste erleiden und
deren Hohe mit einem Spektrometer gemessen wird.2® Diesen Energieverlusten
kénnen verschiedene Wirkmechanismen zugrunde liegen. Sie sind unter anderem von
den Bindungsverhaltnissen im Festkorper und der Zusammensetzung abhangig und
erscheinen in einem EELS-Spektrum als Kanten, die fur jedes Element spezifisch sind.
Durch die Verwendung eines geeigneten Energiefilters kdnnen die Elektronen, welche
Energieverlust erlitten haben, zur Erstellung der raumlichen Verteilung des
zugehorigen Elements ("elemental mapping") in der Probe genutzt werden. Fir die
Erstellung des Abbilds der raumlichen Verteilung wurde die sogenannte 3-Fenster-

83



Lokalisierung der Nanopatrtikel per Transmissions-elektronenmikroskopie

Methode angewendet.??:2%% Dazu werden mindestens drei Aufnahmen bei drei
verschiedenen Energien verwendet. Eine Aufnahme erfolgt knapp hinter der
Energieverlustkante und ist spezifisch fur das Element, welches abgebildet werden
soll. Die anderen beiden Aufnahmen liegen aul3erhalb der Energieverlustkante und
gehoren zu den Auslaufern einer benachbarten Kante. Dieser Energieverlust gehort
jedoch nicht zum gesuchten Element und wird daher als Hintergrundrauschen
bezeichnet und herausgerechnet. Auf diese Weise verbleiben flr das Elemental
Mapping lediglich die Elektronen der gesuchten Energieverlustkante. Da hochdichte
Eisenansammlungen naturlicherweise nicht in CHO-Zellen vorkommen, konnen die y-

Fe203-Nanopartikel mit dieser Methode vom Rest der Zelle unterschieden werden.

Vor der intrazellularen Lokalisierung der Nanopartikel wurden zunachst Cryo-TEM
Aufnahmen der Nanosterne NS5 und NS6 angefertigt. Bei dieser Methode werden die
wassrigen Proben auf ein sogenanntes grid aufgebracht und bei unterhalb von -135
°C schockgefroren. Das Wasser bildet an diesem Punkt keine Eiskristalle und bleibt
im amorphen Zustand durchsichtig, was eine nahezu Artefakt freie Darstellung von bis
zu 170 kD kleinen Strukturen ermoglicht.?%%219 Da direkt die wassrigen
Polymerlésungen verwendet werden kdnnen, ist dabei keine aufwendige Praparierung

wie bei der Fixierung und Kontrastierung von biologischem Material notwendig.

Die Cryo-TEM Aufnahmen zeigten typische spharische kontrastreiche Partikel und
entsprechen den TEM Aufnahmen von anderen SPIONs mit vergleichbarer Struktur
(Abbildung 31).1572" An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass mit dieser
Methode nur der elektronendichte Fe203-Kern der Nanosterne und nicht die Polymer
Korona sichtbar wird. Dabei wurden keine grofleren Nanostern-Aggregationen
gefunden. Um den Durchmesser der Eisenoxid-Kerne zu bestimmen, wurden per
ImageJ?'? aus den Aufnahmen binare Bilddateien erstellt und Uber die Kreisflache der
Durchmesser berechnet. Die auf diese Weise berechneten mittleren Durchmesser
betrugen 8,02 £ 0,89 nm fur NS5 und 8,17 + 0,46 flr NS6.
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Abbildung 31: Cryo-TEM Aufnahmen der Nanosterne NS4 und NS5
Von wassrigen Polymerlésungen wurden Aufnahmen von NS4 (A) und NS5 (B)
angefertigt. Um den Durchmesser der Partikel zu bestimmen, wurden zunachst
die Aufnahmen mit ImagedJ aufbereitet per FFT-Bandpass Filter und der adjust
threshold Funktion (A2, B2). Die Partikel wurden anschlieRend Uber die Analyze
Particles Funktion identifiziert und analysiert (A3, B3).
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Zum Zwecke der Praparierung der CHO-K1 Zellen fur die Elektronenmikroskopie
musste zunachst ein Protokoll etabliert werden. Im Rahmen der Masterarbeit wurde
bereits eine Flacheinbettung von transfizierten CHO-K1 Zellen durchgeflihrt, allerdings
konnten auf den dabei entstandenen Bildern keine Nanopartikel lokalisiert werden. Ein
weiteres Problem der Flacheinbettungen bestand in der geringen Zelldichte der
Praparate. Fur die folgenden TEM-Studien wurden daher Zellpellets statt
Flacheinbettungen fur die Praparierung gewahlt. Das Vorgehen der Praparierung der
CHO-K1 Zellen wurde dabei von dem Protokoll von Rogowski et al.?' adaptiert,
welches eigentlich fur die Praparierung von Chlamydomonas Zellen entwickelt wurde.
Da Saugerzellen wie CHOs sich gegenuber Grunalgenzellen in ihrer Morphologie teils
erheblich unterscheiden, war eine schonendere Praparation notwendig.
Beispielsweise verfugen CHO-Zellen nicht Uber eine Zellwand und sind daher
wesentlich  empfindlicher gegentber Stérungseinflissen wie beispielsweise
Scherkraften. Da das Ziel der Praparierung eine Fixierung der Zellen mdglichst in
ihrem nativen Zustand darstellte, war es insbesondere bis zum ersten Fixierungsschritt
der Glutaraldehyd Zugabe notwendig, die Zellen weitestgehend zu schonen. Ein
kritischer Punkt fir alle nachfolgenden Schritte stellte die Pelettierung der Zellen dar.
Wahrend eine zu starke Zentrifugation zur Deformierung bis teilweise Zerstérung der
Zellen fuhren konnte, wirde eine zu schwache Zentrifugation zu einem losen Zellpelett
fuhren, welches unter Umstanden bei den weiteren Praparierungschritten durch
mechanische Einwirkung zerfallt. Um die Unversehrtheit der CHO Zellen sicher zu
stellen, wurde daher eine Test-Zentrifugation mit unbehandelten CHO-Kontrollzellen
durchgefuhrt und diese anschlief3end im Durchflusszytometer untersucht. Warde sich
etwas an der Form der Zellen andern, so ware dies an der Abweichung im Histogramm
des Vorwartsstreulichts (FS = Forward Scatter) oder des Seitwartsstreulichts (SS =
Side Scatter) erkennbar. Dabei gibt FS die ZellgroRe und SS die Zelldichte wieder.
Wilrden die Zellen beispielsweise apoptisch werden oder durch die erhdhten
Zentrifugationskrafte mechanisch zerstért werden, wirde dies an den beiden
Parametern sichtbar werden.'?”2'* Dariiber hinaus wurde durch Propidiumiodid

Zugabe die Viabilitat bestimmt.
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Abbildung 32: Analyse von zentrifugierten CHO-K1 Zellen im
Durchflusszytometer

Adharente CHO-K1 Zellen wurden unter Standardbedingungen kultiviert, durch
Trypsin-Zugabe geerntet, in 5 verschiedene Aliquots zu je 3 * 1076 Zellen aufgeteilt
und fur 5 min verschieden starken Zentrifugalkraften ausgesetzt: 400 g (A), 600 g (B),
800 g(C), 1025 g (D), 1050 g (E). Jeder Punkt des Dot-Plots bedeutet 1 Messsignal (in
der Regel = eine Zelle), dargestellt ist die logarithmische Auftragung nach dem
Vorwartsstreulicht (FS = Forward Scatter) und des Seitwartsstreulichts (SS = Side
Scatter). Es wurden 2 Gates festgelegt: In Region 1A befinden sich die Zellen in ihrem
nativen Zustand, davon abweichende Zellen sind in 2A zu finden. Violett eingefarbt
sind Propidiumiodid-positive Zellen (= tote Zellen). Die Viabilitat war bei allen Proben
> 97%.

87



Lokalisierung der Nanopatrtikel per Transmissions-elektronenmikroskopie

Die  Durchflusszytometrie zeigte, dass selbst die hochste angelegte
Zentrifugationsstufe mit 1050 g nicht zu Veranderungen in der Verteilung der
Zellpopulation im SS-/FS-Histogramm fuhrte. Die Viabilitat lag dabei durchweg bei >
97%. Fir die nachfolgende Praparation der Zellen wurden diese daher bei 1050 g fur

5 min zentrifugiert.

Pro Ansatz werden 3 — 5 * 10% Zellen bendtigt, damit das Pellet gro genug fir die
Handhabung wahrend der Praparation ist. Das Praparationsprotokoll wurde auf diese
Zellzahl hin optimiert. Die bendtigte Zellzahl richtet sich dabei nach dem Zelltyp und
der Zellgréle. Ist das Pellet zu grol3, kann das zum Misslingen der Praparation flhren,
insbesondere beim Schritt der Entwasserung und des Durchdringens mit Epon, da
diese Prozesse einfacher Diffusion unterliegen und bei einem dickeren Pellet unter
Umstanden die Inkubationszeiten verlangert werden oder die Losungen haufiger

getauscht werden mussen.

In Kapitel 3.2.3 wurden verschiedene adharente Zelllinien von Saugerzellen mit den
Nanosternen transfiziert und anschlielend auf ihre EGFP-Expression und den
zellularen Magnetismus hin untersucht. Die Bestimmung der Transfektionseffizienz
erfolgte bei den meisten Experimenten nach 26 - 30 h. Um die intrazellulare Verteilung
der Nanosterne zu diesem Zeitpunkt zu untersuchen, wurden CHO-K1 Zellen jeweils
mit den Nanosternen NS1, NS2, NS5 und NS6 transfiziert und nach 26h mit der
Fixierung der Zellen gestartet. Die Nanosterne und N/P-Verhaltnisse wurden
entsprechend aus den Erkenntnissen der vorherigen Experimente (siehe Kapitel
3.2.3.1) so gewahlt, dass entweder moglichst viele Zellen magnetisch (NS1, NS2) oder
EGFP-positiv sind (NS5, NS6). Auf diese Weise sollte sichergestellt werden, dass die
Zellen auch tatsachlich genug Nanosterne aufgenommen oder zumindest gebunden
haben. Es zeigte sich, dass von allen Nanosternen Ansammlungen in den
praparierten CHO Zellen gefunden wurden und diese ausreichend Kontrast besalien
um sich vom Hintergrund des Zellinneren abzuheben (Abbildung 33 - Abbildung 37).
Dabei gelang es hochaufgeloste Aufnahmen von einzelnen Nanopartikeln
anzufertigen (Abbildung 34).
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Abbildung 33: TEM Aufnahmen von CHO-Zellen mit NS2 Nanosternen

CHO-K1 Zellen wurden mit Polyplexen aus pEGFP-N1 und NS2 (N/P = 10) transfiziert und
nach 26h Inkubationszeit gemall des TEM-Praparationsprotokolls fixiert. Gezeigt sind eine
ganze Zelle zur Ubersicht (A, B), MVB-artige Strukturen mit assoziierten Nanopartikeln (C)
sowie extrazellulare Nanopartikel Ansammlungen (D). Markierte Strukturen: Zytoplasma (z),
MVB-Strukturen mit Nanopartikeln (*). Bereich auRerhalb der Zelle (a), Zellkern (zk),
extrazellulare Nanopartikel Aggregationen (n), Zytoplasma (z).
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Abbildung 34: TEM Aufnahmen von NS2 Nanopartikel-Clustern in CHO Zellen
CHO-K1 Zellen wurden mit Polyplexen aus pEGFP-N1 und NS2 (N/P = 10) transfiziert und
nach 26h Inkubationszeit gemaR des TEM-Praparationsprotokolls fixiert.

Gezeigt ist eine intrazellulare Ansammlung von NS2 Nanopartikeln in aufsteigender
Vergroerung.
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Abbildung 35: TEM Aufnahmen von CHO-Zellen mit NS1 Nanosternen

CHO-K1 Zellen wurden mit Polyplexen aus pEGFP-N1 und NS1 (N/P = 20) transfiziert und
nach 26h Inkubationszeit gemaR des TEM-Praparationsprotokolls fixiert.

Gezeigt sind eine ganze Zelle zur Ubersicht (A) und MVB-artige Strukturen mit assoziierten
Nanopartikeln (B, C, D). Markierte Strukturen: Nanopartikel (schlanker Pfeil), Zytoplasma (z),
MVB-Strukturen mit Nanopartikeln (*), Mitochondrium (m).
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Abbildung 36: TEM Aufnahmen von CHO-Zellen mit NS5 Nanosternen

CHO-K1 Zellen wurden mit Polyplexen aus pEGFP-N1 und NS5 (N/P = 30) transfiziert und
nach 26h Inkubationszeit gemal des TEM-Praparationsprotokolls fixiert.

Gezeigt sind eine ganze Zelle zur Ubersicht (A) und MVB-artige Strukturen mit assoziierten
Nanopartikeln (B, C, D). Markierte Strukturen: Nanopartikel (schlanker Pfeil), Zytoplasma (z),
MVB-Strukturen mit Nanopartikeln (*), Mitochondrium (m).
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Abbildung 37: TEM Aufnahmen von CHO-Zellen mit NS6 Nanosternen
CHO-K1 Zellen wurden mit Polyplexen aus pEGFP-N1 und NS6 (N/P = 25) transfiziert und
nach 26h Inkubationszeit gemal des TEM-Praparationsprotokolls fixiert.

Gezeigt sind eine ganze Zelle zur Ubersicht (A) und MVB-artige Strukturen mit assoziierten
Nanopartikeln (B — D). Markierte Strukturen: Nanopartikel (schlanker Pfeil), Zellkern (zk),
Nucleolus (n), Zytoplasma (z), MVB-Strukturen mit Nanopartikeln (*), potentielle Polyplex-
Struktur (*).
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Sofern die Endosomen nicht vorher aufgelost werden, werden die Nanopartikel in
Vesikel eingeschlossen.'®%215 Diese vesikularen Nanopartikel Aggregationen sind
beispielsweise in Abbildung 33 A & B gut zu erkennen. Die Ursache flr intrazellulare
Aggregationen von SPIONs konnen beispielsweise chemische Destabilisierung oder
Adsorption von Biomakromolekiilen darstellen.''®4 Des Weiteren ist bekannt, dass
das saure Milieu der Lysosomen die Aggregation von Nanopartikeln fordert, was die

die Biodegradation durch die Zelle erschwert.'”®

Wesentlich haufiger wurden die Nanopartikel zusammen mit multivesikularen
Strukturen gefunden, welche auch als MVBs (,multivesicular bodies®, in den
Abbildungen mit * markiert) bezeichnet werden.?'® Dabei handelt es sich um eine
Untergruppe von Endosomen, die membrangebundene intraluminale Vesikel
enthalten, welche sich durch Einknospung in das Lumen des MVB bilden. Der Inhalt
von MVBs kann entweder durch die Fusion mit einem Lysosom degradiert werden oder
durch Fusion mit der Plasmamembran in den Extrazellularraum freigesetzt werden. Es
wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen beobachtet, dass internalisierte
Nanopartikel in spaten Endosomen / multivesikularen spaten Endosomen
eingeschlossen bleiben und schliel3lich Gber verschiedene Wege der Zelle recycelt

werden. 217

Unterschiedlich stark ausgepragt sind dabei die Regionen mit diffusem
elektronendichtem Material, bei dem es sich vermutlich hochdichte
Proteinansammlungen handelt.'”® Dies traf fiir alle vier Nanosterne zu. Bei diesen
Strukturen handelt es sich wahrscheinlich um spate Endosomen oder, besonders im
Falle der elektronendichteren Strukturen, um Heterolysosomen.'”821® Nanostern-

Aggregationen oder freie Nanosterne im Zytoplasma wurden nicht gefunden.

Vergleicht man die intrazellularen Aggregationen der verschiedenen Nanosterne
untereinander, dann fallt auf, dass NS1 und NS2 wesentlich gréiere Cluster zu bilden
scheinen als die Nanosterne NS5 und NS6. Ein Grund hierfir kdnnte sein, dass NS1
und NS2 weniger und kirzere PDAMEMA-Arme besitzen, was eine Verringerung der
Ladungsdichte bedeutet wodurch sich die Nanosterne weniger stark gegenseitig
abstolRen. Diese Aggregationseffekte der mit NS1 und NS2 gebildeten Polyplexe
wurden auch schon bei den DLS-Messungen beobachtet (Kapitel 2.2.2). Dies kdnnte
auch den auffallig hohen Anteil an magnetischen Zellen bei einer Transfektion mit

diesen beiden Nanosternen erklaren (Kapitel 3.2.3.1). Darlber hinaus wurden auch
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extrazellulare Nanostern Aggregationen gefunden (Abbildung 33 D). Das
Vorhandensein von extrazellularen Nanostern Aggregationen trotz mehrfachem
Medienwechsel im Rahmen des Transfektionsprotokolls (Kapitel 1.5) und den
Waschschritten bei der Praparation der Zellen fur die Elektronenmikroskopie (Kapitel
5.2.2) koénnte einen Hinweis auf persistente Bindung der Nanosterne an die
Zelloberflache darstellen. Eine irreversible Aggregierung von Nanosternen auf der
AuRenseite der Zelle konnte erklaren, warum bei manchen Nanosternen wie
beispielsweise NS2 eine hohe Zahl von magnetischen Zellen bei gleichzeitig
verhaltnismallig geringer Transfektionseffizienz gemessen wurde (Abbildung 17). Die
unspezifische Anlagerung von Nanopartikeln an der Membranaul3enseite flhrt nicht

zwangsweise zu einer effektiven Internalisierung in die Zelle.69.219

Ob Polyplexe in den Zellkern gelangen oder ob eine Dissoziation der pDNA-Polymer-
Komplexe im Zytosol stattfinden muss, wird kontrovers diskutiert. Beispielsweise
wurde gezeigt, dass durch die Membran-disruptiven Eigenschaften von verschiedenen
Polymeren die Internalisierung in den Zellkern gefordert wird.'? Direkte Mikroinjektion
von Polyplexen aus PEI und pDNA fuhrte zu einer vergleichsweise hohen Transgen-
Expression, was eine Dissoziation der Polyplexe im Zellkern andeutet und die

Bedeutung der Kernhlille als Barriere wahrend einer Transfektion unterstreicht.220

Im Falle der Nanosterne konnten keine Nanopartikel im Zellkern zweifelsfrei
identifiziert werden. Auf einer Aufnahme ist eine auffallig kontrastreiche Stelle im
Zellkern zu finden, bei der es sich nicht um den Nukleolus oder andere kontrastreiche
Strukturen biologischen Ursprungs handeln kann, die sich im Zellkern befinden
(Abbildung 37 A). Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich dabei
auch um Artefakte, beispielsweise der Nachkontrastierung mit Uranylacetat handelt,
da auch in Vergrélkerung keine spharisch geformten Nanopartikel zweifelsfrei

identifizierbar sind.
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Im vorherigen Kapitel wurden die Nanosterne in transfizieten CHO-Zellen per
Transmissionselektronenmikroskopie lokalisiert. Allerdings wurden diese Zellen erst
26h nach Polyplex Zugabe fixiert. Im Folgenden soll daher nun das Anfangsstadium
der Transfektion und damit die Aufnahme der Polyplexe durch die Zelle dokumentiert
werden. In Kapitel 3.2.3.2 wurde gezeigt, dass die Aufnahme relativ rasch erfolgt und
bereits 15 min Interaktionszeit zwischen den Polyplexen und den CHO Zellen
ausreicht, um einen Tag spater transfizierte und magnetische Zellen nachweisen zu
kénnen. Um das Zeitfenster naher zu untersuchen, wurden Polyplexe aus jeweils
pEGFP-N1 und den Nanosternen NS6 und NS12 gebildet, in getrennten Ansatzen zu
CHO-K1 Zellen gegeben und das Transfektionsmedium zu unterschiedlichen Zeiten
ausgetauscht: Nach 5 min, 15 min, 30 min, 1h und 4h. Der Nanostern NS6 wurde
ausgewahlt, da mit diesem bei den Transfektionsexperimenten die hdchste
Transfektionseffizienz erreicht wurde (siehe Kapitel 3.2.3.1). Als weiterer Nanostern
wurde mit NS12 der grolite Vertreter der NP@PDMAEMA Nanosterne ausgewahilt.
Anschlieend wurden die Zellen direkt durch Zugabe von Glutaraldehyd fixiert und
prapariert. Von den Zellen mit einer Interaktionszeit von 4h wurde ein Aliquot
genommen und fir weitere 26 h in Kultur gehalten bevor die Zellen fixiert wurden. Dies

entspricht somit der Praparierung der Zellen aus Kapitel 5.2.3.

In den Zellen, die mit NS6 transfiziert wurden, konnten bereits nach 15 min
Interaktionszeit intrazellulare Nanosterne per TEM identifiziert werden (Abbildung 38
B). Die Aufnahme zeigt den Einschluss in eine vesikulare Struktur, bei der es sich
wahrscheinlich um ein frihes Endosom handelt, da nur die Membran und die davon
eingeschlossene Polyplex-Struktur zu sehen sind. Wurden die Zellen nach Austausch
des Transfektionsmediums fur weitere 22 h inkubiert, so zeigte sich wieder die
charakteristische Aggregation der Nanosterne mit diffusem elektronendichtem
Material und den multilamellaren Strukturen, die auch schon in Kapitel 5.2.3

beschrieben wurden.
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Abbildung 38: TEM Aufnahmen von CHO-Zellen mit NS6 Nanosternen

Es wurden Polyplexe aus pEGFP-N1 und NS6 (N/P = 25) gebildet, in getrennten Ansatzen
zu CHO-K1 Zellen gegeben und das Transfektionsmedium zu unterschiedlichen Zeiten
ausgetauscht: Nach 15 min (A, B), nach 1 h (C) oder nach 4 h (D). Anschliefend wurden die
Zellen entweder direkt gemal des TEM-Praparationsprotokolls fixiert (A — C) oder zunachst
fur weitere 26h inkubiert und anschlieRend fixiert (D). Gezeigt sind eine ganze Zelle zur
Ubersicht (A), ein Endosom mit eingeschlossener Polyplex Struktur (B), eine Polyplex-
Struktur an der ZellauBRenseite (C) und MVB-artige Strukturen mit assoziierten Nanopartikeln
(D). Markierte Strukturen: Nanopartikel (schlanker Pfeil), Polyplexe (dicker Pfeil), Zellkern
(zk), Nucleolus (n), Zytoplasma (z), MVB-Strukturen mit Nanopartikeln (*), Endosom mit
Polyplex (e), Bereich auRerhalb der Zelle (a). Berechneter Durchmesser der Polyplexe: B:
2430 nm, C: 152 nm.
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Bei den Transfektionsexperimenten zeigte NS12 nur eine geringe
Transfektionseffizienz und kaum zellularen Magnetismus (Vergleiche Abbildung 17).
Konsequenterweise konnten nur wenig Nanosterne auf den TEM Aufnahmen
lokalisiert wurden. Die ersten inkorporierten Nanosterne wurden nach einer
Interaktionszeit von 30 min und 1h lokalisiert (Abbildung 39). Dabei handelte es sich
wiederum um Polyplexe in frihen Endosomen. Interessanterweise konnten in den
Zellen, die nach 4 h Interaktionsdauer fixiert wurden, bereits die Colokalisierung der
Nanosterne mit multilamellaren Strukturen identifiziert werden (Abbildung 39 C, D).
Vergleicht man diese mit den Aufnahmen der Zellen, die erst nach 26 h fixiert wurden,
so scheint die Zahl an aggregierten Nanopartikeln geringer zu sein und die Bildung der
membrandsen Strukturen ist weniger weit fortgeschritten. Flir beide Nanosterne war
die typische Entwicklung der Morphologie der Endosomen von durchscheinenden zu

wesentlich dichteren, multivesikularen Vesikeln zu sehen.?2

Darlber hinaus konnten Polyplexe sowohl von NS6 als auch von NS12 an der
AuBenseite der Zellmembran lokalisiert werden (Abbildung 38 C, Abbildung 40),
interessanterweise ausschliellich bei den Zellen, die 1h lang mit den Polyplexen
behandelt wurden. Der Prozess der Endozytose, das heil3t das Einstlilpen der
Biomembran, ist dabei allerdings nicht zu sehen. Die Durchmesser der Polyplexe
wurden unter der Annahme einer kreisformigen Flache bestimmt und lagen fur NS12
im Bereich ~150 — 275 nm. Die extrazellularen Polyplexe von NS6 waren bedeutend
kleiner (152 nm) als die intrazellularen Polyplexe, die bereits in Vesikel eingeschlossen
waren (2430 nm). Vermutlich haben letztere bereits mit Material der Zelle aggregiert.’4
Auch kann nicht ausgeschlossen werden, dass mehrere Polyplexe gemeinsam von

der Zelle aufgenommen und eingeschlossen werden.
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Abbildung 39: TEM Aufnahmen von CHO-Zellen mit NS12 Nanosternen
Es wurden Polyplexe aus pEGFP-N1 und NS12 (N/P = 20) gebildet, in getrennten Ansatzen
zu CHO-K1 Zellen gegeben und das Transfektionsmedium zu unterschiedlichen Zeiten
ausgetauscht: Nach 30 min (A), nach 1 h (B) oder nach 4 h (C, D). AnschlieRend wurden die
Zellen gemal des TEM-Praparationsprotokolls fixiert (A — C).

Gezeigt sind ein Endosom mit eingeschlossener Polyplex-Struktur (A, B), und MVB-artige
Strukturen mit assoziierten Nanopartikeln (C, D). Markierte Strukturen: Nanopartikel
(schlanker Pfeil), Mitochondrium (m), Zytoplasma (z), MVB-Strukturen mit Nanopartikeln (*),
Endosom mit Polyplex (e), Vesikel (v), Bereich auerhalb der Zelle (a), Polyplexe (dicker
Pfeil). Berechneter Durchmesser der Polyplexe: B: 148 nm.
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Lokalisierung der Nanopartikel per Transmissions-elektronenmikroskopie

Abbildung 40: TEM Aufnahmen von NS12 Polyplexen mit CHO-Zellen

Es wurden Polyplexe aus pEGFP-N1 und NS12 (N/P = 20) gebildet, zu CHO-K1 Zellen
gegeben und das Transfektionsmedium nach 1 h ausgetauscht. Anschlieend wurden die
Zellen direkt gemal des TEM-Praparationsprotokolls fixiert. Gezeigt sind Polyplex-Strukturen
an der Auf3enseite der Zellmembran, Aufnahme D stellt eine VergroRerung der auf Aufnahme
C gezeigten Struktur dar. Markierte Strukturen: Nanopartikel (schlanker Pfeil), Polyplexe
(dicker Pfeil), Mitochondrium (m), Zytoplasma (z), Bereich aulierhalb der Zelle (a).
Berechneter Durchmesser der Polyplexe: A: 261 nm, B: 159 nm, C: 268 nm, D: 274 nm.
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Lokalisierung der Nanopatrtikel per Transmissions-elektronenmikroskopie

Der elektronendichte Maghemit-Kern (y-Fe203) ermoglicht die Analyse der Nanosterne
per  Transmissionselektronenmikroskopie. = Wahrend  die Detektion bei
Polymerlésungen problemlos ist und die einzelnen Nanopartikel auf den Aufnahmen
gut zu erkennen sind (Abbildung 31), erfordern biologische Proben wie Gewebe oder
Zellpellets die  Nachkontrastierung mit Chemikalien wie beispielsweise
Osmiumtetraoxid oder Bleicitrat. Dadurch werden biologische Strukturen wie
Biomembranen oder Zellorganellen sichtbar, allerdings fuhrt diese Praparierung auch
zu einem grolReren Hintergrundrauschen. Bei Aufnahmen mit einem hohen Kontrast
sind dadurch einzelne Nanopartikel teils optisch nur schwer vom Hintergrund der
Probe zu unterscheiden. Da Strukturen mit einem vergleichbaren elementaren Aufbau
und Zusammensetzung wie die y-Fe203-Nanopartikel in Zelllinien wie CHO-K1 nicht
vorkommen, kdnnte eine Analyse der elementaren Zusammensetzung der Aggregate
helfen, die Nanopartikel vom nachkontrastierten biologischen Material zu
unterscheiden. Eine Methode, um die Verteilung eines bestimmten Elements, in
diesem Fall Eisen, in einer  Probe nachzuweisen, stellt  die
Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS) dar. Zu diesem Zweck wurden von
praparierten CHO-Zellen, die mit den Nanostern NS2 transfiziert wurden (Vergleiche
Kapitel 5.2.3), Aufnahmen angefertigt und mittels der 3-Fenster-Methode ein
Elemental Mapping von Eisen angefertigt um zu untersuchen, ob sich diese Methode
dazu eignet, um die Nanopartikel innerhalb der Zelle zu lokalisieren. In Abbildung 41
A ist das normalisierte Energieverlustspektrum der Eisen L2 3-lonisierungskante, in
Abbildung 41 B und C die TEM-Aufnahmen von intrazellularen Nanostern

Ansammlungen und die dazugehdrige elementare Verteilung von Eisen gezeigt.
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Abbildung  41: Elektronenenergieverlustspektroskopie-Analyse  der
intrazellularen Eisenverteilung

CHO-K1 Zellen wurden mit Polyplexen aus pEGFP-N1 und NS2 (N/P = 10) transfiziert und
nach 26h Inkubationszeit gemall des TEM-Praparationsprotokolls fixiert. A:
Energieverlustspektrum im Bereich der Bereich der Eisen L;3-Kante (~712 eV), B: TEM-
Aufnahme von Nanostern-Aggregationen, C: Elemental Mapping von Eisen (helle
Bereiche, die Position entspricht der Aufnahme von B).

Das Energieverlustspektrum zeigt ein hohes Hintergrundrauschen nach der Eisen-

Kante. Die Fe-L3 Kante im Bereich ~ 710 eV ist deutlich zu sehen, die Fe-L2 Kante im

Bereich von ~720 eV wird etwas vom Hintergrundrauschen uberdeckt. Die Lage der

Eisen-Kanten im Energieverlustspektrum deckt sich dabei mit den Daten der Literatur,

die fUr andere y-Fe203 Nanopartikel berichtet wurden.??2223 Das Hintergrundrauschen

macht sich auch in der Abbildung der elementaren Verteilung von Eisen bemerkbar

(Abbildung 41 C). Der Kontrast ist etwas gering und die Eisenverteilung erscheint eher

diffus. Daruber hinaus scheint ein leichter Drift der Probe stattgefunden zu haben,

erkennbar am Schatten unterhalb der hellen Bereiche der Fe-Verteilung. Fir eine

Identifizierung von einzelnen Nanopartikeln ist die Methode vermutlich nicht sensitiv
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Zusammenfassung

genug, fur diesen Zweck sollten moderne Verfahren wie STEM (engl. scanning
transmission electron microscopy) angewendet werden.??* Dennoch entsprach das
Elemental Mapping von Eisen weitestgehend der TEM-Aufnahme der Nanostern-
Aggregationen und konnte daher fur Praparate verwendet werden, bei denen durch
die Nachkontrastierung ein hohes Hintergrundrauschen oder viele kontrastreiche

Bereiche erhalten wurde, beispielsweise im Bereich des Zellkerns.

Der Transfer genetischen Materials in Saugerzellen (,Transfektion®) ist von groler
Bedeutung fur die Erzeugung genetisch modifizierter Zellen und kann heute mit
verschiedenen Techniken bewerkstelligt werden. Bei der nicht-viralen Transfektion
werden synthetische Vektoren (z.B. polykationische Polymere) eingesetzt, um das
genetische Material (z.B. Plasmid-DNA) zu binden und in Form von sogenannten
Polyplexen in die Zelle zu schleusen. Uber die Mechanismen der Aufnahme der
Polyplexe und die Freisetzung der DNA im Zellinneren ist jedoch bislang nur wenig
bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden neuartige sternférmige Nanopartikel
vorgestellt, die sich zur Transfektion von Saugerzellen eignen. Diese "Nanosterne"
bestehen aus einem festen y-Fe203-Kern, der mit einer Silica-Hulle beschichtet und
via  Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP) mit Poly(2-
(dimethylamino)ethylmethacrylat (PDMAEMA) funktionalisiert wurde. Durch den
Eisenoxid-Kern sind die Nanosterne paramagnetisch. Eine Bibliothek dieser
Nanosterne, bei der sich die einzelnen Varianten hauptsachlich in Anzahl und Lange
der PDMAEMA-Arme unterscheiden, wurde mit verschiedenen physikochemischen
Methoden charakterisiert und die Transfektion von verschiedenen Saugerzellen
untersucht. Die gebildeten Polyplexe aus Nanosternen und pDNA wurden auf ihre
Grolie und Oberflachenladung tber Bestimmung des Zetapotenials und dynamischer
Lichtstreuung (DLS) charakterisiert. Die Ladung der Polyplexe korrelierte mit dem N/P-
Verhaltnis (Molverhaltnis der Polymer-Aminogruppen zu den Phosphatgruppen der
DNA) und erreichte je nach Nanostern ab einem N/P-Verhaltnis = 15 einen
Sattigungswert von 15 bis 22 mV. Auch die GréRe der Polyplexe zeigte eine
Abhangigkeit vom N/P-Verhaltnis, wobei eine Erhéhung von letzterem bis zu einer

Sattigungsgrenze zu einer Verkleinerung der hydrodynamischen Radien fuhrte. Eine
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Ausnahme bildeten die Nanosterne mit der kleinsten Armdichte, bei denen
Aggregationsbildung beobachtet wurde. Der Grund liegt vermutlich in der geringeren
elektrostatischen und sterischen AbstoBung der Nanosterne. Die Stabilitat der
Polyplexe wurde mit dem AT-Assay untersucht. Dabei zeigten Polyplexe in HBG-
Losung mit steigenden N/P-Verhaltnis eine hohere Stabilitat als in NaCl-Losung (150
mM). Als Ursache konnte ein pH-Effekt, der zu einer Veranderung der Ladungsdichte
fuhrt, in Betracht kommen. Diese Hypothese wurde durch zusatzliche pH-Messungen
bestarkt.

Fur die Transfektionsstudien wurden Polyplexe aus verschiedenen Varianten der
Nanostern-Bibliothek und einem Plasmid, welches flir das grin fluoreszierende Protein
(GFP) kodiert, gebildet und verschiedene Zelllinien transfiziert (CHO-K1, HEK-293,
L929, Jurkat). Transfektionseffizienz und Zytotoxizitat korrelierten mit dem N/P-
Verhaltnis und der Architektur der Nanosterne, wobei die Vertreter mit einer Armdichte
von ~ 0,06 Ketten/nm? die besten Transfektionsergebnisse zeigten. Des Weiteren
wurde der zellulare Magnetismus untersucht: Mit Nanosternen assoziierte Zellen
zeigten magnetische Eigenschaften und konnten durch das Anbringen eines
Magnetfeldes von den Ubrigen Zellen abgetrennt werden. Dabei wurde kein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen der Zahl an magnetischen Zellen und der
Transfektionseffizienz beobachtet. Auffallig war dabei der hohe Anteil magnetischer
Zellen bei der Transfektion mit Nanosternen mit einer geringen Armdichte.
Modifizierung der PDMAEMA-Arme mit zusatzlichen auferen PDEGMA-Blocken
fuhrte in Transfektionsexperimenten zu einer verbesserte Serumkompatibilitat

gegenuber den unmodifizierten Varianten.

Im letzten Teil der Arbeit wurden CHO-K1 Zellen mit verschiedenen Vertretern der
Nanostern-Bibliothek transfiziert und in Abhangigkeit von der Kinetik der Interaktion
zwischen Zelle und Nanostern fur die Dokumentation per TEM
(Transmissionselektronenmikroskopie) prapariert und chemisch fixiert. Dabei konnten
fur alle untersuchten Nanostern-Varianten intrazellulare Aggregationen auf den TEM-
Aufnahmen lokalisiert werden. Auffallig war dabei die Co-Lokalisation mit
multivesikularen Strukturen (MVBs; ,multivesicular bodies®), bei denen es sich
vermutlich um spate Endosomen oder Heterolysosomen handelte. Es wurden keine
freien Nanopartikel im Zytoplasma oder im Zellkern gefunden. Dartber hinaus wurde
demonstriert, wie die Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS) die
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Summary

Unterscheidung von Nanopartikeln und kontrastiertem biologischem Material

ermoglicht.

The transfer of genetic material into mammalian cells (‘transfection’') is a vital tool for
the generation of genetically modified cells. Nowadays, a variety of techniques exist to
achieve the latter. Non-viral transfection involves the utilization of synthetic vectors,
e.g. polycationic polymers, to condense the genetic material (e.g. plasmid DNA) via
electrostatic interaction into complexes, referred to as 'polyplexes'. After particle
formation, the polyplexes can enter the cells via endocytosis. However, the
mechanisms of cellular uptake and intracellular release of the DNA are poorly

understood so far.

The scope of this work focused on novel star-shaped nanoparticles, referred to as
'nanostars’, which are suitable for non-viral transfection of mammalian cells. The
structure consists of a solid paramagnetic silica-coated y-Fe203 core, which has been
functionalized with Poly(2-(dimethylamino)ethylmethacrylate (PDMAEMA) via atom
transfer radical polymerization (ATRP). A library of highly homogeneous, paramagnetic
nano-star polycations with varied arm lengths and grafting densities was characterized
using different physico-chemical techniques and was used to conduct transfection
studies in several mammalian cell lines. Size and surface charge of polyplexes formed
with nanostars and pDNA were determined by measurement of the zeta potential and
dynamic light scattering (DLS), indicating a correlation of polyplex charge with the N/P
ratio (polymer nitrogen/DNA phosphorus). For N/P ratios = 15, the polyplex charge
reached a plateau of 15 — 22 mV. Polyplex size measurements indicated a correlation
with the N/P ratio as well. Increasing the latter resulted in smaller hydrodynamic
Radien, with the only exception in the case of the nanostars with the lowest grafting
density, which showed aggregate formation. The polyplex stability was assessed with
the AT assay. It was shown, that at high N/P ratios polyplexes in HBG solution have
an increased stability over polyplexes formed in NaCl solution (150 mM). Additional pH
measurements indicated a pH effect that leads to an alteration in the charge density.
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Transfection studies were conducted in different cell lines (CHO-K1, HEK-293, L929
and Jurkat) by formation of polyplexes with different variants of the nanostar library
and a plasmid coding for the green fluorescent protein (GFP). Transfection efficiencies
and cytotoxicity varied systematically with the nano-star architecture and the N/P ratio.
The arm density was particularly important, with values of approximately 0.06
arms/nm? yielding the best results. Additionally, the cellular magnetism was examined
as well: Cells with associated nano-stars became magnetic and could be separated
from the non-magnetic cell population via application of an external magnetic field. No
statistical significant correlation was found between the gene delivery potential of a
nano-star and its ability to render the cells magnetic. However, a clear trend was
observed for transfections with low grafting density nano-stars, which resulted in a high
proportion of magnetic cells. Furthermore, end-capping the PDMAEMA-arms with
PDEGMA blocks (Poly(di(ethylene glycole)methyl ether methacrylate) showed

significantly improved serum compatibility under transfection conditions.

In the last chapter of the thesis, CHO-K1 cells were transfected with the nano-star
library and fixed chemically after varied incubation times for TEM (transmission
electron microscopy). Intracellular aggregations were observed and documented for
all examined nano-stars. Interestingly, the nanostars colocalized with MVBs
(“multivesicular bodies”), presumably late endosomes or heterolysosomes. No free
nanoparticles were found in the cytoplasm or in the cell nucleus. Furthermore it was
demonstrated, how the electron energy loss spectroscopy (EELS) enabled the
discrimination between nanoparticle aggregations and contrasted biological structures

of the sample.
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8. Anhang

8.1 Zusatzliche Ergebnisse

8.1.1 GroRenbestimmung der Nanosterne liber DLS

Es wurden die hydrodynamischen Radien der Nanosterne in wassriger LOsung und in
Opti-Mem bestimmt (Tabelle 6).

Tabelle 6: GroRe der Nanosterne in verschiedenen Losungsmitteln

Nanosterne Ry, (nm)

Bezeichnung Grafting Density H,O Opti-MEM
NS1 0,006 120,5 £ 1,1 230,7 £ 9,1
NS2 0,011 96,5 +2,4 119,6 £ 13,7
NS3 0,024 156,7 £ 2,4 156,1 £ 7,6
NS4 0,035 - 160,2 £ 1,5
NS5 0,054 228,2 + 50,8 118,5 £ 17,1
NS6 0,064 142,4 £ 8,8 102,2 £1,2
NS7 0,1 37,1+1,6 70,9 £ 10,8
NS8 0,149 17,0 £ 4,3 -

NS9 0,182 21,7+4,9 34,2 £12,7
NS10 0,289 92,2 £51,2 -
NS11 0,291 25,8 £ 5,1 83,0 £ 14,8
NS12 0,3 118,3 £ 6,1 -

Gezeigt sind die per DLS-Messung im Zetasizer bestimmten hydrodynamischen
Radien (Rn) der Nanosterne in H,O oder serumfreiem Kulturmedium (Opti-MEM).
Nicht vorgenommene Messungen wurden mit "-" markiert.

In wassriger Losung wurden hydrodynamischen Radien der Nanosterne in einem
breiten Bereich von 17 £ 4 nm (NS11) bis 228 £ 51 nm (NS5) gemessen. In Opti-MEM
waren der kleinste gemessene Radius 34 + 13 nm (NS9), der maximale Radius betrug
231 £ 9 nm (NS1).

8.1.2 Einfluss des Transfektionsprotokolls

Es wurden Polyplexe aus dem Nanostern NS5 und dem Plasmid EGFP-N1 gebildet
und L929-Zellen jeweils nach dem urspringlichen und adaptierten Protokoll transfiziert
(Abbildung 42).
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Abbildung 42: Transfektion von L929 Zellen, abhangig von der N/P-Ratio und
dem verwendeten Protokoll

Es wurden Polyplexe mit NS5 und dem Plasmid EGFP-N1 bei Raumtemperatur entweder
nach dem urspriinglichen (Symbole ohne Fillung) oder dem adaptierten (ausgefillte
Symbole) Protokoll gebildet und nach 30 min Inkubationszeit zu adharenten L929 Zellen
gegeben. Nach 27h Inkubationszeit wurde die EGFP-Expression (grun) und die Viabilitat
(rot) per Durchflusszytometrie bestimmt. V1: 1 ug pDNA werden mit 150mM wassriger NaCl-
Losung zu einem finalen Volumen von 200 upl angesetzt. Anschlieliend Zugabe der
Nanosterne und vortexen. V2: 1 uyg pDNA werden in 50 pl von 150 mM NaCl-Lésung gelost
und mit 1 ml Opti-MEM Transfektionsmedium vermischt. AnschlieBend Zugabe der
Nanosterne und vortexen. Die unterschiedlich gebildeten Polyplexe wurden schlief3lich zu
den Zellen gegeben. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte + SD, n = 2.

Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede bei der Transfektionseffizienz zwischen
beiden  Protokollen. Wahrend bei der Verwendung des adaptierten
Transfektionsprotokolls bis zu 57% transfizierte Zellen erhalten wurden, waren es bei
dem urspringlichen nur ca. 18%. Die Viabilitat war stets etwa 5% geringer, aber mit =
92% noch akzeptabel.

8.2 Material & Methoden

8.2.1 Verwendete Materialien und Gerate
8.2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien stammten, wenn nicht anders angegeben, aus dem
Angebot von Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland). Ausnahmen:

Agarose (Molecular Grade) Bioline (Luckenwalde, D)
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Bromphenolblau

EDTA

EMbed 812

Ethanol

Glutaralaldehyd (Grade I, 25 %)
HEPES (=2 99,5 %)
L-Glutamin (200 mM)
MTT

Propylenoxid (min 99,9 %)
UHU plus endfest 300
2-K-Epoxidharzkleber

Uranylacetat (98 %)

Digitalkamera DC 290 Kodak
Durchflusszytometer FC 500
Flockeneisbereiter AF 100
Fluoreszenzmikroskop BX51
Gelphotoapparatur EDAS 290
Heraeus BIOFUGE pico

Heraeus Multifuge 3 S-R
Horizontalelektrophoresekammer
fur Agarosegele Typ E-H1, E-H2
Lichtmikroskop CKX41SF

Life Science UV/Vis

Anhang

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA)
VWR (Briare, F)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

PAA (Pasching, A)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, D)

Uhu GmbH & Co. KG (Bihl, D)

PolyScience (Niles, IL, USA)

(Rochester, NY, USA)

Beckman Coulter (Brea, CA, USA)
Scotsman (Vernon Hills, IL, USA)50
Olympus (Hamburg, D)

Kodak (Rochester, NY, USA)

Thermo Electro Corporation (Hamburg, D)

Thermo Electro Corporation (Hamburg, D)

Febikon Labortechnik GmbH (Wermelskirchen, D)
Olympus (Hamburg, D)
Beckman Coulter (Brea, Kalifornien, USA)
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Spectrophotometer DU © 530
Tecan GENios Microplate Reader Tecan Group AG (Mannedorf, CH)
Mikrowelle MS-2622E LG Electronics Deutschland GmbH (Ratingen, D)

Millipore-Anlage Synergy 185 Merck Millipore (Billerica, MA, USA)

pH-Meter MP220 Mettler-Toledo GmbH (Urdorf, CH)
Pipetten Eppendorf AG (Hamburg, D)
Spannungsquelle E835 Consort (Turnhout, BE)

Sterilbank Mobilien W 90 Waldner (Wangen, D)

ThermoForma Steri-Cult CO2 Inkubator Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA,
USA)

Thermomixer comfort Eppendorf AG (Hamburg, D)
Ultra 35° Diamantmesser (3 mm DIATOME AG (Biel, CH)
Messerbreite)

Ultramikrotom EM UC7 Leica Microsystems (Wetzlar, D)

Vi-Cell XR Cell Viability Analyzer Beckman Coulter (Brea, CA, USA)

Vortex Genie 2 Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)51
Waage Explorer EOB120 OHaus Corporation (Parsipanny, NJ, USA)
Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments (Malvern, UK)

FCS PAA (Pasching, A)

Penicillin / Streptomycin (100x)  PAA (Pasching, A)

Trypsin-EDTA (1x) PAA (Pasching, A)
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Dulbecco’s PBS (1x; ohne Ca & Mg)
HBG Puffer 0,5%

HBG Puffer 5%

MEM (mit Phenolrot)

MEM (ohne Phenolrot)

MEM-Kulturmedium

MTT-LOsung

OPTI-MEM (+ GlutaMAX)

R10

RPMI 1640 (ohne L-Glutamin, mit
Phenolrot)

TAE-Puffer (50x)

Fixierungspuffer fur TEM-Praparierung

Waschpuffer fur TEM-Praparierung

Anhang

PAA (Pasching, A)

20 mM Hepes, 0,5 wt% Glukose, pH 5,5
20 mM Hepes, 5 wt% Glukose, pH 5,5
PAA (Pasching, A)

PAA (Pasching, A)

MEM; 10 % v/v FCS, 4 mM L-Glutamin,

100 pg/ml  Streptomycin; 100 1U/ml

Penicillin
MTT (1 mg/ml) in phenolrot-freiem MEM

Reduziertes Serum Medium
(Invitrogen/Life
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Technology/Thermo

RPMI 1640; 10 % v/v FCS, 100 ug/mi
Streptomycin; 100 IU/ml Penicillin, 2 mM

L-Glutamin

PAA (Pasching, A)

2 M Tris; 50mM EDTA; 1 M Essigsaure,
pH = 8,5

0,1 M HEPES, 4 mM CaClz, 2,5%
Glutaralaldehyd, pH 7,2

0,1 M HEPES, 4 mM CaClz, pH 7,2
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8.2.1.5 Plasmide

PEGFP-N1 Vector Information PT3027-5
GenBank Accession #U55762 Catalog #6085-1

SnaB |

Apall 1341)

(4362)
MCS
(591-671)

PCMV IE

puC
ori

Eco01091
(3856)

' HSV TK
EGFP
PVA pEGFP-N1
4.7 kb ] BsrG 1(1389)
Kan'/ S:JY“% Not | (1202)
svvori AKX Xbal* 1212)
P p or

Svao
e

Aflll (1640

Dralll 1874)
Stul
(2579)

591 601 611 621 631 641 651 661 671 EGFP

& CTA GCG CTA CCG GAC TCA BAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CT6 CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CE6 GAT CCA CCG GTC 6CC ACC ATG GTG

Nhel Ecoalil Bgill Xhol \ Hindlll EcoR| Pstl  Sarl  Kpnl Apal _ BamHl Agel
Sacl Accl Aspi81 \ Bspiz01 Xmal
Ecit3611 Sacl Smal

Abbildung 43: Restriktionskarte und Multiple Cloning Site (MCS) des
PEGFP-N1 Vektors
© 1999, CLONTECH Laboratories, Inc.
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pZsYellow1-N1 Vector Information PT3483-5
Cat. No 632445 and sold as part of Cat. No. 630050

MCS
(591-665)

Age | (1209)
Kpn(1210)

530 B00 B10 620
CG CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT
Nhel EcodtTil B/l Xhol | HimdIl
Sacl
630 640 650 GE0 670 ZsYellowl

CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CG6 GAT CCA CCG EETC GCC ACC ATG GCC

EcoR1 Pstl  Sall  Kpnl Apal BamH1 Agel
Sacll Smal
Xmal

Abbildung 44: Restriktionskarte und Multiple Cloning
Site (MCS) des pZsYellow1-N1 Vektors
© 2005, CLONTECH Laboratories, Inc.

HSV TK |
poly A* 7 pmCherry-N1

4722 bp

Kan/Neo"
Sv4o p Kan®
ori | Svoe
Sacl
Ecod7I1l Xhol
Nhel Bglll HindlIl EcoRI
580 CCG CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG
Kpnl
Asp718 Smal
Sall Sacll Xmal Agel
Accl Apal BamHI Kozak Sequence
644 CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG

Start mCherry

Abbildung 45: Restriktionskarte und Multiple Cloning
Site (MCS) vom pmCherry-N1 Vektor
© 2008 CLONTECH Laboratories, Inc
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22 x 22 mm Deckglaser (Dicke:  VWR International (Radnor, PA, USA)

0,19 mm)

Aclar® Film Honeywell International (Morristown, NJ, USA)
Coplin Farbeglas Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA)
Farbegestell fur Deckglaser Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA)
Kapillarzelle DTS1061 Malvern Instruments (Malvern, UK)

LS MACS-Saule Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach, D)
MidiMACS™ Separator Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch Gladbach, D)
Parafilm Pechiney Plastic Packaging (Chicago, IL, USA)
Pipettenspitzen Brand GmbH (Wertheim, D)

Alle der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten sternformigen PDMAEMA-basierten
kationischen Polymere wurden von Dr. Alexander P. Majewski (Lehrstuhl

Makromolekulare Chemie I, Uni Bayreuth) synthetisiert und charakterisiert.

Die Synthese der Maghemit (Fe203)-Nanopartikel erfolgte entsprechend Majewski et.
al (2012). Den Eisenkernen wurde eine Silica-Hulle aufgelagert??® und ber Atom
Transfer Radical Polymerization (ATRP)® via ,grafting from approach“’* mit
PDMAEMA bestuckt. Der Silica-Hulle war hierfur zuvor ein ATRP-Initiator aufgebracht
(2-Bromisobutyryl-6-(trichlorosilyl)hexanoat, BIBSI) worden. Der Unterschied dieser
Nanopartikel, gegenliber den in Majewski et. al (2012)° vorgestellten, liegt im
Wesentlichen in der Silica-Hllle, die eine kovalente Verknlipfung der PDMAEMA-Arme
mit dem Maghemit-Kern ermdglicht. Fur Details der Synthese siehe Majewski et. al
(2012)7° und Majewski et. al (2013)%7.

Fur die Berechnung der Armlangen sowie —Anzahl wurden die Messdaten der
Thermogravimetrischen Analyse (TGA) und der Durchmesser der Partikel (per

Transmissionselektronen-Mikroskopie und GréRenausschluss-Chromatographie (Size
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Exclusion Chromatography, SEC) bestimmt) verwendet. Die Messung des
Polydispersitatsindex (PDI) erfolgte mittels DMAc-SEC (Kalibrierung mit PDMAEMA).

Die Messung der PartikelgroRe durch DLS (=dynamische Lichtstreuung) wurde mit
einem Zetasizer Nano ZS (Malvern) durchgefuhrt. Die Bedingungen der Polyplex-
Bildungen entsprachen denen der Transfektion; zuerst wurde 1 ug pEGFP in 50 pl
NaCl (150 mM) vorgelegt, anschlieBend 1 ml Opti-MEM (Gibco) vermischt und
schliel3lich abhangig vom gewahlten N/P-Verhaltnis die entsprechende Menge an
Nanopartikel zugegeben. Nach der 30-minttigen Inkubation im 1,5 ml Reaktionsgefaly
bei Raumtemperatur wurde 1 ml der Polyplex Losung in eine Halbmikro-Kuvette
uberfuhrt (Brand, Wertheim, Deutschland; aus Polystyrol zum Einmalgebrauch). Fir
die Bestimmung der PartikelgroRe der gebildeten Polyplexe diente die Messung der
dynamischen Lichtstreuung via nichtinvasiver Rlckstreuung (Non-Invasive Back-
Scatter, NIBS). Dies wurde mit einem He-Ne Laser (633 nm, max. 5 mW) bei 25 °C,

wenn nicht anders angegeben, durchgefluhrt.

1 ug pDNA wurden mit SYBR green | vermischt (finale Konzentration: 2,5 * 10-° der
Stockldsung) und in einem finalen Volumen von 50 pL an 150 mM NaCl- oder HBG-
Losung fur 15 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde eine ausreichende Menge
der Polykation-Stockldsung zugegeben, um das gewilnschte N/P-Verhaltnis zu
erreichen. Die Mischung wurde fir 10 s gevortexed und fur weitere 30 min bei
Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Die Proben wurde anschliel3end in Real Time
PCR Roéhrchen gegeben und in eine Real Time PCR Maschine uberfuhrt (MX3005P,
all Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland), welche mit einem SYBR green
Filter ausgestattet war (BP 504 + 12 nm). Die Temperatur wurde dabei von 25 auf 95
°C mit einer Rate von 1 °C / min erhdht. Die Schmelztemperatur der DNA wurde als

der Wendepunkt der sigmoidalen Kurve der relativen SYBR green Fluoreszenz
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(Fluoreszenz bei einer gewahlten Temperatur relativ zu der Fluoreszenz der

Starttemperatur T = 25 °C) als Funktion der Temperatur definiert.

Die Stammhaltung der CHO-K1 (CCL-61, American Type Culture Collection (ATCC)
(LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland), HEK-293 (CRL-1573, ATCC) und
Jurkat-Zellen (menschliche Leukamie T-Zellen, TIB-152, ATCC) erfolgte in Polystyrol-
beschichteten 96 mm Kulturschalen mit 10 ml R10-Medium (RPMI 1640, 10 % v/v
FCS, 100 ug/ml Streptomycin, 100 IU/ml Penicillin, 2 mM L-Glutamin), die L929-Zellen
(Mausfibroblasten, CCL-1, ATCC) wurden in M10-Medium (MEM, 10 % v/v FCS, 100
Mg/ml Streptomycin, 100 [U/ml Penicillin, 4 mM L-Glutamin) kultiviert. Alle zwei bis drei
Tage bei Erreichen von ungefahr 80 % Bewachsungsgrad wurden die adharenten
Zellen (CHO-K1, HEK-293 und L929) mit DPBS gewaschen, durch Zugabe von 1 mi
Trypsin-EDTA (1x, PAA, Pasching, Osterreich) nach 10 min Inkubation bei
Raumtemperatur losgeldst und in frischem Kulturmedium verdinnt. Die Suspensions-
Zellen (Jurkat) wurden ohne Trypsinierung geerntet, per Vi-Cell Cell Viability Analyzer
(Beckman Coulter) ausgezahlt und entsprechend in frischem Kulturmedium verdinnt.
Wahrend der Inkubationsphase wurden die Zellen in einem Inkubator bei 37 °C, 90 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 Atmosphare kultiviert.

Um die adharenten Zellen fur die Analysen zu gewinnen, wurde zuerst das Medium
mittels steriler Pasteurpipette abgesaugt, welche Uber einen Schlauch an eine
Vakuumpumpe angeschlossen war und in einem Reservoir gesammelt. Anschliel3end
wurde die Platte zwei Mal mit je 5 ml DPBS (6-well-Platten: 2 ml) gewaschen, um freie
Proteine und Serumreste zu entfernen. Fur das Ablosen der Zellen wurde 1 ml Trypsin-
EDTA (6-well-Platten: 0,5 ml) hinzugegeben und die Platte leicht geschwenkt, so dass
die Oberflache gleichmaRig bedeckt ist. Haben sich nach ungefahr 10 - 15 min
Inkubationsdauer die Zellen abgeldst, wurde die Platte noch sanft gegen die
Arbeitsbank geklopft um sicher zu stellen, dass sich alle Zellen losgeldst haben, 5 ml

Kulturmedium hinzugegeben, gut durchmischt und die Zellen resuspendiert.
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Das Protokoll fur die Transfektion von adharenten Zellen basiert auf der Methode nach
Schallon et al. (2010)."® Es zeigte sich, dass fiir die neu synthetisierten Nanopartikel
mit  Silica-Hulle aufgrund erhohter Zytotoxizitdt eine Anpassung des
Transfektionsprotokolls nétig war. Die Anderungen wurden insbesondere beim Schritt
der Polyplex-Bildung vorgenommen: Eine Erhohung des Volumens der
Inkubationslésung (von 50 pl auf 1 ml) und die Inkubation direkt in Opti-MEM
Kulturmedium beglnstigten dabei eine erfolgreiche Transfektion bei geringer
Zelltoxizitat. Das Schema des urspringlichen Polyplex-Inkubationsprotokolls ist in
Abbildung 46 gezeigt, das adaptierte Protokoll ist in Abbildung 47 aufgefuhrt.

Fir die Transfektion wurden adharente CHO-K1, L929 oder HEK-293 Zellen oder
Jurkat-Suspensionszellen am Vortag (ca. 20 h vor der eigentlichen Transfektion) bei
einer Zelldichte von 0,3 * 10 Zellen in 2 ml Kulturmedium pro well in 6-well-Platten
angesetzt. Die Zellzahlung und Bestimmung der Viabilitdt erfolgte im Vi-Cell Cell
Viability Analyzer (Beckman Coulter, Viabilitat > 90 %) Uber Trypanblau-Messung.
Anschlieend wurden die Zellen Uber Nacht unter den Standard-
Kultivierungsbedingungen (siehe Stammhaltung) inkubiert. Am Tag danach wurde bei
den adharenten Zellen vor der Transfektion das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen
zweimal mit jeweils 2 ml DPBS gewaschen und in 1 ml Opti-MEM fir 1 Stunde
vorequilibriert. Die Suspensionszellen wurden vorher noch zentrifugiert (5 min, 200 g),
und das Pellet anschlieliend analog zum Vorgehen der adharenten Zellen zweimal
jeweils mit 2 ml DPBS gewaschen und die Zellen in 1 ml Opti-MEM resuspendiert und
fur 1 Stunde vorequilibriert. In der Zwischenzeit erfolgte die Vorbereitung der
Polyplexe: Dazu wurden 1 ug pEGFP-N1 Plasmid (4.7 kb; Clontech; fur Vektorkarte
siehe Anhang Abbildung 43) in 50 pl wassriger NaCl-Lésung (150 mM) vorgelegt, mit
1 ml Opti-MEM vermischt und abhangig vom gewiunschten N/P-Verhaltnis die
entsprechende Menge des gewahlten kationischen Polymers zugegeben, 10
Sekunden gevortext und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe der
Polyplex-Lésung wurden die Platten fur 3 bis 4 Stunden inkubiert (Inkubator; 37 °C, 5
% COz2, 90 % Luftfeuchtigkeit). Danach wurde das Medium abgesaugt, durch 2 ml R10-
Medium (M10-Medium bei L929-Zellen) ersetzt und die Zellen flr weitere 24 h
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen durch Trypsinierung geerntet (siehe
Kapitel 8.2.4.1 Stammhaltung) und in je 2 ml Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen
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wurden in ,FACS-Réhrchen® Gibertragen, zentrifugiert (5 min, 200 g) und der Uberstand
abgesaugt. Das Zellpellet wurde schlie3lich in DPBS resuspendiert und mit
Propidiumiodid versetzt (1 ug / ml), um tote Zellen bei der darauf folgenden Messung
im Durchflusszytometer zu identifizieren. Die Bestimmung der Transfektionseffizienz
erfolgte durch Analyse in einem Cytomics FC500 Durchflusszytometer (Beckman
Coulter, Krefeld, Germany), welches mit einem 488 nm Argon-lonen-Laser
ausgestattet war, Uber die Messung der relativen EGFP Fluoreszenz von 2 * 10 Zellen
(falls Zellzahl nicht ausreichend: bei einer Messdauer von 300 Sekunden). Die
verwendeten Filter waren ein 525 BP (Band-pass) fur EGFP und ein 620 BP fur
Propidiumiodid. Dabei diente das EGFP-Signal als Marker fir die Transfektion und das
Propidiumiodid-Signal als Marker fur tote Zellen bei der Bestimmung der Vitalitat. Fir
den Dot-Plot wurde das Vorwartsstreulicht (FS, front scatter) auf die X-Achse gelegt
und das Seitwartsstreulicht (SS, side scatter) auf die Y-Achse (siehe Abbildung 48 A).
Die nicht-aggregierten und nicht-apoptotischen Einzelzellen wurden dann per Gate im
FS/SS-Plot ausgewahlt und in einem neuen Dot-Plot dargestellt: Hier wurde das
Propidiumiodid-Signal (X-Achse) gegen das EGFP-Signal (Y-Achse) aufgetragen und
der Plot in vier Regionen aufgeteilt (siehe Abbildung 48 B, C1 - C4). In Region C1
liegen somit die lebenden transfizierten Zellen mit EGFP-Signal, in C2 die Zellen mit
EGFP- und Propidiumiodid-Signal (also transfiziert und tot), in C3 die Zellen ohne
EGFP oder Propidiumiodid-Signal und in C4 die toten Zellen mit Propidiumiodid-
Signal.
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Abbildung 46: Schema zum urspriinglichen Polyplex Inkubationsprotokoll
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Abbildung 48: Ausgewahlte Dot-Plots der Messung im Durchflusszytometer als
Beispiel fur die Verteilung der Zellen und der Auswahl des Gates.

Die Zellen von Gate A (A) sind in B) als Propidiumiodidsignal (Pl) gegen EGFP-Signal
aufgetragen. Y-Achse entspricht dem Seitwartsstreulicht (SS, side scatter), die X-Ache dem

Vorwartsstreulicht (FS, front scatter)

8.2.4.3 Untersuchung des zellularen Magnetismus

8.2.4.3.1. Separierung mittels Magnetic Rack

Die transfizierten Zellen wurden geerntet, bei den adharenten Zellen war hierzu ein
vorherige Abldsung durch Zugabe von Trypsin-EDTA notwendig (siehe auch Kapitel
8.2.4.1 Stammbhaltung). Anschlieliend wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, 200 g),
das Pellet in 1,4 ml RPMI-Medium (L929-Zellen: MEM-Medium) resuspendiert und in
1,5 ml Eppendorf Gefalde Uberfuhrt, in das Magnetic Rack gestellt und Uber Nacht im
Kdhlschrank inkubiert. Die nicht-magnetischen Zellen sinken wahrend der
Inkubationszeit auf den GefalRboden hinab, wahrend die magnetischen Zellen an der
GefalRwand zuriickgehalten werden. Am nachsten Tag wurde der Uberstand mitsamt
sedimentierter Zellen per Pipette abgetrennt, der GefalRboden zweimal mit 15 yl DPBS
gespult, um verbleibende nicht-magnetische Zellen zu resuspendieren und die
Aliquots in einem separaten Gefald gesammelt und kurz gevortexed (= nicht-
magnetische Zellfraktion). Im Anschluss wurde das Eppendorf Gefall aus dem
~,Magnetic Rack” entfernt, 1,4 ml DPBS zugegeben und gevortexed um die Zellen an
der Gefallwand zu resuspendieren (= magnetische Zellfraktion). Schliellich wurde die

Zellzahl beider Zellfraktionen im Vi-Cell bestimmt.
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Die magnetische Abtrennung mit dem MACS-System (Magnetic Activated Cell
Sorting)'®' erfolgte gemalk dem Protokoll des Herstellers (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland).

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat der y-Fe2Os@Silica@PDMAEMA Nanopartikel
wurde der nach ISO 10993-5 genormte MTT-Test verwendet.?2

Am Tag vor der Durchfiihrung des Tests wurden die L929-Zellen (CCL-1, ATCC) in
96-well Platen bei einer Zelldichte von 1 x 10* Zellen in 100 yl MEM Kulturmedium
(MEM, 10 % v/v FCS, 4 mM L-Glutamin, 100 ug/ml Streptomycin, 100 IU/ml Penicillin)
pro well ausplattiert. Der aufRere Rand der Platte wurde ausgespart, aber bei der darauf
folgenden Durchfihrung mit behandelt und diente so zugleich als Leerwert (= 60 wells
mit Zellen). Die Kultivierung erfolgte im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 %
Luftfeuchtigkeit. Nach 24 h wurde das Kulturmedium entfernt und das zu testende
Polymer (in MEM-Medium) zugegeben. Jede Verdinnung wurde in sechsfacher
Ausflihrung getestet, die Negativkontrolle entsprach MEM-Kulturmedium ohne
Polymer (= 100% Vitalitat). Nach 24 h Inkubation (37 °C, 5 % CO2 und 90 %
Luftfeuchtigkeit) wurde das Medium abgesaugt, durch 50 yl MTT-Ldsung (1 mg/ml)
ersetzt und weitere 2h inkubiert. AnschlieRend wurde die MTT-Losung durch
Umdrehen und Abklopfen der Platte entfernt, 100 pl Isopropanol zugegeben und die
Platte sanft geschwenkt, um das Formazan zu I6sen. Die Messung der Absorption
erfolgte in einem ,microplate reader (Genios Pro, Tecan) bei einer Wellenlange von
580 nm. Fur die Bestimmung der mittleren letalen Dosis (LDso) der Testsubstanz wurde
in SigmaPlot (V12.3, Systat Software, Inc) eine nichtlineare logistische Regression mit
4 Parametern verwendet (siehe Gleichung 1). Auf der Y-Ache (linear) wurde die
Vitalitat, auf der X-Ache (dekadisch-logarithmisch) die Konzentration der Testsubstanz

aufgetragen.
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(A-D)

F(x) =52 +D (1)
C

Dabei bedeuten:

A: Minimum Asymptote

B ,Hill slope“ (Kurvensteigung)
C: Wendepunkt

D Maximum Asymptote

Als statistischer Test fiir die Signifikanz der Regression wurde der Shapiro-Wilk-Test??”

angewandt. Ist der P-Wert gréRer als 0,05 liegt eine Normalverteilung vor (notwendig

fur eine sigmoidale Regressionskurve).
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Abbildung 49: Regressionskurven des im Rahmen des MTT-
Zytotoxizitatstests in L929-Zellen getesteten Nanopartikels NS4 (y-
Fe20;@Silica@(PDMAEMAs40)91).

Aufgetragen sind die Werte der Vitalitdt in Abhangigkeit von der Konzentration c. Die
Kurve wurde durch nichtlineare logistische Regression mit 4 Parametern ermittelt.Als
statistischer Signifikanztest wurde der Shapiro-Wilk-Test verwendet, dabei wurden
folgende p-Werte erhalten: P = 0,9259 (A); P = 0,7331 (B); P = 0,0332 (C); P = 0,3363
(D). Die Messungen wurden wahrend der Masterarbeit angefertigt und sind zur besseren
Vergleichbarkeit an dieser Stelle aufgefuhrt.
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Abbildung 50: Regressionskurven des im Rahmen des MTT-Zytotoxizitatstests

in L929-Zellen getesteten Polymers L-PEI (25 kDa).

Aufgetragen sind die Werte der Vitalitat in Abhangigkeit von der Konzentration c. Die Kurve
wurde durch nichtlineare logistische Regression mit 4 Parametern ermittelt. Als statistischer
Signifikanztest wurde der Shapiro-Wilk-Test verwendet, dabei wurden folgende p-Werte
erhalten: P = 0,9579 (A); P = 0,7411 (B); P = 0,8824 (C). Die Messungen wurden wahrend der
Masterarbeit angefertigt und sind zur besseren Vergleichbarkeit an dieser Stelle aufgefuhrt.
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Abbildung 51: Regressionskurven des im Rahmen des MTT-
Zytotoxizitatstests in CHO-Zellen getesteten Polymers L-PEI (25 kDa).
Aufgetragen sind die Werte der Vitalitat in Abhangigkeit von der Konzentration c. Die
Kurve wurde durch nichtlineare logistische Regression mit 4 Parametern ermittelt. Als
statistischer Signifikanztest wurde der Shapiro-Wilk-Test verwendet, dabei wurden
folgende p-Werte erhalten: P = 0,7913 (A); P = 0,9388 (B); P = 0,7382 (C)
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im Rahmen des MTT-

Zytotoxizitatstests in L929-Zellen getesteten Nanopartikels NS4 (y-

Fe20:;@Silica@(PDMAEMAs40)91).

Aufgetragen sind die Werte der Vitalitat in Abhangigkeit von der Konzentration c. Die
Kurve wurde durch nichtlineare logistische Regression mit 4 Parametern ermittelt.
Als statistischer Signifikanztest wurde der Shapiro-Wilk-Test verwendet, dabei
wurden folgende p-Werte erhalten: P = 0,7599 (A); P = 0,8460 (B); P = 0,9623 (C).
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Das Vorgehen fur die chemische Fixierung und Praparation der Zellen fir die
Elektronenmikroskopie wurde von dem Protokoll von Rogowski et al. (2013)3'3

adaptiert.

Die durch Trypsinierung geernteten CHO-Zellen wurden bei 1050 g fur 5 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das
Zellpellet mit 25%igem Glutaralaldehyd versetztes Kulturmedium (Finale
Konzentration: 2,5%) Uberschichtet. Nach 30 min Inkubationszeit wurde das Medium
durch Fixierungspuffer (siehe Kapitel 8.2.1.4) ausgetauscht. Die Fixierung erfolgte fur
4 h bei 4 °C, wobei alle 30 min der Fixierungspuffer durch frischen ersetzt wurde.
Anschlieend wurden die Zellpellets 3-mal fur je 20 min mit Waschpuffer (siehe Kapitel
8.2.1.4), und 3-mal fur je 20 min mit VE-H20 gewaschen. Als nachstes wurden die
Zellpellets in 1% OsOs4 (verdinnt mit VE-H20) fur 120 min bei 4 °C inkubiert.
SchlieRlich wurden die Zellpellets 4-mal fur je 10 min mit VE-H20 gewaschen. Fir die
Negativkontrastierung der Proben wurden die Zellpeletts in 2 % Uranylacetat (verdunnt
mit VE-H20) fur 90 min bei 4 °C inkubiert und anschlieend 3-mal fur je 20 min mit VE-
H20 gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die Zellpellets in handwarmer Agarose
(2% wiv in VE-H20) eingeschlossen. Bei einem Durchmesser von > ~ 2-3 mm wurden

die Pellets zuvor vorsichtig mit einer Rasierklinge zerteilt.

Vor der Einbettung in Epoxidharz (Epon) muss eine Entwasserung der Proben
erfolgen. Zu diesem Zweck wurden die Proben in einer Serie von aufsteigenden

Ethanolkonzentrationen (vortemperiert) nach folgenden Schema inkubiert:

- 30 % Ethanol, 15 min bei 4 °C
- 50 % Ethanol, 15 min bei 4 °C
- 70 % Ethanol, 15 min bei -20 °C
- 95 % Ethanol, 15 min bei -20 °C
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- 3 x100 % Ethanol, je 20 min bei -20 °C
- 100% Ethanol / Propylenoxid 1 : 1, 15 min bei -20 °C
- 2 x Propylenoxid, je 15 min bei -20 °C

Im Anschluss erfolgte die Infiltrierung der Proben mit Epon nach folgendem

Schema:

- Propylenoxid / Epon 3 : 1, 3 -4 h bei -20 °C
- Propylenoxid / Epon 1 : 1, 3 —4 h bzw. Uber Nacht bei -20 °C
- Propylenoxid / Epon 1 : 3, 3 — 4 h bei Raumtemperatur

- 3 x Epon pur, je 3 —4 h bei Raumtemperatur

Am nachsten Tag wurden die Proben auf kleine Epon-Blocke aufgebracht und im

Trockenofen flir 1 — 2 Tage bei 60 °C das Epon auspolymerisiert.

Die TEM Aufnahmen wurde mit einem Zeiss/LEO EM922 OMEGA EFTEM
Elektronenmikroskop durchgefuhrt, welches mit einer Beschleunigungsspannung von
200 kV betrieben wurde. Die Aufnahmen wurden digital mit einem CCD Kamerasystem
aufgenommen, indem eine unten angebrachte CCD Kamera (Ultrascan 1000, Gatan)
mit einem digitalen Bildverarbeitungssytem kombiniert wurde (Gatan Digital

Micrograph).

Fir die Cryo-TEM Untersuchungen wurde ein 2 pL Dispersions-Tropfchen auf ein
Lacey-Kohlefilm beschichtetes Kupfernetzchen gegeben und der Groldteil der
Flissigkeit mit einem Fliel3papier abgezogen, so dass ein dinner Flussigkeitsfilm Gbrig
blieb, der mit Hilfe eines Leica EM GP Plunge Freezer auf dem Netzchen ausgebreitet

wurde. Die Proben wurden augenblicklich vitrifiziert durch Immersion in flissigem
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Ethan und heruntergekuhlt auf ungefahr -175°C durch Verwendung einer Temperatur-
kontrollierten Gefriereinheit (Leica EM GP, Deutschland). Die Temperatur und die
Feuchtigkeit wurden Uberwacht und wahrend allen Praparationsschritten in der
Klimakammer konstant gehalten. Nach dem Einfrieren wurden die Proben in einen
Cryo-Transfer Halter gegeben (CT3500, Gatan, Deutschland) und in ein Zeiss/LEO
EM922 OMEGA EFTEM (Carl Zeiss Microscopy, Germany) transferiert. Die
Untersuchungen wurden bei Temperaturen von ungefahr -178 °C durchgeflhrt.
Nullverlust-gefilterte Mikrographen (E ~ 0 eV) wurden unter reduzierten

Dosisbedingungen aufgenommen (100 — 1000 e/nm?).

Um den Durchmesser der Eisenoxid-Kerne zu bestimmen, wurden die Aufnahmen mit
ImageJ?'? per FFT-Bandpass Filter und der ,adjust threshold“ Funktion (A2, B2)
aufbereitet. Auf den nun binaren Bilddateien wurden kreisrunde Partikel Uber die
,Analyze Particles“ Funktion identifiziert. Uber die Kreisflache A wurden schlieRlich per

Formel 1 die Durchmesser berechnet:

1) d=2*\/(A/'IT)
Dabei bedeuten:
d = Durchmesser

A = Kreisflache

Fur die statistische Analysen wurde die Software R Version 3.3.1 (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria) mit den Paketen Hmisc Version 3.17-4,
Corrplot Version 0.77, and RColorBrewer Version 1.1.2 verwendet.??® Der
Korrelationskoeffizient rho wurde gemal® dem Nichtparametrischen Spearman
Korrelationsstatistiktest berechnet und dazu verwendet, um Korrelationen zwischen
den Datensatzen zu berechnen. Rho Werte zwischen 0 und 0,25 wurde als keine
Korrelation, 0,25 bis 0,5 als schwache, 0,5 bis 0,75 als mittelstarke und 0,75 bis 1 als
starke Korrelation definiert. Die Rho Werte wurden graphisch als Korrelogramm
dargestellt. Datenpunkte mit p > 0,01 wurden als statistisch nicht signifikant betrachtet

und daher von der Korrelationsanalyse ausgeschlossen.
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