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1. Einleitung  

1.1 Gentransfer in eukaryotischen Zel len  

Der Transfer von genetischem Material wie DNA oder RNA in eukaryotische Zellen 

hinein wird Transfektion genannt und ist von großer Bedeutung für den Einsatz in 

der Biotechnologie. Dieser Prozess kann zur Erzeugung genetisch modifizierter 

Zellen dienen und stellt einen vielversprechenden Ansatz für die Therapie von 

Erbkrankheiten dar. Bei einer Transfektion kann zwischen stabil und transient 

unterschieden werden. Bei der stabilen Transfektion erfolgt der Einbau des 

Transgens über einen Selektionsmarker dauerhaft ins Genom der Zelle, während 

bei der transienten Transfektion lediglich das Plasmid für eine limitierte Zeitperiode 

von der Zelle abgelesen wird.1 Da Nukleinsäuren alleine nicht die Plasmamembran 

von eukaryontischen Zellen überwinden können,2,3 muss auf verschiedene Vektoren 

oder technische Methoden zurückgegriffen werden, um das Transgen in die Zelle zu 

transportieren und dem Proteinbiosynthese-Apparat der Zelle zugänglich zu 

machen. Physikalische Techniken wie Elektroporation oder Genkanone kommen im 

Labormaßstab zum Einsatz, erscheinen aber in Hinblick auf zukünftige in vivo 

Anwendungen ungeeignet,4,5 daher liegt das Ziel aktuell in der Entwicklung 

effizienter synthetischer Vektoren und Genvehikel.6 Momentan machen mit ~68 % 

aller klinischen Studien die viralen Vektoren noch immer den größten Teil im Bereich 

der Gentherapie aus ("Wiley Gene Therapy Clinicals Trials Worldwide" Datenbank, 

Stand April 2017),7 doch es ist ein zunehmendes Interesse für nicht-virale Vektoren 

zu beobachten. Viren-basierte Vektoren bieten gegenüber synthetischen Vektoren 

eine wesentlich höhere Effizienz, aber sind auch potentiell für den Patienten 

gefährlich, da sie beispielsweise eine Immunantwort stimulieren, über toxische 

Wirkung verfügen oder in Spezialfällen gar Krebs auslösen können.8 Überdies sind 

sie limitiert bei der Aufnahmekapazität für fremdes genetisches Material. 
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Synthetische nicht-virale Vektoren hingegen sind einfacher aufgebaut, können in 

ihrer Struktur vielfältig angepasst und im Großmaßstab hergestellt werden. Die 

Nachteile, die den Einsatz in der Gentherapie aktuell noch limitieren, sind die 

vergleichsweise geringe Transfektionseffizienz und meist die fehlende Spezifität für 

die Zielzellen.9 Abgesehen von Calciumphosphat-abhängigen 

Transfektionsmethoden10 basieren die meisten synthetischen Vektoren dabei 

entweder auf kationischen Lipiden oder Polymeren.11  

 

1.2 Transfektion mittels kationischer Polymere  

Eine Klasse innerhalb der nicht-viralen Vektoren stellen die kationischen Polymere 

dar. Diese sind bei physiologischem pH positiv geladen und können so die negativ 

geladene DNA als Komplex binden und sogenannte Polyplexe bilden. Eines der 

ersten und bislang am gründlichsten untersuchten kationischen Polymer-basierten 

Transfektionsagenzien ist Polyethylenimin (PEI),12 welches bis heute aufgrund der 

kostengünstigen Herstellung und hohen Effizienz den Goldstandard in diesem 

Bereich darstellt. Eine Alternative zu PEI bietet die Verwendung von Poly(2-

(dimethylamino)ethylmethacrylat (PDMAEMA).13 Letzteres erreicht mittlerweile 

ähnlich hohe Transfektionseffizienzen wie PEI, ist dabei jedoch weniger zytotoxisch 

und kann in der Struktur vielfältiger angepasst werden. Es wurden bereits von 

linearen bis zu vielfältig verzweigten oder sternförmigen viele verschiedene 

Strukturen untersucht.14ï16 Verglichen mit ihren linearen Pendants, zeigten nicht-

lineare Polymere eine höhere Transfektionseffizienz bei gleichzeitig geringerer 

Zytotoxizität.16,17  
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Bevor die DNA in die Zelle gelangen kann, muss sie zusammen mit dem Polymer 

im Komplex verpackt werden. Dies führt zur Kondensation der DNA, wodurch die 

Aufnahme in die Zelle gefördert wird und die DNA vor enzymatischer Degradation 

durch intrazelluläre Nukleasen geschützt wird.18 Im Falle der kationischen Polymere 

erfolgt die Bindung der DNA an das Polymer durch hydrophobische und 

elektrostatische Interaktionen zwischen den anionischen Phosphatgruppen des 

DNA-Rückgrats und den kationischen Gruppen (üblicherweise Aminogruppen) des 

polymerischen Transfektionsagenz.19 Der Schritt der Polyplex-Bildung kann bereits 

maßgebend für 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 abhängig 

und beeinflusst beispielsweise die Stabilität der Polyplexe. So führt ein Absenken 

des pH-Werts zu einer zusätzlichen Protonierung der Aminogruppen des 

Abbildung 1: Schema des Ablaufs einer Transfektion  
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Polykations, wodurch mehr Ladungen für die Komplexbildung zur Verfügung 

stehen.20,21 Hohe Salzkonzentrationen dagegen verringern die kolloidale Stabilität 

und begünstigen die Bildung von Aggregationen.22,23 In Anwesenheit von 

Serumproteinen können diese an der Oberfläche der geladenen Polymere 

aggregieren und eine Polymerkorona bilden, die sich im Aufbau je nach 

Außenladung unterscheidet und den Aufnahmeweg beeinflussen kann.24 Auch der 

Aufbau und die Struktur des Polykations beeinflussen die Transfektion in 

erheblichem Maße: Polymere mit hohem Molekulargewicht und längeren Ketten 

zeigen stärkere Bindung an die DNA, erhöhte Aufnahme durch die Zellen und 

Transfektionseffizienz, wohingegen Polymere mit geringem Molekulargewicht und 

kürzeren Ketten weniger toxisch sind und durch die geringere Polyplexstabilität die 

spätere Dissoziation des Komplex im Zytoplasma vereinfachen.25,26 

Die erste Hürde, welche die Polyplexe überwinden müssen, stellt die Biomembran 

der Zellen dar. Der Prozess, durch welchen die Zellen extrazelluläre Moleküle 

aufnehmen, wird als Endozytose bezeichnet. Dabei werden unter Energieverbrauch 

die Plasmamembran eingefaltet, die Moleküle eingeschlossen und ins Zellinnere 

transportiert. Dies stellt den Haupttransportweg für die meisten Polyplexe ins 

Zellinnere dar.27ï29 Endozytose beinhaltet als Überbegriff ebenfalls Transportwege 

wie Makropinozytose, Phagozytose und Rezeptor-vermittelte Endozytose. Zur 

Phagozytose sind nur spezialisierte Zellen wie Makrophagen oder Monozyten 

befähigt und daher ist dieser Aufnahmeweg weniger wichtig für die Transfektion.30 

Eine verbreitetere Form der Aufnahme stellt die Makropinozytose dar, bei welcher 

große Vesikel gebildet werden (~ 200 nm bis 5 µm) und auf diese Weise eine 

Flüssigkeitsmenge und darin gelöste Substanzen aufgenommen werden.31 Auch 

wenn die Makropinozytose bei der Aufnahme von Polyplexen beteiligt ist, geschieht 

der Großteil der Polyplex-Aufnahme über die Rezeptor-vermittelte, das heißt 

Clathrin-abhängige, Endozytose oder über die Caveolae-Endozytose. Die Clathrin-

abhängige Endozytose stellt bei den meisten Zellen den hauptsächlichen 
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Aufnahmeweg dar.32,33 Bei diesem Prozess wird durch die Bindung des Proteins 

Clathrin an den Rezeptor die Bildung von Clathrin-beschichteten Vesikeln gefördert 

und es kommt in einem komplexen Prozess mit über 50 beteiligten Proteinen zu 

einer Invagination der Plasmamembran.34 Nach der Abschnürung dieser Vesikel 

erfolgen der Transport ins Zellinnere über das Zytoskelett und die Fusion mit einem 

Endosom. Bei den Caveolae handelt es sich um spezielle Lipid Rafts-ähnliche 

Membranbereiche von etwa 50 nm, die in Zelltypen wie Endothelzellen, Fibroblasten 

oder glatten Muskelzellen vorkommen.35 Interessant an diesem Aufnahmeweg ist 

die Tatsache, dass die Verschmelzung mit einem Lysosom umgangen wird. 

Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass über eine forcierte Aufnahme über den 

Caveolae-Weg sich die Transfektionseffizienz steigern lässt.36 Eine positive Ladung 

der Polyplexe erleichtert dabei die Aufnahme in die Zellen über unspezifische 

Adsorption an die negativ geladenen Proteglykane auf der Außenseite der  

Plasmamembran.37 

Unabhängig vom Aufnahmeweg werden die Nanopartikel zunächst in endozytische 

Vesikel eingeschlossen. Das erste Vesikel, auch als frühes Endosom bezeichnet, 

durchläuft eine Reifung, indem es mit anderen Vesikeln fusioniert, die für die 

Sortierung von (Zell-)Material zuständig sind, welches gegebenenfalls durch 

Exozytose wieder aus der Zelle hinausbefördert wird. Der Übergang vom frühen zum 

späten Endosom ist durch eine schnelle Ansäuerung (pH 5 ï 6) gekennzeichnet, 

welche in der Aktivität von ATPase Protonenpumpen begründet liegt.38 Bei weiterer 

Reifung des Endosoms fusioniert dieses schließlich mit einem Lysosom, was zu 

einem weiteren Absenken des pHs (~ pH 4,5) und zur Aktivierung von 

verschiedenen Verdauungsenzymen führt. Spätestens bei diesem Schritt würde ein 

Abbau der DNA erfolgen, daher müssen die Polyplexe für eine erfolgreiche 

Transfektion nach Internalisierung durch die Zelle aus den Endosomen austreten 

und in das Zytosol gelangen. Die kationischen Polymere können den Austritt durch 

ihre positive Nettoladung bewirken.39 Dieser Vorgang kann mittels der Ăproton 
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spongeñ Hypothese erklärt werden:40,41 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-Ionenkanäle der Endosomen pumpen als Folge weitere 

Protonen in das Endosom, was zum Aufbau eines Ladungsgradienten und zum 

passiven Einstrom von Cl--Ionen führt. Dies resultiert schließlich im Einstrom von 

Wasser aus dem Zytosol und dem Anschwellen der Endosomen, bis sie platzen.42,43 

Polymere mit einer höheren Pufferkapazität zeigen meist auch eine höhere 

Transfektionseffizienz. Auch wenn es Autoren gibt, die dieser Hypothese 

widersprechen44ï46 oder alternative Mechanismen vorschlagen,47 wird die Ăproton 

spongeñ Hypothese aktuell von einem Großteil der Arbeitsgruppen zitiert, um den 

Vorgang des Austritts der Polyplexe aus den Endosomen zu erklären. 

Es wird davon ausgegangen, dass im nächsten 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.48 Die 

Freisetzung der DNA aus dem Komplex ist eine der Barrieren einer effizienten 

Transfektion.49 Kürzere Polykationen zeigen eine geringere Zytotoxizität und haben  

eine höhere Wahrscheinlichkeit von der DNA zu dissoziieren, der Nachteil besteht 

allerdings in der geringeren Stabilität in Anwesenheit von Serum und Salzlösungen. 

Die Kettenlänge und das Molekulargewicht des Polymers spielen eine essentielle 

Rolle bei der DNA Freisetzung und der optimale Wert ist je nach Polymer 

verschieden.50 Je größer die Moleküle, desto langsamer ist auch die 

zytoplasmatische Mobilität und je länger die DNA im Zytoplasma verweilt, desto 

höher ist die Wahrscheinlichkeit der Degradation durch zytoplasmatische 

Nukleasen.47,51 Untersuchungen haben gezeigt, dass die Halbwertszeit von nackter 

Plasmid-DNA (ĂpDNAñ) im Zytoplasma 50 ï 90 min beträgt.52  
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Der Zellkern enthält das Genom der Zelle und stellt damit das Kontrollzentrum dar. 

Damit die genetische Information des Transgens in ein Protein übersetzt werden 

kann, muss der Import der DNA in den Zellkern erfolgen. Der Zellkern wird durch die 

Kernhülle vom Zytoplasma abgegrenzt, eine weitere Hürde, die bei einer 

Transfektion überwunden werden muss. Kleinere Partikel (< 10 nm und < 40 kDa) 

können frei durch die in die Kernhülle integrierten Kernporen hinein und hinaus 

diffundieren, während größere Partikel über Kernlokalisierungssequenzen (NLS, 

engl. nuclear localization signal) in den Zellkern importiert werden.53,54 Dabei handelt 

es sich um spezifische Abfolgen von wenigen Aminosäuren, die Proteine tragen, 

welche in den Zellkern eingeschleust werden sollen. 

In der Regel sind sich teilende Zellen einfacher zu transfizieren, da durch die 

Auflösung der Kernhülle während der Mitose diese Barriere zeitweise aufgehoben 

wird.55 Bislang nur wenig bekannt über die beteiligten intrazellulären Mechanismen. 

Dabei kommt noch erschwerend hinzu, dass die intrazellulären Vorgänge je nach 

verwendetem Zelltyp oder Aufbau des Polymers voneinander abweichen können.27  

 

1.3 Verwendung von SPIONs  

Neben der Transfektion mittels linearer oder verzweigter Polymere, können diese 

auch genutzt werden, um solide Nanopartikel zu funktionalisieren und damit neue 

Eigenschaften zu ermöglichen, beispielsweise im Falle von Eisenoxid-basierten 

Nanomaterialien mit zusätzlichen magnetischen Eigenschaften. Die beiden 

gebräuchlichsten Formen bestehen aus Magnetit (Fe3O4) oder Maghemit (ɔ-Fe2O3). 

In den letzten 20 Jahren sind dabei besonders die superparamagnetischen 

Eisenoxid-Nanopartikel (engl. superparamagnetic iron oxide nanoparticles, SPIONs) 

in den Fokus der Wissenschaft gerückt. 56,57 Die magnetischen Eigenschaften dieser 

Partikel kann man sich zu Nutze machen, indem beispielsweise magnetische Felder 

f¿r eine verbesserte Transfektion genutzt werden (ĂMagnetofektionñ).58 Für diese 
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Prozedur wird ein Komplex aus einem Nukleinsäuren-Vektor und üblicherweise 

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 schließlich 

auf die Zellen zu lenken.59 Es wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen 

gezeigt, dass Magnetofektion die Transfektionseffizienz erhöhen, dosisabhängige 

Effekte verbessern und den Aufnahmeprozess beschleunigen kann.60  

Für medizinische Bedürfnisse stellen der zielgerichtete Transport und die 

Aufkonzentrierung von Eisenoxid-Nanopartikeln in einem spezifischen Zielbereich, 

wie beispielsweise einem Gewebe oder einem Tumor, vielversprechende 

Anwendungen dar.61,62 Die Vorteile der Verwendung von magnetisch-gerichteter 

Wirkstoff-Verabreichung liegen bei der nicht-invasiven Wirkstoff-Anreicherung am 

Zielort mit der Möglichkeit dabei gleichzeitig die Dosen von toxischen Verbindungen 

präziser zu dosieren, die Wirkstoff-Komplexe über Magnetresonanztomographie 

(engl. Magnetic Resonance Imaging, MRI) zu lokalisieren, der magnetisch 

induzierten Wirkstoff-Freisetzung oder in der Limitierung der Verteilung bei 

systemischer Verabreichung.63 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 bekämpfen.64 In den 

letzten Jahren wurden daher eine Vielzahl von Arbeiten über die Verwendung von 

magnetischen Nanopartikeln durchgeführt, sowohl in vitro als auch in vivo, von 

Tiermodellen bis zu klinischen Studien am Menschen.65ï67 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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1.4 Bisherige Arbeiten zu den NP@PDMAEMA Nanosternen  

Schallon et. al (2010) konnten zeigen, dass ein sternförmiger PDMAEMA Vektor 

gegenüber der linearen Form über eine wesentlich höhere Transfektionseffizienz 

verfügte16. Die Transfektionseffizienz in adhärenten Zellen war vergleichbar mit PEI, 

in sich nicht mehr teilenden Zellen dagegen deutlich überlegen. Darüber hinaus 

führte die sternförmige Struktur des PDMAEMA-Polymers zu einer erheblichen 

Verringerung der Zytotoxizität. In Synatschke et. al (2011) wurde anhand einer 

Bibliothek linearer und sternförmiger PDMAEMA-Homopolymere der Einfluss der 

Polymerarchitektur und des Molekulargewichts auf die Transfektionseffizienz und 

Zellviabilität dargestellt.68 Es wurde beobachtet, dass eine Zunahme der Armzahl zu 

einer Verringerung der Toxizität führte, es war dabei ein Molekulargewicht oberhalb 

von 20 kDa für eine erfolgreiche Transfektion nötig.  

Die Weiterentwicklung dieser sternförmigen PDMAEMA-Polymere stellen 

Nanopartikel mit festem ɔ-Fe2O3-Kern dar, welcher über Atom Transfer Radical 

Polymerization (ATRP)69 mit PDMAEMA bestückt 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).70 Die zweite Generation dieser Nanosterne 

besteht aus einem Maghemit-Kern (ɔ-Fe2O3), der über eine Silica-Hülle mit einem 

ATRP-Initiator (2-Bromisobutyryl-6-(trichlorosilyl)hexanoat, BIBSI) funktionalisiert 

wurde. Die Silica-Beschichtung erhöht die Biokompatibilität71 und ermöglicht die 

kovalente Verknüpfung der Polymer-Korona mit dem Kern. Dies erhöht die Stabilität 

und soll eine Ablösung der Polymerketten über die Zeit unterbinden. Werden die 

Eisen-Nanopartikel dagegen nur physikalisch ohne Ăcross-linkingñ mit den 

Polymeren verknüpft, kann über die Zeit eine Ablösung von diesen erfolgen.72,73 Die 

Nanosterne der ersten Generation besaßen diese Silica Hülle noch nicht.  

Ausgehend von den Initiatoren auf der Silica Hülle wurde die DMAEMA 

Polymerisation gestartet (Ăgrafting from approachñ),74 so dass schließlich 
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sternförmige Vektoren mit kovalent verknüpften PDMAEMA-Armen erhalten wurden, 

die Nukleinsäuren komplexieren können. Darüber hinaus wurden noch zwei 

Varianten hergestellt, an deren PDMAEMA Arme jeweils noch ein äußerer PDEGMA 

Block hinzu synthetisiert wurde.  Ein Schema des Aufbaus der Nanosterne ist 

Abbildung 2 gezeigt. 

 

 

Von diesen Nanopartikel wurden verschiedene Varianten hergestellt, die sich 

hauptsächlich in der Länge sowie Anzahl der PDMAEMA-Arme unterscheiden. Als 

Beispiel lautet die Formel f¿r die Zusammensetzung des Nanopartikels ĂNS4ñ bei 

einem Silica-umhüllten Maghemit-Kern mit 91 Armen, die aus einem Polymer von 

540 DMAEMA-Einheiten bestehen, dann ɔ-Fe2O3@Silica@(PDMAEMA540)91. Eine 

Übersicht aller im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polymere ist in Tabelle 1 

aufgeführt. 

 

 

Abbildung 2: Schematischer Aufbau der verwendeten Nanosterne und 

kationischen Polymere  

DMAEMA: 2-(dimethylamino)ethylmethacrylat  

DEGMA: Di(ethylenglycol))methylethermethacrylat 

PEI: Polyethylenimin 

Maghemit-Kern 

mit Silica-Hülle 

ATRP Initiator 

NP@PDMAEMA NP@PDMAEMA-PDEGMA 
DMAEMA 

DEGMA PEI 
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Die Vorteile der Polymerisierung via ATRP liegen in der Kontrolle über die 

Molekülmasse, einer engen Verteilung der molaren Masse sowie dem Potential der 

Herstellung von komplexen molekularen Polymerstrukturen.75ï78 Eine Alternative 

hierzu stellt die Polymerisierung via RAFT (engl. Reversible Addition Fragmentation 

Transfer) dar.79  

Der Grund für die magnetischen Eigenschaften der Nanosterne liegt in den 

Maghemit-Kernen begründet. Unterhalb des Ăcloud pointsñ verhindern 

Abstoßungskräfte durch die stark positive Polymerkorona die Zusammenlagerung. 

Werden die positiv geladenen Nanopartikel jedoch beispielsweise mit negativ 

geladenen DNA-Molekülen inkubiert, bilden sich Komplexe, die magnetisch 

abgetrennt werden können.70,80 

Armlänge

PDMAEMA 

block

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

PDIBezeichnung
Anzahl 

Arme

Kern 

Durchmesser 

(nm)

Grafting 

density 

(Ketten/nm²)

Mn (kg/mol)

Tabelle 1: Aufbau und Zusammensetzung  der Nanosterne  

Die Nanosterne wurden für die bessere Übersichtlichkeit basierend auf der grafting 

density in drei Gruppen eingeteilt und aufsteigend sortiert. 

PDMAEMA: Poly(2-(dimethylamino)ethylmethacrylat.  

PDEGMA: Poly (di(ethylenglycol)) methylethermethacrylat.  

PDI: Polydispersitätsindex (Mw/Mn). 
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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.81 Übereinstimmend mit anderen 

nichtviralen Transfektionsagenzien zeigte sich, dass die Transfektion in adhärenten 

Zellen wesentlich besser funktioniert als in Suspensionszellen. Die erhaltenen 

Ergebnisse bestätigten das N/P-Verhältnis (also das Molverhältnis der Amingruppen 

von kationischen Polymeren zu dem der Phosphatgruppen von Nukleinsäuren) als 

einer der wichtigsten Einflussfaktoren von Transfektionseffizienz und 

Zytotoxizität.16,82 Üblicherweise korreliert dabei zunächst die Zahl der positiv 

transfizierten Zellen mit dem N/P-Verhältnis bis das Maximum erreicht ist. Die 

weitere Erhöhung des N/P-Verhältnis bewirkt dann eine Zunahme der Zytotoxizität 

bis dann schließlich auch die Transfektionseffizienz wieder abnimmt.82  

Das Standard Transfektionsprotokoll dieser Arbeit wurde von dem adaptiert, 

welches für die erste Generation der Nanosterne70 verwendet wurde. Der allgemeine 

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

 

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 Stammhaltung inkubiert. Am nächsten 

Tag wird das Kulturmedium durch serumfreies Transfektionsmedium ("Opti-MEM" 

Medium) ausgetauscht und die Zellen für 2h im Inkubator inkubiert, damit sich der 

pH-Wert und die Temperatur des Mediums an die Bedingungen im Inkubator 

equilibrieren können. In der Zwischenzeit werden die Polyplexe vorbereitet: Hierfür 

wird die pDNA in NaCl-Lösung vorgelegt, mit Transfektionsmedium versetzt und 

anschließend je nach gewünschtem N/P-Verhältnis die entsprechende Menge an 

kationischem Polymer zugegeben und gemixt. Dies stellt den Transfektionsmix dar, 

welcher im Anschluss für 30 min bei Raumtemperatur für die Polyplexbildung 

inkubiert wird. Anschließend wird der Transfektionsmix zu den Zellen gegeben und 

die Platte mit den Zellen für weitere 4h in den Inkubator überführt. Schließlich wird 

das Transfektionsmedium mit den freien Polyplexen durch frisches Kulturmedium 

ersetzt und die Zellen für 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 nächsten Tag erfolgt die 

Ernte der Zellen, im Falle von adhärenten Zellen durch einen zusätzlichen 

Trypsinierungsschritt zum Ablösen der Zellen, und die Analyse der  

Transfektionseffizienz sowie der Viabilität 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 µl NaCl-

Lösung (150 mM), so führte dies sowohl zu einer höheren Zahl an transfizierten 

Zellen, als auch zu einer Verringerung der Zytotoxizität. Da die Interaktion der pDNA 

mit dem Polykation hauptsächlich über elektrostatische Wechselwirkungen 

geschieht, spielen Faktoren wie die ionische Stärke und damit auch der pH-Wert 

eine entscheidende Rolle bei der Polyplex-Bildung. Die Bedingungen der 

Komplexbildung wie beispielsweise der Zusammensetzung des 



Einleitung 

 
14 

Komplexierungsmediums, des Reaktionsvolumens oder der Inkubationstemperatur 

können den Ausgang einer Transfektion maßgeblich mitbeeinflussen.44,83,84 So kann 

eine positive Nettoladung die unspezifische Aufnahme in die Zelle fördern über 

elektrostatische Interaktionen mit der negativ geladenen Außenseite der 

Zellmembran.85,86 Verschiedene Gruppen haben gezeigt, dass pro einzelner 

Polymerkette wenigstens 6 bis 8 Ladungen vorhanden sein müssen für eine effektive 

Nukleinsäurenkondensation und damit effiziente Transfektion.49,87,88 Die geringere 

Ladungsdichte von PDMAEMA verglichen mit PEI könnte die Dissoziation der 

Polyplexe im Zytosol vereinfachen, was die hohen Transfektionseffizienzen von 

manchen PDMAEMA-basierten Transfektionsagenzien erklären würde.89 

 

1.6 Problemstellung und Zielsetzung dieser Arbeit  

Es wurde bereits gezeigt, dass sich mit den NP@PDMAEMA Sterne der ersten 

Generation eukaryotische Zellen erfolgreich transfizieren lassen.70,80 Im Fokus 

dieser Arbeit stehen die weitere in vitro Charakterisierung der Silica-umhüllten 

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 

Armlänge (also der Zahl an DMAEMA Monomeren) und Armzahl unterscheiden. 

Dies ermöglicht eine tiefergehende Charakterisierung des Einflusses von Struktur 

und Zusammensetzung auf die Funktion der Nanosterne und könnte Ansatzpunkte 

für die weitere strukturelle Optimierung der Nanosterne für eine verbesserte 

Transfektionsleistung bieten. Die Nanosterne wurden daher zunächst 

physikochemisch mit verschiedenen Methoden charakterisiert. Größe und Ladung 

der Polyplexe sind wichtige Einflussgrößen für die Transfektion.90ï92 Mit einem 

Zetasizer wurde über Messung des Zetapotentials die Ladung der Nanosterne und 

der zugehörigen Polyplexe bestimmt. Darüber hinaus wurden noch die Größen der 

Polyplexe unter verschiedenen Bedingen mittels DLS-Messung (Dynamische 
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Lichtstreuung) bestimmt. Eine weitere wichtige Einflussgröße für die Transfektion 

stellt die Stabilität des DNA-Polymerkomplexes dar. Die DNA muss im Komplex 

stark genug kondensiert werden, um vor dem intrazellulären sauren Milieu und dem 

Angriff durch Nukleasen geschützt zu sein.93 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 beeinträchtigt wird.94 Zur 

Untersuchung der Komplexstabilität wurde ein Assay verwendet, der über die 

Messung der DNA-Schmelztemperatur einen Rückschluss auf die Komplexstabilität 

zulässt. 

Im nächsten 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 Viabilität und 

des Anteils an magnetischen Zellen. Die Transfektionseffizienz wurde bestimmt über 

die Expression des EGFP (engl. enhanced green fluorescent protein) Transgens, 

welches für ein grün fluoreszierendes Protein kodiert95,96 und somit als Marker für 

eine erfolgreiche Transfektion diente. Das N/P-Verhältnis gilt als eines der 

wichtigsten Einflussgrößen einer Transfektion und wird üblicherweise als einer der 

ersten Ansatzpunkte angepasst, wenn das Transfektionsprotokoll optimiert werden 

soll. Dieses Vorgehen wurde in verschiedenen Zelllinien experimentell geprüft und 

der Einfluss des N/P-Verhältnisses auf den Ausgang der Transfektion mit 

statistischen Methoden untersucht. Bei der Verwendung von nicht-viralen 

Transfektionsagenzien spielt die Zytotoxizität eine wichtige Rolle. Daher wurde über 

zwei verschiedene Farbstoff-basierte Tests die Toxizität der Nanosterne untersucht. 

Der paramagnetische Eisenkern der Nanopartikel bietet die Möglichkeit, die Zellen 

mit internalisierten Nanopartikel magnetisch abzutrennen. Es wurde dabei 

untersucht, wie sich der zelluläre Magnetismus bei der Verwendung von 

unterschiedlichen Zelllinien und Nanosternen verhält und wie der Magnetismus mit 

der Transfektionseffizienz und der Viabilität korreliert. Schließlich wurde noch eine 
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umfangreiche Statistik-Untersuchung durchgeführt, um statistische Korrelationen 

der Attribute der physikochemischen Charakterisierung wie beispielsweise der 

Polyplexgröße oder -Ladung mit den zellulären der Transfektion wie beispielsweise 

der Transfektionseffizienz und der Viabilität aufzudecken.  

Im dritten Teil der Arbeit wurden zwei neue modifizierte Vertreter der Nanosterne 

untersucht. Zur Erhöhung der Blut-Kompatibilität und im Hinblick auf potentielle 

zukünftige in vivo Anwendungen wurden an die PDMAEMA-Arme jeweils äußere 

PDEGMA-Blöcke (Poly(di(ethylenglycol))methylethermethacrylat) hinzu 

synthetisiert. Diese wurden physikochemisch analog zur Charakterisierung der 

unmodifizierten Nanosterne untersucht. Darüber hinaus wurde das 

Transfektionsergebnis in Säugerzellen mit den unmodifizierten Nanosternen 

vergleichen, auch in Anwesenheit von Serum. 

Während es über die Mechanismen der Aufnahme von Nanopartikeln durch die 

Zellen zahlreiche Studien gibt, ist über die intrazellulären Prozesse dagegen noch 

wenig bekannt, insbesondere nach Austritt aus den Endosomen.12,97 Der 

elektronendichte Eisenkern der Nanosterne ermöglicht das Sichtbarmachen im 

Transmissionselektronenmikroskop. So kann eine Lokalisierung der Nanopartikel 

ohne zusätzliche Modifikation der chemischen Struktur, wie der Hinzufügung 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 Vorgänge während einer Transfektion ermöglichen 

und die intrazelluläre Verteilung der Nanosterne dokumentieren. 
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2. In vitro Charakterisierung der Nanosterne  

2.1 Einleitung  

Die Komplexbildung zwischen der DNA und dem Polymer hat großen Einfluss auf 

die nachfolgende Transfektion. Faktoren wie Größe und Ladung der Polyplexe 

können signifikante Auswirkungen auf die Aufnahme durch die Zelle haben, 

beispielsweise durch Beeinflussung des Aufnahmewegs, der Verweildauer im 

Medium oder der Effizienz der Internalisierung.98ï100 Eine Methode um die 

Oberflächenladung zu bestimmen, stellt das Zetapotential dar. Dieses steht für das 

elektrokinetische Potential in Kolloidsystemen und bezeichnet das elektrische 

Potential, welches auf der Scherebene wirkt, der äußersten Schicht eines geladenen 

Partikels in Lösung. Damit kann es als eine relative Messgröße für das 

Oberflächenpotential und somit der Ladung des Partikels dienen. Es wird über die 

Messung der elektrophoretischen Mobilität beim Anlegen von Spannung über die 

Elektroden der Messzelle im Zetasizer ermittelt. Die Bestimmung erfolgt über 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.13  

Eine weitere wichtige Messgröße für die Charakterisierung stellt die Größe der 

Polyplexe dar. Eine Standardmethode für die Untersuchung der Größe und 

Größenverteilung von Molekülen und Partikeln stellt die dynamische Lichtstreuung 

(DLS) dar. Bei dieser Technik wird eine Suspension oder Lösung von Partikeln mit 

einer monochromatischen polarisierten Lichtquelle, für gewöhnlich ein Laser, 

bestrahlt. Trifft der Lichtstrahl auf die Partikel der Messprobe, wird dessen Richtung 

und Intensität verändert. Wird dieses Streulicht detektiert und zeitaufgelöst 
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analysiert, lassen sich Schwankungen der Intensität bestimmen, welche durch die 

Brownsche Molekularbewegung der Partikel zustande kommen.92 Die 

Geschwindigkeit dieser ungerichteten Bewegung korreliert mit der Größe der 

Partikel und kann dazu verwendet werden, um über die Autokorrelation des 

Messsignals die verschiedenen dynamischen Kenngrößen der Partikel zu 

bestimmen.101 Als Wert für die Berechnung der hydrodynamischen Radien wurden 

die mittleren intensitätsgewichteten Partikeldurchmesser, "Z-Average" genannt, 

verwendet. Dieser Parameter gilt als stabile Messgröße, die unempfindlich gegen 

Messrauschen ist und wird daher als bevorzugter DLS Größenparameter angesehen 

wird.102 

Die Polyplexe müssen den Transport aus den Endosomen und den Weg durch das 

Zytoplasma überstehen und schließlich die pDNA in Nähe des Zellkerns freisetzen. 

Die intrazelluläre Komplexstabilität zwischen Transfektionsagenz und Transgen 

stellt einen wichtigen Faktor bei einer Transfektion dar. Sind die Komplexe zu stabil, 

kommt es womöglich zu einer unzureichenden Freisetzung von pDNA, wohingegen 

eine zu schwachen Komplexbindung zu einer frühzeitigen pDNA Freisetzung führen 

kann.103 

Im nativen Zustand wird der DNA-Doppelstrang über Wasserstoffbrücken der 

gegenüberliegenden Basenpaare und Stapelwechselwirkungen zwischen 

aufeinanderfolgenden Basen stabilisiert. Mit Erhöhung der Temperatur werden 

diese Wasserstoffbrücken aufgebrochen und es kommt schließlich zur Trennung der 

beiden DNA-Einzelstränge. Die dafür notwendige Temperatur wird als 

Schmelztemperatur bezeichnet und ist von der Zahl an Wasserstoffbrücken im DNA-

Doppelstrang abhängig. Eine Methode, um die Schmelztemperatur  zu bestimmen, 

stellt die Verwendung von interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen wie 

beispielsweise SYBR-Green oder Ethidiumbromid dar.104,105 Durch Bindung an den 

DNA-Doppelstrang wird die Fluoreszenz verstärkt. Werden die beiden DNA-



  In vitro Charakterisierung der Nanosterne 

 
19 

Einzelstränge aufgetrennt, führt 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 (TM) darstellt.  

Der ȹT-Assay, erstmals vorgestellt in Schallon et al., (2011),106 basiert auf der 

Beobachtung, dass durch die Bindung des Polykations an das DNA-Rückgrat es zu 

einer Verringerung der DNA-Schmelztemperatur kommt. Eine mögliche Erklärung 

hierfür 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 günstiger wird.106 Niedrigere TM-Werte weisen folglich auf stärkere 

Polyelektrolyt-Interaktionen hin und als Konsequenz auf eine höhere Polyplex 

Stabilität. Der ȹT-Assay kann daher als indirekte Messmethode dienen, um die 

Polyplexstabilität zu beschreiben.  
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2.2 Ergebnisse und Diskussion  

2.2.1 Oberflächenladung der Polyplexe als Funktion de s N/P-

Verhältnis ses 

Als ein Maß für die Oberflächenladung kann das Zetapotential dienen. Um dieses 

zu bestimmen wurden jeweils Polyplexe aus dem Plasmid pEGFP-N1 und den 

verschiedenen Nanosternen gemäß den Bedingungen des Transfektionsprotokolls 

(Kapitel 1.5) gebildet und im Zetasizer das Zetapotential bestimmt. Für die bessere 

Übersichtlichkeit wurden die Nanosterne basierend auf ihrer Grafting Density in drei 

Gruppen eingeteilt (Abbildung 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Bestimmung des Zetapotentials von Polyplexen in Abhängigkeit 

vom N/P -Verhältnis  

Es wurden Polyplexe zwischen den Nanosternen und dem Plasmid pEGFP-N1 unter den 

Bedingungen des Transfektionsprotokolls bei verschiedenen N/P-Verhältnissen gebildet. 

Das Zetapotential wurde mittels Zetasizer gemessen. Verwendet wurden die Nanosterne 

NS1 ï NS4 (A), NS5 ï NS8 (B), NS9 ï NS10 (C). Die Daten repräsentieren die Mittelwerte 

Ñ SD, n Ó 2. Freie Plasmid-DNA (1 µg/ml) zeigte ein Zetapotential von -12,2 ± 1,3 mV. 
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Dabei zeigte sich für alle Nanosterne bei den gebildeten Polyplexen eine Zunahme 

der Oberflächenladung in Korrelation mit dem N/P Verhältnis. Der Umkehrpunkt von 

der negativen zur positiven Ladung variierte stark zwischen den verschiedenen 

Nanosternen. Beispielsweise war der Nanostern NS6 bereits bei einem N/P-

Verhältnis von 3 positiv geladen, während 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-Verhältnis eine positive Ladung (NS1, NS2, NS10, 

NS12). Bei der maximalen Oberflächenladung wurden keine statistisch relevanten 

Unterschiede zwischen den verschiedenen Nanosternen beobachtet, eine 

Stabilisierung der Oberflächenladung stellte sich im Bereich von 15 bis 22 mV ab 

einem N/P-Verhªltnis Ó 15 ein. Diese Daten entsprechen anderen PDMAEMA-

basierten Transfektionsagenzien, bei welchen die Zetapotentiale ab einem 

bestimmten N/P-Verhältnis ein Plateau erreichten.107,108 Der Grund liegt hierbei 

vermutlich im Erreichen der Sättigung der Polykationen bei der Komplexierung mit 

DNA. 

 

2.2.2 Größe der Polyplexe als Funktion vom N/P -Verhältnis  

Die Größe der Polyplexe ist entscheidend für die Transfektion, ob in vitro für die 

Aufnahme in die Zelle oder in vivo für die Pharmakokinetik der Nanopartikel.25,109,110 

Einer der Parameter, der die Beeinflussung der Größe der gebildeten Polyplexe 

erlaubt, stellt das N/P-Verhältnis dar.22,111 Um die Größe der gebildeten Komplexe 

in Abhängigkeit vom N/P-Verhältnis zu untersuchen, wurden Polyplexe über einen 

breiten N/P-Bereich hinweg gebildet und nach 30 min Inkubationszeit im Zetasizer 

auf ihre Größe hin per DLS analysiert. Die Bedingungen der Polyplexbildung 

entsprachen dabei den Inkubationsbedingungen für eine Transfektion (Vergleiche 

hierzu Kapitel 1.5). Die hydrodynamischen Radien der gebildeten Polyplexe sind in 

Abbildung 5, Abbildung 6 und Abbildung 7 aufgeführt, die für die reinen Nanosterne 

ohne pDNA-Zugabe sind im Anhang zu finden (Tabelle 6). 



In vitro Charakterisierung der Nanosterne 

 
22 

 

Abbildung 5: Größenbestimmung von Polyplexen der Nanosterne NS1 ï 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-

Verhältnissen in serumfreiem Kulturmedium (Opti-MEM) gebildet. Die Partikelgrößen 

wurden im Zetasizer per DLS gemessen. Gezeigt sind die intensitätsgewichteten 

Verteilungen (A, C, E, G) sowie gemittelten hydrodynamischen Radien in Abhängigkeit 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 Ñ SD, n Ó 3. 
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Abbild ung 6: Größenmessung von Polyplexen der Nanosterne NS5 ï 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-

Verhältnissen in serumfreiem Kulturmedium (Opti-MEM) gebildet. Die Partikelgrößen 

wurden im Zetasizer per DLS gemessen. Gezeigt sind die intensitätsgewichteten 

Verteilungen (A, C, E, G) sowie gemittelten hydrodynamischen Radien in Abhängigkeit 

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 Ñ SD, n Ó 3. 
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Abbildung 7: Größenmessung 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-

Verhältnissen in serumfreiem Kulturmedium (Opti-MEM) gebildet. Die Partikelgrößen 

wurden im Zetasizer per DLS gemessen. Gezeigt sind die intensitätsgewichteten 

Verteilungen (A, C, E, G) sowie gemittelten hydrodynamischen Radien in Abhängigkeit 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 Ñ SD, n Ó 3. 
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Dabei zeigten alle untersuchten Polyplexe eine Abhängigkeit vom N/P-Verhältnis, 

deren Stärke von der Armdichte der involvierten Nanosterne abhing. Deshalb 

wurden für 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 Größenverteilung von 

NS1 und NS2, dass hauptsächlich zwei Populationen vorhanden sind, eine größere 

bei 1200 nm und eine mittlere bei 500 bis 800 nm (Abbildung 5 A, C). Ähnliche Werte 

wurden bei der Entwicklung mittleren hydrodynamischen Radien als Funktion des 

N/P-Verhältnisses beobachtet. (Abbildung 6, B, D). Dieser Effekt war am 

ausgeprägtesten für NS1 (0.006 Arme pro nm²) und NS2 (0,011 Arme pro nm2), 

während die Polyplexe, die mit NS3 (0,024 Arme pro nm2) und NS4 (0,035 Arme pro 

nm²) gebildet wurden, eine maximale Polyplexgröße von 400 nm besaßen und 

bereits ähnlich waren zu den Polyplexen, die mit Nanosternen von mittlerer 

Armdichte gebildet wurden.  

Betrachtet man die Abhängigkeit vom N/P-Verhältnis, konnte bei den Nanosternen 

NS2 bis NS4 mit steigendem N/P-Verhältnis eine Linksverschiebung der mittleren 

Population auf der Achse der Größenverteilung beobachtet werden. Dies zeigt sich 

auch in der sinkenden mittleren Partikelgröße. Einzig bei NS1 führte eine Erhöhung 

des N/P-Verhältnisses zu einer Zunahme der Partikelgröße. 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 Oberfläche und damit der niedrigen Ladungsdichte, die 

Abstoßungskräfte der Nanosterne zueinander zu schwach sind und es mit Erhöhung 

der Konzentration zur Bildung von Aggregationen kommt. Dafür spricht auch das 

Vorhandensein einer zweiten Population in der DLS-Größenverteilung bei 1200 nm. 

Die Bildung von Aggregationen ist in Übereinstimmung mit anderen PEI- oder 

PDMAEMA-gebildeten Polyplexen mit geringem Molekulargewicht oder kürzeren 

Ketten, die insbesondere bei niedrigen N/P-Verhältnissen eine verringerte kolloidale 
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Stabilität zeigten.25,112 Vermutlich bedingen Polymere mit geringem 

Molekulargewicht eine schwächere Kondensation der DNA durch die verringerte 

Zahl an elektrostatischen Interaktionen. Dies führt zu einer verstärkten Bildung von 

Aggregationen, insbesondere in Medien mit höherer Ionenstärke (wie in diesem Fall 

Opti-MEM).22 Eisenoxid-Nanopartikel ohne Polymerbeschichtung zeigen ebenfalls 

eine zeitabhängige Aggregation in verschiedenen Medien, da die Abstoßungskräfte 

der geladenen Polymere auf der Außenseite fehlen.113,114 

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 zunächst auf bis Ò 230 nm (mittlere Armdichte) beziehungsweise Ò 

170 nm (hohe Armdichte) an. Die weitere Erhöhung des N/P-Verhältnisses von > 10 

führte bei beiden Gruppen zu einer Verkleinerung der mittleren hydrodynamischen 

Radien und die Größe der Polyplexe stabilisierte sich bei Ò 119 nm (mittlere 

Armdichte) beziehungsweise Ò 79 nm (hohe Armdichte). Bei der Größenverteilung 

macht sich dies durch eine Linksverschiebung der Intensitätsmaxima mit 

steigendem N/P-Verhältnis bemerkbar. Die Ursache für dieses Verhalten liegt 

vermutlich darin begründet, dass sich bei dem N/P-Verhältnis mit der maximalen 

Polyplex-Größe zugleich der Punkt der Ladungsneutralität des polyelektrolytischen 

Komplexes befindet (siehe Kapitel 2.2.1). Schwankungen der Polyplex-Größe und 

Tendenz zur Aggregationsbildung werden dabei typischerweise an diesem Punkt 

beobachtet, da durch den Ladungsausgleich die Abstoßungskräfte herabgesetzt 

werden.115 
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2.2.3 Einfluss der Inkubationsbedingungen auf die Größe von 

Polyplexen  

Die Bedingungen der Polyplexbildung, wie beispielsweise pH-Wert, Temperatur, 

Ionenstärke oder Viskosität des Mediums beeinflussen die Größe der gebildeten 

Polyplexe und damit die Transfektion.116 PDMAEMA zeigt in wässriger Lösung ein 

doppelt-responsives Verhalten, welches sowohl vom pH-Wert, als auch der 

Temperatur abhängt. Der Ăcloud pointñ, das heißt der Temperaturpunkt, an welchem 

die Polymere in Lösung nicht mehr stabil sind und Agglomeration stattfindet, ist 

dabei stark vom pH-Wert abhängig.70 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 durchgeführt mit den Plasmiden 

pEGFP-N1 (wurde in den Transfektionsstudien verwendet) oder pmCherry-N1 oder 

pZsYellow1-N1 (alle Plasmide: 4,7 kb). Für die Komplexierung wurden die Plasmide 

zunächst entweder in wässriger NaCl-Lösung (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 für ein N/P-Verhältnis 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 für die Polyplex Bildung vorgeschlagen und zeigte in verschiedenen 

Studien, dass die Verwendung zu effizienteren Transfektionen als in NaCl-Lösung 

führen kann.83,99 Bei Opti-MEM handelt es sich um ein spezielles Zellkulturmedium 

zur Transfektion von Säugerzellen unter Serum-reduzierten Bedingungen. Es stellt 

ein modifiziertes MEM-Medium (Eagle's Minimum Essential Media) dar, das mit 

HEPES und Natriumbicarbonat gepuffert und zusätzlich noch mit Hypoxanthin, 
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Thymidin, Natriumpyruvat, L-Glutamin, sowie Spurenelementen und 

Wachstumsfaktoren supplementiert ist. 

 

Die Wahl des Mediums für die Polyplexbildung ist entscheidend für die Größe und 

Stabilität des Komplexes.100 Polyplexgröße und Topologie der pDNA beeinflussen 

bei einer Transfektion nicht nur die Aufnahme in die Zelle, sondern auch die Mobilität 

innerhalb des Zytoplasmas und die Widerstandsfähigkeit gegenüber 

zytoplasmatischen Nukleasen.117 Allerdings zeigte sich, dass weder die 

Verwendung eines anderen Plasmids, noch das Vorlegen des Plasmids in einem 

anderen Lösungsmittel zu einem signifikanten Unterschied der hydrodynamischen 

Radien führt. Da die Bindung der positiv geladenen Aminogruppen der Nanosterne 

an das negativ geladene Phosphat-Rückgrat der DNA sequenzunspezifisch erfolgt, 

ist bei vergleichbarer Plasmidgröße kein Unterschied in der Polyplex-Größe zu 

erwarten. Da die Komplexbildung zwischen pDNA und Polykation hauptsächlich 

durch elektrostatische Interaktionen erfolgt, spielt der Grad an Protonierung und 

damit der pH-Wert eine große Rolle.83 Durch die nachfolgende Zugabe von 

gepuffertem Opti-MEM beim Transfektionsprotokoll (Kapitel 1.5)  ist der Einfluss des 

pH-Wertes auf die Polyplexgröße bei diesem N/P-Verhältnis vernachlässigbar. 

Ansatz Polyplex-Matrix Nanostern

A 1 µg pEGFP-N1 in 50 µl NaCl-Lösung (150 mM) + 1 ml Opti-MEM + NS5 (Ḭ N/P 10) 114,6 ± 0,5

B 1 µg pEGFP-N1 in 1 ml Opti-MEM + NS5 (Ḭ N/P 10) 115,0 ± 0,5

C 1 µg pEGFP-N1 in 50 µl HBG + 1 ml Opti-MEM + NS5 (Ḭ N/P 10) 116,5 ± 0,7

D 1 µg pCherry in 50 µl NaCl-Lösung (150 mM) + 1 ml Opti-MEM + NS5 (Ḭ N/P 10) 111,8 ± 1,4

E 1 µg pZsYellow-N1 in 50 µl NaCl-Lösung (150 mM) + 1 ml Opti-MEM + NS5 (Ḭ N/P 10) 115,1 ± 3,1

Plasmid Rh (nm)

Tabelle 2: Variation der Zusammensetzung der Polyplex -Ansätze  

Gemäß des Standardprotokolls (Ansatz A) wurden zunächst 1 µg des Plasmids in 

wässriger NaCL-Lösung (150 mM) gelöst, mit 1 ml serumfreiem Kulturmedium (Opti-

MEM) versetzt und schließlich die entsprechende Menge an NS5 zugesetzt um auf ein 

N/P-Verhältnis von 10 zu kommen. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur 

wurden die hydrodynamischen Radien Rh im Zetasizer mittels DLS-Messung bestimmt. 
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Im Rahmen des Transfektionsprotokolls werden die Polyplexe vor der Zugabe zu 

den Zellen für 30 Minuten inkubiert. Um zu untersuchen, wie sich die Kinetik der 

Polyplexgröße während der Inkubation verhält, wurde mit dem Nanostern NS5, 

welcher in vorhergegangenen Transfektionsexperimenten gute Ergebnisse lieferte, 

gemäß den Bedingungen des Transfektionsprotokolls Polyplexe bei verschiedenen 

N/P-Verhältnissen gebildet und mit einem Messpunkt pro Minute die Änderung der 

hydrodynamischen Radien über die Zeit hinweg verfolgt (Abbildung 8). Das Plasmid 

lag folglich in NaCl-Lösung (150 mM) vor und die Polyplex Bildung erfolgte nach 

Zugabe von 1 ml Opti-MEM (entspricht Ansatz A aus Tabelle 2). 

 

 

Dabei zeigte sich, dass die hydrodynamischen Radien der Polyplexe zunächst um 

~ 20 bis 40 nm zunahmen bis sie nach ungefähr 10 Minuten ein Plateau erreichten 

und für 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 Polyplexgröße über die gesamten 60 min Inkubationsdauer 
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Abbildun g 8: Kinetik der hydrodynamischen Radien (R h) in Abhängigkeit 

vom N/P -Verhältnis und der Inkubationsdauer  

Es wurden Polyplexe zwischen pEGFP-N1 und NS5 gebildet und bei Raumtemperatur 

über die Zeit hinweg verfolgt. Gemäß dem Transfektionsprotokoll werden die Polyplexe 

nach 30 min zu den Zellen gegeben (siehe Abbildung 3) 
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hinweg zeigten. Ähnliche Aggregationseffekte in einem sehr engen Bereich des N/P-

Verhältnisses wurden auch von anderen Forschungsgruppen für verschiedene 

sternförmige Polymere beobachtet.118,119 Mendrek et al. haben dabei 

geschlussfolgert, dass der Grund hierfür in der Neutralisierung der 

Oberflächenladung der Polyplexe liegt. Die Messungen des Zetapotentials (siehe 

Abbildung 6) haben jedoch gezeigt, dass der Punkt des Ladungsausgleichs für die 

Polyplexe die mit NS5 gebildet wurden, im Bereich N/P = 7,5 ï 10 liegen muss. 

Dabei muss angemerkt werden, dass die N/P-Verhältnisse, bei denen Polymer 

Aggregationen beobachtet wurden, weit unter N/P = 30 liegen (entspricht maximaler 

Transfektionseffizienz für NS5). Die treibende Kraft für die Abstoßung der 

Nanosterne untereinander liegt folglich in der elektrostatischen Abstoßung der 

Polymerkorona, unbeschichtete Eisenoxid-Nanopartikel würden zeitabhängig 

aggregieren.114 

Um den Einfluss der Temperatur zu untersuchen, wurden kinetische DLS-

Messungen mit NS4 und NS5 durchgeführt, zwei Nanosterne welche im Vorfeld  

bereits ausführlich 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 Änderung der hydrodynamischen Radien über die 

Zeit hinweg verfolgt (Abbildung 9).  
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Das Verhalten ist dabei leicht unterschiedlich für die beiden untersuchten 

Nanosterne. Während NS5 keine Unterschiede in der Polyplexgröße bei den 

Temperaturbedingungen des Polyplexbildungsprotokolls (25°C) verglichen zu 

denen der Zellkultivierung (37°C) zeigte und die Größe über die gesamte 

Inkubationsdauer von 120 min stabil blieb, zeigten die Polyplexe, welche mit NS4 

gebildet wurden, einen leichten Anstieg der Polyplex-Größe bei 37°C. Bei 25 °C war 

dagegen kein Anstieg zu beobachten. An dieser Stelle muss erwähnt werden, dass 

gemäß des Transfektionsprotokolls die Polyplexe zunächst bei Raumtemperatur 

gebildet werden, bevor die Zugabe zu den Zellen und die Kultivierung bei 37°C 

erfolgen.  
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Abbildung 9: Kinetik der hydrodynamischen Radien  (Rh) in Abhängigkeit von 

der Inkubationstemperatur  und ïdauer  

Es wurden Polyplexe zwischen pEGFP-N1 und NS4 (A) oder NS5 (B) mit einem N/P-

Verhältnis von 10 gebildet und bei 25 °C (entspricht Raumtemperatur) sowie 37°C 

(Entspricht Temperatur im Inkubator) über die Zeit hinweg im Zetasizer verfolgt. Im Rahmen 

der Transfektionsversuche werden die Polyplexe gemäß dem Standard Protokoll 

üblicherweise nach 30 min zugegeben. 
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2.2.4 Komplex Stabilität  

Eine Alternative zu bereits etablierten Methoden wie beispielsweise dem Gel-

Retardationsssay81,120 zur Beschreibung der Stabilität von Polyplexen, stellt der 

erstmals in Schallon et al., (2011)106 vorgestellte ȹT-Assay dar, welcher den Vorteil 

einer qualitativen Untersuchung bietet. Um den Einfluss von kationischen Polymeren 

auf die DNA-Schmelztemperatur und damit der Komplexstabilität zu untersuchen, 

wurde pEGFP-N1 mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green I markiert, Polyplexe 

gebildet und diese schließlich in eine Real Time PCR Maschine überführt. Die 

Temperatur wurde von 25 auf 95 °C mit einer Rate von 1 °C / min erhöht und die 

Fluoreszenzintensität 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 gewählten Temperatur 

relativ zu der Fluoreszenz der Starttemperatur T = 25 °C) als Funktion der 

Temperatur definiert. Es wurde die lineare Form von PEI (ĂL-PEIñ; 25 kDa) als 

Transfektionsgoldstandard sowie drei verschiedene Nanosterne mit dem ȹT-Assay 

untersucht, zwei mit einer mittleren Armdichte (NS5: 0,054 Arme per nm², NS6: 

0,064 Arme per nm²) und einer mit einer hohen Armdichte (NS12: 0,300 Arme per 

nm²). Nanosterne mit einer geringeren Armdichte wurden nicht untersucht, da die 

Größe der resultierenden Polyplexe als zu groß für eine effiziente Transfektion 

angesehen wurde. Da die kolloidale Stabilität von Polyplexen von den Eigenschaften 

des Komplexierungsmediums, wie beispielsweise der Ionenstärke oder dem pH-

Wert abhängt,111 wurden die TM-Werte für zwei verschiedene Polyplex-Matrizen, 

HBG (20 mM Hepes, 5 oder 0,5 wt% Glukose, pH 5,5) und wässriger NaCl-Lösung 

(150 mM), bestimmt. Da gelöster Zucker die Viskosität des Mediums erhöht, was die 

Größe der gebildeten Polyplexe beeinflussen kann,116 wurden zwei Varianten von 

HBG, jeweils mit 0,5 oder 5 wt% Glukose, verwendet. Die Ergebnisse sind in 

Abbildung 10 zu sehen. 



In vitro Charakterisierung der Nanosterne 

 
33 

 

 

 

 

 

 

Wenn in HBG gebildet, zeigten die Polyplexe der untersuchten Nanosterne ähnliche 

TM-Daten, die auf eine starke Bindung hinwiesen. TM sank abrupt von ~90°C (freie 

DNA) auf ungefähr 27°C ab für jedes N/P-Verhªltnis Ó 2. Kein Unterschied war bei 

der Verwendung von HBG mit 5% Glucose gegenüber der Komplexierung in HBG 

mit 0,5% Glucose zu sehen. Im Falle der ungepufferten NaCl-Lösung als Matrix war 

bei N/P = 2 eine ähnliche Abnahme der TM zu beobachten. Mit weiterer Erhöhung 

des N/P-Verhältnisses jedoch nahm die TM wieder zu und näherte sich der von freier 

DNA an. Eine höhere Armdichte der Nanosterne schien dieses Verhalten zu 

verstärken. Ein pH-Effekt als Ursache könnte dieses Verhalten erklären. Die Arme 

der Nanosterne bestehen aus PDMAEMA, welches eine schwache polymerische 

Base darstellt. Der Grad an Protonierung und folglich die Ladungsdichte hängen 

stark vom pH-Wert ab. L-PEI dagegen zeigt eine deutlich stärkere Reduzierung der 
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Abbildung 10: DNA-Schmelztemperatur als Funktion des N/P -Verhältnis  

Polyplexe wurden entweder in HBG (5% Glucose, A), HBG (0,5% Glucose, B) oder 

150 mM NaCl-Lösung gebildet (C). Linien zwischen Datenpunkten dienen der 

visuellen Hilfe. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte Ñ SD, n Ó 2. 
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TM auf bis ~ 30°C. Dies bestätigt vorherige Untersuchungen, dass mit PEI-gebildete 

Polyplexe stabiler sind als mit PDMAEMA.106  

Um die Auswirkung der Polyplexe auf den pH-Wert der Matrizen zu untersuchen, 

wurden Polyplexe in HBG und 150 mM NaCl-Lösung gebildet und der pH-Wert mit 

einer pH-Sonde gemessen. Die Entwicklung des pH-Werts ist in Abbildung 11 zu 

sehen.  

 

In der gepufferten HBG-Matrix zeigte der pH bei Zugabe der Nanosterne wenig 

Änderung mit dem N/P-Verhältnis. Mit der Berücksichtigung der 

Standardabweichung zeigte sich hier kein statistisch signifikanter Unterschied 

zwischen den verschiedenen Nanosternen. Dies spiegelt das Verhalten der 

Nanosterne beim ȹT-Assay wieder. Im Falle der NaCl-Matrix zeigte sich eine 

Abbildung 11: pH der Polyplex -Lösung in Abhängigkeit vom N/P -

Verhältnis  

Polyplexe werden entweder in HBG (5% Glucose, leere Symbole) oder ungepufferter 

150 mM NaCl-Lösung (ausgefüllte Symbole) angesetzt. Linien zwischen 

Datenpunkten dienen der visuellen Unterstützung. Der pH-Wert der freien pDNA 

betrug 6,87 ± 0,39 in NaCl-Lösung und 6,21 ± 0,07 in HBG. Die Berechnung des ȹpH 

erfolgte durch pH bei N/P = 30  minus dem pH bei N/P = 2,5. Die Daten repräsentieren 

die Mittelwerte Ñ SD, n Ó 2. 
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deutliche Korrelation des ȹpH mit Armdichte. Während der ȹpH bei 0,22 ± 0,14 

betrug, war der pH-Anstieg bei NS6 (0,49 ± 0,05) und NS12 (0,72 ± 0,01) deutlicher 

ausgeprägt.  

Kationische Polymere zeigen eine pH-abhängige Interaktion mit DNA, bei welcher 

Polymere mit einer hohen Ladungsdichte eine stärkere Bindung an die DNA 

zeigen.121 Die Protonierung und damit das Absenken des pH-Wertes ermöglicht das 

Hinzufügen eines zusätzlichen Protons an die funktionellen Aminogruppen des 

Polymers.21 Umgekehrt würde ein Ansteigen des pH-Werts und damit einer 

Verringerung der Protonierung ein Herabsetzen der Bindungsstärke des Polykations 

an die DNA und der Polyplex Stabilität bewirken.122 Bei pH 8 würde der Grad an 

Protonierung von PDMAEMA weniger als 50% betragen (pKa = 7,5).89,123  

Ein pH-Effekt könnte eine Erklärung für das Verhalten der Nanosterne beim ȹT-

Assay in NaCl-Lösung darstellen (Abbildung 10 C). Folglich würde der Anstieg des 

pH-Werts zu einer Abnahme der Ladungsdichte und damit zu einer Destabilisierung 

der Polyplexe führen. Eine hohe Armdichte scheint diesen Effekt noch zu verstärken. 

Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass die Anwesenheit von protonierten 

Seitengruppen die Protonierbarkeit von benachbarten Aminogruppen verringert. 

Dieses Phänomen wurde auch für 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 führen. Dies würde den beobachteten Einfluss der 

Armdichte auf die Stabilität von in Na-Cl Lösung als Matrix gebildeten Komplexen 

erklären. 

An dieser Stelle muss jedoch auch erwähnt werden dass, wie in Kapitel 3 gezeigt,  

selbst im Bereich der N/P-Verhältnisse einer effizienten Transfektion Aggregationen 

in NaCl-Lösung 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 Stabilität 

als die Polyplex Größe beeinflusst wird und dass dieses Verhalten eine 

entscheidende Rolle bei der Bestimmung der Transfektionseffizienz und 

Zytotoxizität spielt. Der Ăcloud pointñ der Nanosterne liegt bei pH 8 bei ungefähr 50 

°C,70 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. 

3. Transfektion mit NP@PDMAEMA Nanosternen  

3.1 Einleitung  

Ein wichtiger Grund, warum virale Genvektoren gegenüber nicht-viralen heute 

immer noch den Hauptanteil aktueller klinischer Studien ausmachen,7 ist die 

wesentlich höhere Effizienz beim Gentransfer. Ein wichtiges Ziel bei der Erforschung 

neuartiger Transfektionsagenzien liegt daher in der Optimierung im Hinblick auf eine 

hohe Transfektionseffizienz bei möglichst geringer Zytotoxizität.125 Im Folgenden 

soll nun untersucht werden, welche Faktoren Einfluss auf die Transfektion nehmen. 

Die erste Messgröße 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 enthält das Reportergen, welches für EGFP (engl. Enhanced Green 

Fluorescent Protein) kodiert, einer rekombinanten Weiterentwicklung des grün 

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 

häufigsten verwendeten Promotoren für Expressionsvektoren in Säugerzellen 

darstellt.126 
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Bei einer Transfektion fluoreszieren die Zellen, welche das Protein exprimieren, bei 

Bestrahlung mit blauem Licht grün und ermöglichen dadurch die Bestimmung des 

Anteils an transfizierten Zellen. Dieser Anteil wird als Transfektionseffizienz definiert. 

Des Weiteren ermöglicht die Messung mittels Durchflusszytometrie127 die 

Bestimmung der Intensität 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 für die Form, Größe 

und Art der Zelle und wird über den Seitwärtsstreulichtdetektor (SSC = Side Scatter) 

und Vorwärtsstreulichtdetektor (FSC = Forward Scatter) gemessen. Durch den 

Einsatz von verschiedenfarbigen Lasern und Filtern wird die Detektion von 

(Fluoreszenz-) Farbstoffen möglich. Da die Intensität der Fluoreszenz mit der 

Expression des Genprodukts korreliert, das heißt der Menge an gebildetem EGFP, 

wird dadurch die Bestimmung des Transkriptionslevels möglich. Die Zellen wurden 

dabei in drei Kategorien eingeteilt: Low-Producer: Fluoreszenzintensität zwischen 1 

und 10 MFI (engl. Mean Fluorescence Intensity); Middle-Producer: 

Fluoreszenzintensität zwischen 10 und 100 MFI; High-Producer: 

Fluoreszenzintensität > 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.128,129 L929-Zellen stellen eine 

adhärent wachsenden Zelllinie von Mausfibroblasten dar, welche häufig für 

Zytotoxizitätsstudien verwendet werden.130ï132 Bei den Jurkat Zellen handelt es sich 

um eine Leukämie-Zelllinie aus menschlichen T-Lymphozyten, die im Gegensatz zu 

den adhärent kultivierten CHO-K1 und  HEK-293 Zelllinien in Suspension gehalten 

wurden. Sie sind interessant für die Forschung für verschiedene Untersuchungen 

der Mechanismen bei der Krebstherapie, der Charakterisierung der T-Zell-

Rezeptoren Signalkaskade und durch ihre Fähigkeit Interleukin-2 produzieren zu 
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können.133 Wie auch andere T-Zelllinien gelten Jurkats als eher schwierig zu 

transfizieren.134 Die Hek-293 (engl. human embryonic kidney) Zellen stellen 

menschliche embryonale Nierenzellen dar und werden als vergleichsweise einfach 

zu kultivierende und transfizierende Zelllinie standardmäßig sowohl in der 

Grundlagenforschung als auch bei der Entwicklung von Chemotherapeutika, 

Virenimpfstoffen, sowie zur Produktion von rekombinanten Adenovirus-Vektoren 

verwendet.135  

Der zweite wichtige Parameter bei einer Transfektion ist die Viabilität. Da viele 

kationische Polymere wie PEI oder PDMAEMA eine zytotoxische Wirkung 

zeigen,18,136 ist die Zellviabilität für die Optimierung einer möglichst 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 Ăproton 

spongeñ Effekt die Endosomen verlªsst und der Mechanismus der Transfektion 

somit ähnlich ist.89 Für die Bestimmung der Toxizität einer Substanz gibt es 

verschiedene Methoden. Eines der gängigsten Verfahren beinhaltet die 

Verwendung eines Farbstoffs, der die Unterscheidung zwischen lebendigen und 

toten Zellen ermöglicht. Bei den Transfektionsexperimenten wurde hierzu 

Propidiumiodid (PI) verwendet. Bei diesem Fluoreszenzfarbstoff handelt es sich um 

einen Nukleinsäureinterkalator, der nicht die Zellmembran von lebendigen Zellen 

überwinden kann.137,138 Wenn die Zellen jedoch sterben, wird die Zellmembran 

löchrig und Propidiumiodid kann ins Zellinnere diffundieren und die DNA und RNA 

der Zelle anfärben, was als rote Fluoreszenz messbar wird.  

Allerdings erlauben diese Farbstoffe keine Aussage über den metabolischen 

Zustand der Zelle. Für Transfektionen zum Zweck biotechnologischer Anwendungen 

wie beispielsweise der Erzeugung biopharmazeutischer Produkte (Antikörper, 

rekombinante Proteine uvm.) ist es jedoch von Interesse, dass durch den 

Transfektionsprozess die Leistungsfähigkeit der Zellen nicht beeinträchtigt wird. 
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Dies könnte beispielsweise in einer verringerten Stoffwechselaktivität oder einer 

geringeren Teilungsrate der transfizierten Zellen resultieren. Darüber alleine lässt 

sich mit der Untersuchung der Membranpermeabilität noch keine Aussage treffen. 

Der MTT-Assay dagegen ist ein nach ISO 10993-5 genormter kolorimetrischer Test, 

der über die Messung der metabolischen Aktivität der untersuchten Zellen eine 

Aussage über die Zytotoxizität der untersuchten Substanz erlaubt.139 Der Test 

basiert auf der Stoffwechselumsetzung des gelben wasserlöslichen Farbstoffs MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; ein Tetrazoliumsalz) zu 

dem blau-violetten wasserunlöslichen Formazan (Abbildung 12).140,141 Das ISO 

10993-5 Protokoll sieht dabei die Verwendung von L929 Zellen vor. Zur besseren 

Vergleichbarkeit wurden zusätzlich noch CHO-K1 Zellen getestet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MTT Formazan  

Abbildung 12: Umsetzung von MTT zu Formazan  

. 

NADH NAD+ 
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3.2 Ergebnisse und Diskussion  

3.2.1 Charakterisierung  des Nanosterns NS4  

Als erste Variante der Nanosterne der zweiten Generation (mit Silicahülle) lag der 

Nanostern NS4 NP@(PDMAEMA540)91 vor. Mit diesem wurden Polyplexe, welche 

nach dem ursprünglichen und dem adaptierten Transfektionsprotokoll gebildet 

wurden, per DLS-Messung verglichen und per MTT-Assay die Zytotoxizität (über 

Bestimmung der metabolischen Aktivität) sowie in Transfektionsexperimenten die 

Transfektionseffizienz und die Zytotoxizität (über Bestimmung der 

Membranintegrität) untersucht. 

 

3.2.1.1 Auswirkung des Transfektionsprotokolls  auf die Größe der 

Polyplexe  

Das Transfektionsprotokoll wurde von dem adaptiert, welches für die erste 

Generation der Nanosterne70 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 µl NaCl-Lösung (150 mM), so führte dies sowohl zu einer höheren Zahl an 

transfizierten Zellen, als auch zu einer Verringerung der Zytotoxizität. Da die 

Interaktion der pDNA mit dem Polykation hauptsächlich über elektrostatische 

Wechselwirkungen geschieht, spielen Faktoren wie die ionische Stärke 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 

können den Ausgang der Transfektion maßgeblich mitbeeinflussen.44,83,84  

Um die Auswirkungen der verschiedenen Protokolle zu untersuchen, wurden 

Polyplexe mit dem Nanostern NS4 jeweils nach dem ursprünglichen und dem 

adaptierten Protokoll gebildet und die Größe 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).  

 

 

Ab N/P Ó 10 sanken die hydrodynamischen Radien auf Werte vergleichbar zum 

adaptierten Protokoll von < 300 nm. Die Bedeutung der Polyplexgröße für die 

Transfektion wurde bereits für vielerlei kationische Polymere beschrieben.86,142 

Wichtige Einflussfaktoren der Transfektion wie Endozytoserate, Zytotoxizität und der 

Transport durchs Zytoplasma korrelieren mit der Größe.86,143,144 Die genauen 

Anforderungen an die Partikelgröße variiert je nach Zelllinie, aber liegen für die 

Abbildung 13: Größenmessung der Polyplexe abhängig vom N/P-Verhältnis 

und dem verwendeten Protokoll  

Die Polyplexe wurden mit NS4 und dem Plasmid EGFP-N1 bei Raumtemperatur entweder 

nach dem ursprünglichen (V1) oder dem adaptierten (V2) Protokoll gebildet und nach 30 

min Inkubationszeit die Größe im Zetasizer per DLS bestimmt. V1: 1 µg pDNA werden mit 

150mM wässriger NaCl-Lösung zu einem finalen Volumen von 200 µl angesetzt. 

Anschließend Zugabe der Nanosterne und vortexen. V2: 1 µg pDNA werden in 50 µl von 

150 mM NaCl-Lösung gelöst und mit 1 ml Opti-MEM Transfektionsmedium vermischt. 

Anschließend Zugabe der Nanosterne und vortexen. Die Daten repräsentieren die 

Mittelwerte ± SD, n Ó 3. 
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meisten Zellen bei der Endozytose in der Größenordnung von < 200 nm, 

Makropinozytose 500 bis 1000 nm und Phagozytose bis 10 µm.145 

Darüber hinaus suggerieren die Daten aus Kapitel 2.2.4, dass der Wechsel von 

einem ungepufferten zu einem gepufferten Medium zu einer Erhöhung der Polyplex-

Stabilität führen kann. Die Erhöhung des Volumens und die Verwendung eines 

gepufferten Komplexierungsmediums  statt der NaCl-Lösung erwiesen sich als 

vorteilhaft für die Transfektion.81 Eine weitere Ursache könnte dabei die 

Verkleinerung der Polyplexgröße darstellen. Daher wurde das adaptierte Protokoll 

als das Standardprotokoll dieser Arbeit definiert und alle nachfolgenden 

Transfektionsexperimente damit durchgeführt. Schemata des ursprünglichen 

(Abbildung 46) und adaptierten (Abbildung 47) Protokolls für die Polyplex-Bildung 

sind im Material und Methoden Teil des Anhangs aufgeführt (Kapitel 8.2.4.2). Ein 

Teil der Transfektionsstudien mit dem ursprünglichen Protokoll sind ebenfalls in 

Kapitel 8.1.2 im Anhang zu finden. 

 

3.2.1.2 Untersuchung der Zytotoxizität über die 

Stoffwechselaktivität  

Zur Untersuchung der Zytotoxizität wurde der Nanostern NS4 

NP@(PDMAEMA540)91 gegen den Transfektions-Goldstandard L-PEI (25 kDa) 

mittels Hilfe des MTT-Assays140,141 untersucht. Hierzu wurden CHO- und L929-

Zellen zunächst für 24h mit dem jeweiligen Transfektionsagenz inkubiert. Am 

nächsten Tag wurde das Medium ausgetauscht und das MTT-Substrat zusammen 

mit frischem Kulturmedium zu den Zellen gegeben und diese für weitere 2 h 

inkubiert. Die Menge an gebildetem Formazan entspricht dabei der metabolischen 

Aktivität der Zellen und wurde photometrisch über Messung der OD580 bestimmt. 

Dabei zeigte sich, dass die Polymere die metabolische Aktivität 

konzentrationsabhängig beeinflussten. In Tabelle 3 sind die ermittelten LC50 Werte 
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aufgeführt, die hierfür verwendeten Regressionskurven sind im Anhang gezeigt 

(siehe Kapitel 8.2.4.4).  

 

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

Bestimmt wurde die mittlere letale Konzentration (LC50) gemäß ISO 10993-5. Die Daten 

reprªsentieren die Mittelwerte Ñ SD, n Ó 3. Die Werte für die L929 Zellen (*) wurden im 

Rahmen der Masterarbeit ermittelt und sind zum Vergleich mitaufgeführt. 

 

Polymer  Zelltyp  LC50 [µg/µl]  

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 LC50 Werte bei 0,014 ± 0,001 µg/µl. Dies 

entspricht dem LC50-Wert, der für L-PEI während der Masterarbeit in L929-Zellen 

bestimmt wurde, die Zytotoxizität von NS4 war in L929-Zellen mit LC50 = 0,025 ± 

0,003 µg/µl noch etwas geringer. Die Zytotoxizität von Transfektionsagenzien variiert 

typischerweise je nach verwendeter Zelllinie.1,146 Trotz des höheren 

Molekulargewichts ist die Zytotoxizität des Nanosterns NS4 (7735 kDa) jedoch nicht 

höher als die des gegenwärtigen Transfektions-Goldstandards L-PEI (25 kDa). 

 

3.2.1.3 Vergleich der Transfektionseffizienz  und Zytotoxizität  in 

verschiedenen Zelllinien  

Um die Transfektionsleistung von NS4 in verschiedenen Zelllinien zu untersuchen, 

wurden Polyplexe aus pEGFP-N1 und NS4 gebildet und mit diesen gemäß 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 abhängig vom 

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

kann.  

 

In L929-Zellen korrelierte die EGFP-Expression deutlich mit dem N/P-Verhältnis und 

erst bei N/P = 15 wurde das Maximum von 60% EGFP-positiver Zellen erreicht. Die 

CHO-Zellen dagegen verfügten bereits bei N/P = 10  über einen Anteil von 57% 

EGFP-positiver Zellen, der mit Erhöhung des N/P-Verhältnisses wieder leicht 

absank auf 40%. Unabhängig von der verwendeten Zelllinie oder dem N/P-

Verhältnis lagen die gemessenen Viabilitäten durchgehend bei > 80%, die 

Zytotoxizität korrelierte dabei mit dem N/P-Verhältnis. Bis auf eine Ausnahme war 

die Viabilität der CHO-Zellen stets 5 ï 10% geringer als die der L929-Zellen. Auch 

beim MTT-Test war die Zytotoxizität in L929-Zellen gegenüber den CHO-Zellen 

erhöht (siehe Tabelle 3).  Die hydrodynamischen Radien der Polyplexe lag im 

Bereich von 100 bis 300 nm, was eine noch für die Transfektion geeignete Größe 

darstellt. In der Regel sollten Nanopartikel für eine effiziente Transfektion eine Größe 

von 500 nm nicht übersteigen.86 Auch eine Partikelgröße von unter 50 nm kann in 

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

Verhältnissen  

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 Viabilität bestimmt. Die 

Daten reprªsentieren die Mittelwerte Ñ SD, n Ó 2 
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eine verminderte Aufnahme in die Zelle zur Folge haben.147 Die Polyplexe, welche 

nach dem ursprünglichen Protokoll gebildet wurden, erreichten hydrodynamische 

Radien von bis zu 900 nm (Abbildung 13).  

 

3.2.1.4 Abschließende Betrachtung  der Ergebnisse  

Die Konzentrationen der letalen Dosis lagen bereits im Konzentrationsbereich, 

welcher bei einer Transfektion erreicht wird (Für N/P = 30: 0,025 µg/µl bei NS4). 

Dass bei den Transfektionen dennoch Ó 80% Viabilitªt gemessen wurde liegt 

vermutlich daran, dass gemäß des Transfektionsprotokolls nach 4h das 

Transfektionsmedium durch herkömmliches Kulturmedium ausgetauscht wird, 

wodurch die freien sich noch in Lösung 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. Tatsächlich zeigten Zellen bei 

Transfektionsexperimenten mit gleichem N/P-Verhältnis eine um bis zu 20 % 

verringerte Viabilität, wenn die Polyplexe über Nacht auf den Zellen gelassen 

wurden (Siehe Kapitel 4.2.2.1). Die wesentlich längere Exposition der Zellen mit dem 

toxischen Polymer führte dadurch zu einer erhöhten Zytotoxizität. Darüber hinaus ist 

unklar, wie vergleichbar die Toxizitätswerte sind, wenn sie mit verschiedenen 

Methoden bestimmt wurden. Der MTT-Test bestimmt die Stoffwechselaktivität,  die 

Propidiumiodid Methode dagegen basiert auf Messung der Membranpermeabilität. 

Als Ursache für die Zytotoxizität von kationischen Polymeren sind viele verschiedene 

Faktoren möglich. Für Polymere wie PAMAM oder PEI wurde beispielsweise 

gezeigt, dass diese Löcher in der Zellmembran verursachen können, die in 

größerem Ausmaß zum Tod der Zelle führen können.148ï150 Für PDMAEMA ist die 

Datenlage widersprüchlich und ein direkter Zusammenhang mit der Disruption der 

Plasmamembran konnte noch nicht zweifelsfrei gezeigt werden.80,151 Auch eine 

Disruption der Kernhülle wird als möglicher Mechanismus für die Zytotoxizität 
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diskutiert.152 Als ein weiterer Mechanismus kann umfangreiches Platzen der 

Lysosomen zum induzierten Zelltod führen,153 allerdings gibt es Hinweise darauf, 

dass dies im Gegensatz zu PEI bei PDMAEMA nicht die Ursache darstellt und noch 

weitere molekulare Mechanismen für die Zytotoxizität existieren müssen,154 welche 

sich je nach untersuchter Zelllinie und Konzentration unterscheiden können.151 

 

3.2.2 Anpass ung  des N/P-Verhältnis  für die Transfektion  

Es wurde bereits in der vorrangegangenen Masterarbeit gezeigt, dass 

Transfektionseffizienz und Zytotoxizität der Nanosterne mit dem N/P-Verhältnis der 

zugegebenen Polyplexe korreliert,81 ein typisches Phänomen polykationischer 

Transfektionsagenzien.110,136 Ist die Konzentration zu gering, exprimieren weniger 

Zellen später das Reportergen. Da die meisten polykationischen 

Transfektionsagenzien ab einer kritischen Konzentration zytotoxisch wirken, 

verursacht eine zu hohe Konzentration dagegen eine Verringerung der Viabilität und 

damit ebenfalls eine Beeinträchtigung der Transfektion.154 Für die meisten 

Arbeitsgruppen ist daher die Anpassung des N/P-Verhältnisses die übliche 

Maßnahme um eine effiziente Transfektion zu erreichen.82,86,110 Dafür wird in der 

Regel die DNA-Menge konstant gehalten und Menge an zugegebenem Polymer 

erhöht, beginnend von dem N/P-Verhältnis, welches notwendig ist, um positiv 

geladene Polyplexe zu erhalten. Erhöht man von diesem Punkt aus das N/P-

Verhältnis weiter, so steigt der Anteil an freiem Polykation im Transfektionsmix, was 

die Aufnahme der Polyplexe in die Zelle fördert.155 Das optimale N/P-Verhältnis kann 

dabei je nach verwendetem Polymer oder Zelllinie variieren. Alternativ könnte das 

N/P-Verhältnis auch eingestellt werden, indem die Menge an Polymer konstant 

gehalten wird und die Menge an pDNA variiert wird. Dieses Vorgehen könnte sich 

beispielsweise bei Polymeren mit hoher Zytotoxizität als vorteilhaft erweisen, um die 

absolute Menge an Polymer zu reduzieren, ohne das Konzentrationsverhältnis 

zwischen pDNA und Polymer zu variieren.  Um den Einfluss des N/P-Verhältnisses 
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auf die Transfektion näher 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-Verhältnissen die Transfektionseffizienz und Viabilität 

untersucht (Abbildung 15).  

Abbildung 15: Einfluss d es N/P-Verhältnisses 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 Viabilität (B, D, F) bestimmt. Dabei wurden sowohl N/P-Verhältnis (Färbung) 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 hauptsächlich von der Menge an zugegebenem Polymer abhing und weniger 

vom N/P-Verhältnis 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 µg an zugegebenem Polymer zeigte sich ein rascher Anstieg 

der Transfektionseffizienz von maximal 10% EGFP-positiver Zellen auf bis 70%. Mit 

weiterer Erhöhung der Polymermenge konnte die Transfektionseffizienz nur noch 

unwesentlich gesteigert werden, das Maximum lag bei 75% (1,5 µg pDNA, N/P = 

30). Darüber hinaus lag der Anteil an EGFP-exprimierenden Zellen bei >10 µg 

zugegebenem Polymer, unabhängig vom N/P-Verhältnis oder der pDNA-Menge, 

durchgehend bei mindestens 70%. Betrachtet man allerdings die gemessenen 

Viabilitäten (Abbildung 15 B) zeigt sich der typische Verlauf einer Transfektion mit 

polykationischen Polymeren: Eine Erhöhung der Polymermenge führte zu einer 

Verringerung der Viabilität, allerdings scheint für die Viabilität auch das N/P-

Verhältnis und die DNA-Menge eine Rolle zu spielen. Besonders deutlich wird dies 

beispielsweise im Falle eines N/P-Verhältnisses von 5, bei welchem alle 

gemessenen Viabilitªten bei Ó 98% lagen. Bei den HEK-293 und den Jurkat Zellen 

ist der Verlauf ähnlich, bei letzteren sanken die Viabilitäten 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 für die Transfektion von 

adhärenten CHO-Zellen etabliert und optimiert wurde. Um eine höhere 

Transfektionseffizienz zu erreichen wäre es besonders für Jurkat Zellen notwendig 

ein Protokoll für Suspensionszellen zu etablieren, da diese schwieriger zu 

transfizieren sind und empfindlich auf die Zugabe von toxischen Polymeren 

reagieren.83  
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Um den Einfluss der untersuchten Transfektionsparameter N/P-Verhältnis, 

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 ). 

 

In allen untersuchten Zelllinien zeigte die Transfektionseffizienz eine statistisch 

signifikante starke Korrelation mit der Polymermenge. Eine Korrelation mit dem N/P-

Verhältnis war ebenfalls vorhanden, wenn auch weniger stark ausgeprägt, 

wohingegen keine signifikante Korrelation zwischen der DNA-Konzentration und der 

Transfektionseffizienz gefunden wurde. Bei den Viabilitäten 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 stärksten Einfluss auf die Viabilitäten, 

gefolgt vom N/P-Verhältnis und schließlich der DNA-Konzentration.  

Tabelle 4: Zusammenhang zwischen Transfektionseffizienz/Viabilität und 

N/P-Verhältnis  sowie zugegebene Menge an pDNA und Polymer.  

Gezeigt sind die Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman und die zugehörigen 

Signifikanz-Niveaus. P-Werte von > 0,05 wurden rot und kursiv markiert. 

 

Zelll inie    Transfektionseffizienz  Viabilität  

CHO-K1 

DNA 0,450 (p < 0,05) - 0,527 (p < 0,05) 

Polymer 0,834 (p < 0,05) - 0,923 (p < 0,05) 

N/P Ratio 0,662 (p < 0,05) - 0,697 (p < 0,05) 

        

HEK-293 

DNA 0,350 (p < 0,05) - 0,466 (p < 0,05) 

Polymer 0,778 (p < 0,05) - 0,656 (p < 0,05) 

N/P Ratio 0,601 (p < 0,05) - 0,436 (p < 0,05) 

        

Jurkat 

DNA 0,113 (p = 0,604) - 0,221 (p = 0,308) 

Polymer 0,809 (p < 0,05) - 0,763 (p < 0,05) 

N/P Ratio 0,630 (p < 0,05) - 0,471 (p < 0,05) 
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Die Ergebnisse im Gesamten implizieren, dass der etablierte Weg die N/P-

Verhältnisse der Transfektionsprotokolle über die DNA-Menge anzupassen 

möglicherweise nochmals überprüft werden muss. Insbesondere für stark toxische 

Polymere könnte es sich als vorteilhaft erweisen zunächst die Mindestmenge an 

notwendigem Polymer für eine effiziente Transfektion über einen breiten Polymer-

Konzentrationsbereich zu bestimmen und die weitere Optimierung in einem zweiten 

Schritt über Anpassung der pDNA-Konzentration vorzunehmen. Da üblicherweise 

die freien polykationischen Polymere als toxischer als die zugehörigen 

Polyplexe16,156 gelten, könnte auf diese Weise der Überschuss an freiem Polymer 

so gering wie möglich gehalten werden, ohne zugleich die Transfektionseffizienz zu 

beeinträchtigen. 

 

3.2.3  Zusammenhang zwischen Transfektionseffizienz und 

Magnetismus  

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 sternförmiger Struktur 

synthetisiert werden können.9 Was die Nanosterne, die in dieser Arbeit untersucht 

werden, von den üblichen polykationischen Transfektionsagenzien unterscheidet, ist 

der solide Maghemitkern (ɔ-Fe2O3). Dieser ist superparamagnetisch und es wurde 

gezeigt, dass nicht nur die gebildeten Polyplexe, sondern auch damit behandelte 

Zellen magnetisch wurden.70,157 Die Möglichkeit, Polyplexe und transfizierte Zellen 

durch die Anwendung von magnetischen Feldern zu beeinflussen könnte neue 

Einsatzfelder ermöglichen, beispielsweise im medizinischen Bereich.66  

Um den Magnetismus bei der Transfektion mit den Nanosternen näher zu 

untersuchen, wurde ein 16-Tube SureBeadsÊ Magnetic Rack (Bio-Rad, München, 

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

16).  

 

 

Dieses wird normalerweise für Anwendungen wie Immunpräzipitation oder Protein 

Pull-Down Assays verwendet. Es war daher notwendig, zunächst ein Protokoll zu 

etablieren, da der Magnetismus von magnetischen Zellen oder Polyplexen längst 

nicht so stark ist, wie beispielsweise von Antikörper-markierten Magnetic Beads im 

Rahmen einer Immunpräzipitation, welches die Separierung innerhalb von Minuten 

ermöglicht. In Vortests hat sich gezeigt, dass unbehandelte Kontrollzellen 

verhältnismäßig lange zur Sedimentation brauchen, nach 2h waren immer noch 25% 

in Suspension. Bei der Inkubation über Nacht im Kühlschrank waren schließlich 95% 

der Zellen sedimentiert mit einer Viabilität von > 90% im Trypanblau Test. Daher 

wurde die über Nacht Inkubation in das finale Protokoll übernommen: Zunächst 

wurden die transfizierten Zellen geerntet und jeweils in serumfreiem Kulturmedium 

gesammelt, in 1,5 ml Eppendorf Gefäße überführt, diese in das Magnetic Rack 

gestellt und über Nacht im Kühlschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurde der 

Überstand und die sedimentierten Zellen gesammelt, die magnetische Zellfraktion 

befand sich am Gefäßrand der zum Magneten zugewandten Seite und wurde 

gewonnen, indem das Eppendorf Gefäß aus dem Magnetfeld entfernt wurde. Die 

Zellen beider Fraktion wurden schließlich per Vi-Cell gezählt und daraus die 

prozentualen Anteile berechnet.  

Abbildung 16: Magnetic rack zur Analyse der magnetischen Zellfraktion  

Verwendetes Modell: 16-Tube SureBeadsÊ Magnetic Rack (Bio-Rad, München, 

Deutschland)  
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3.2.3.1 Vergleich der verschiedenen Nanosterne  

Für 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-Verhältnissen 

transfiziert. Dies ermöglicht eine Untersuchung des Einflusses der Struktur und 

Aufbau der Nanosterne auf das Ergebnis der Transfektion. Des Weiteren wurde zum 

Zeitpunkt der Ernte der Zellen für die Analyse der Transfektionseffizienz im FACS 

(26 h nach Polyplex Zugabe) jeweils ein Aliquot von ~ 5 * 106 Zellen entnommen 

und der Anteil an magnetischen Zellen mittels magnetic rack (siehe Kapitel 3.2.3) 

bestimmt. Der Nanostern NS4 konnte für diesen Vergleich nicht berücksichtigt 

werden, da von diesem nur eine kleine Charge synthetisiert wurde und daher zu 

diesem Zeitpunkt keine ausreichende Menge mehr zur Verfügung stand. Abbildung 

17 fasst die Transfektionseffizienzen, Viabilitäten und den Anteil an magnetischen 

Zellen zusammen.  

Dabei zeigte sich, dass die Transfektionseffizienzen und der Anteil magnetischer 

Zellen mit dem N/P-Verhältnis stiegen, wohingegen die Viabilitäten abnahmen. 

Während der Trend der abnehmenden Viabilität bei allen untersuchten Nanosternen 

beobachtet wurde, war die Abnahme selbst in den meisten Fällen gering 

beziehungsweise von keiner statistischen Signifikanz in manchen Fällen. Die 

Ursache für die Zunahme der Zytotoxizität bei höheren N/P-Verhältnissen wird 

üblicherweise der ansteigenden Menge an überschüssigem polykationischem 

Polymer in Transfektionsmix zugeschrieben.22 Freie Polymerketten fördern die 

Internalisierung und unterstützen die Transfektion, destabilisieren aber gleichzeitig 

die Plasmamembran, was zu einer toxischen Wirkung führen kann.156,155  
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Abbildung 17: Transfektionseffizienzen ( ), magnetische 

Zellfraktionen ( ) und Viabilitäten ( ) 26 h nach der Transfektion  

Die Daten repräsentieren die Mittelwerte ±  SD, n Ó 3.  
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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 tatsächlich aufnehmen müssen um magnetisch zu werden. Es erscheint 

ebenfalls möglich, dass ein Teil der Polyplexe lediglich an das Äußere der Zellen 

bindet ohne Endozytose beziehungsweise zelluläre Aufnahme zu bewirken. Dieses 

Phänomen ist auch für andere Eisenoxid-Nanopartikel beschrieben und kann 

beispielsweise zu Fehleinschätzungen des Dosiseffekts bei therapeutischer 

Anwendung wie MRI führen, wenn extrazelluläre Aggregationen, die nicht von der 

Zelle aufgenommen werden, die Messung verfälschen.114 Üblicherweise ist die 

unspezifische Adsorption von positiv geladenen Polyplexen an die negativ geladene 

Plasmamembran bei einer Transfektion erwünscht, da es die Aufnahme in die Zelle 

erhöht, sofern die Komplexe nicht zu groß sind.37,158 

Da einfache Bindung an die Zellen für die großen Polyplexe wahrscheinlicher sein 

sollte, erscheint es in diesem Kontext interessant, dass die Nanosterne, welche 

Komplexe mit besonders großen hydrodynamischen Radien bildeten (NS1 und NS2; 

vergleiche 2.2.2, Abbildung 5), in einem unverhältnismäßig großen 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/nm² (NS3) und 0,064 

Ketten/nm² (NS6) zeigten die besten Ergebnisse. Der höchste individuelle Wert 

wurde für NS6 (71 ± 3% EGFP-positive Zellen) bei N/P Ó 20 bestimmt. Die 

schwächere Transfektionseffizienz der Nanosterne mit niedrigerer Armdichte (NS1 

und NS2) kann durch die beträchtliche Größe der dazugehörigen Polyplexe erklärt 

werden, welche die zelluläre Aufnahme durch Endozytose behindern, da die Größe 

der Komplexe einer der wichtigsten Faktoren darstellt und maßgeblich den 

Aufnahmeweg beeinflusst.159 Als Richtwert gilt, dass Nanopartikel für eine effiziente 
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Aufnahme in die Zelle eine Größe von 500 nm nicht überschreiten sollten.147 Zu 

große Polyplexe kann jedoch nicht im Falle der Nanosterne mit einer sehr hohen 

Armdichte die Ursache für die geringe Transfektionseffizienz darstellen. Eine 

Erhöhung der Zytotoxizität als Ursache für die geringe Transfektionseffizienz war 

ebenfalls unwahrscheinlich, da nur eine schwache Verringerung der Viabilitäten für 

die verschiedenen Nanosterne beobachtet wurde. Wie schon in Kapitel 2.2.4 

besprochen, könnte für die geringere Transfektionseffizienz der Nanosterne mit sehr 

hohen Armdichten die Polyplex-Stabilität verantwortlich sein, welche bei hohen 

Armdichten verringert war. Wenn die pDNA-Polykation-Komplexe nicht stabil genug 

sind, kann es zu einer frühzeitigen Freisetzung der pDNA kommen, wodurch diese 

im ungünstigsten Fall vor Erreichen des Zellkerns durch Nukleasen abgebaut 

würde.103 

Es wurde schon von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt, dass 

superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (ĂSPIONsñ) abhängig von der 

untersuchten Zelllinie teils erhebliche zytotoxische Effekte zeigen können.160 Daher 

existieren mittlerweile viele Strategien, SPIONs mit unterschiedlichen Materialien zu 

beschichten, um beispielsweise die die Zytotoxizität zu verringern oder die 

Aufnahme durch die Zellen zu verbessern.161ï163 Dabei zeigten selbst SPIONs, 

welche mit Polymeren wie PDMA (Poly(N,N-dimethylacrylamid) funktionalisiert 

wurden, welches selbst über eine inhärente Zytotoxizität verfügt, eine verringerte 

Zytotoxizität gegenüber den nackten Nanopartikeln.164 Der Eisenoxid-Kern der 

Nanosterne wurde noch mit einer Silica-Hülle beschichtet um die kovalente 

Modifikation mit den PDMAEMA-Armen zu ermöglichen. Bislang ist nur wenig 

bekannt über die Zytotoxizität von Silica-beschichteten SPIONs, noch über die 

Haltbarkeit oder Widerstandsfähigkeit dieser Beschichtung, sobald sie in den 

Kontakt mit lebenden Organismen kommt. Es ist also denkbar, dass die beobachtete 

Verringerung der Viabilitäten 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. Darüber hinaus zeigten 

die Nanosterne mit geringer Armzahl in DLS-Messungen eine Tendenz zur 

Aggregationsbildung (siehe Abbildung 5), was ebenfalls die Zytotoxizität erhöhen 

kann. 

 

3.2.3.2 Einfluss der Interaktionszeit  

Die erste Barriere, welche die Polyplexe zur erfolgreichen Transfektion überwinden 

müssen, ist die Aufnahme in die Zelle und damit die Zellmembran.28,165ï167 Die 

Aufnahme geschieht über einen biologischen Prozess (Endozytose) und ist daher 

einer Kinetik unterworfen. Werden die Polyplexe zu den Zellen gegeben, wird 

üblicherweise 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 beträgt die Inkubationsdauer 

zwischen Polyplexzugabe und Medientausch 180 ï 240 Minuten.142 Daher wurde 

bei der Etablierung des Transfektionsprotokolls (Siehe Kapitel 1.5) eine 

Inkubationsdauer von 240 min übernommen. 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-Verhältnis von 15 gebildet, diese zu den Zellen 

gegeben und in den jeweiligen Ansätzen 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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Wie in Abbildung 18 dargestellt, zeigten Zellen, die mit NS5 transfiziert wurden, eine 

deutliche Abhängigkeit der Transfektionseffizienz von der Inkubationsdauer mit den 

Polyplexen. Die maximale Transfektionseffizienz von 70% wurde ab einer 

Kontaktzeit von 180 min erreicht, eine längere Inkubation für insgesamt 240 min 

führte nicht zu einer Erhöhung des Anteils an EGFP-positiven Zellen. Die Verteilung 

von Ălowñ-, Ămiddleñ- und ĂHighñ-Producern war dabei vergleichbar. Auch die Zahl an 

magnetischen Zellen korrelierte mit der Kontaktdauer bis 180 min, danach folgte 

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

Diese Daten suggerieren, dass der überwiegende Teil der Polyplex-Aufnahme 

bereits nach 180 min abgeschlossen ist und eine längere Kontaktzeit keine 

Verbesserung der Transfektion bewirkt. Die Polyplexe wurden relativ schnell von 

den Zellen aufgenommen, eine Kontaktzeit von 15 min führte zu jeweils 10% EGFP-

positiver und magnetischer Zellen. Dabei zeigte sich, dass mit einer längeren 

Kontaktzeit über 15 min hinaus die Transfektionseffizienz deutlich stärker anstieg 

als der Magnetismus. Es ist denkbar, dass verschiedene Mechanismen während der 

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 repräsentieren ein als Triplikat gemessenes 

Experiment. ± SD. Die Viabilität war bei allen Proben > 95%. 
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Inkubation zum Tragen kommen, welche die Abhängigkeit von der Kontaktzeit 

erklären. Bei der Transfektion von adhärenten Zellen handelt es sich bei der 

Sedimentation der Nanopartikel auf die Zellen um einen zeitabhängigen Prozess, 

welcher im Falle der Nanosterne nach 60 min möglicherweise noch nicht voll 

abgeschlossen ist.168 Schweiger et al. (2012)169 haben für verschiedene SPIONs 

gezeigt, dass je nach Polymerbeschichtung die Aufnahme des Großteils der 

Nanopartikel zwischen 15 min und 8 h variieren kann. Dazu kommt, dass nicht 

bekannt ist, wie viele pDNA Moleküle im Kern ankommen müssen, 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 nötigen Schwellenwert erreicht hatte, um im 

Durchflusszytometer als positiv transfizierte Zelle detektiert zu werden.  

 

3.2.3.3 Einfluss der Inkubationsdauer   

In Kapitel 3.2.3.2 wurde gezeigt, welchen Einfluss die Dauer der Interaktionszeit 

zwischen Polyplexen und Zellen hatte. Eine weitere Einflussgröße des 

Transfektionsprotokolls stellt die Inkubationszeit dar. Das etablierte 

Transfektionsprotokoll für die Nanosterne sieht die Bestimmung der 

Transfektionseffizienz ~ 26 h nach Polyplex Zugabe vor. Im Folgenden soll daher 

untersucht werden, wie sich eine Inkubationszeit über 26 h hinaus auf die 

Transfektionseffizienz, Magnetismus und Viabilität auswirkt. Dabei wurden drei 

verschiedene Ansätze gewählt: 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 Ansätze wurde zu den Zellen entweder nur pDNA oder nur 

Nanosterne (einer N/P = 30 entsprechenden Konzentration) gegeben. Das 

Transfektionsmedium wurde gemäß den Standardbedingungen nach 4h 
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ausgetauscht und die Zellen wurden anschließend für 26 ï 76 h weiter inkubiert 

(Abbildung 19).  

 

 

 

In den Ansätzen 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. Erwartungsgemäß wurde keine 

Transfektionseffizienz bei reiner pDNA Zugabe gemessen, da diese ohne Vektor die 

Biomembran nicht überwinden kann, beziehungsweise falls eine Aufnahme erfolgt, 

die pDNA degradiert wird, bevor sie den Zellkern erreicht.2,3,170 Ebenso ist keine 

Transfektionseffizienz bei reiner Nanosternzugabe zu erwarten, da ohne Transgen 

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 ( ), Viabilität ( ) sowie 

den Anteil magnetischer Zellen ( ) 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 

repräsentieren ein als Duplikat gemessenes Experiment. ± SD. 
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keine EGFP-Expression stattfinden kann, was experimentell bestätigt 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 längerer 

Inkubationszeit verhältnismäßig stabil: Nach 53 h waren noch 19 ± 2 % magnetisch, 

nach 76 h betrug der Anteil 22 ± 2 %. In den Ansätzen, 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 ihrem Überschuss an positiven Ladungen können an die negativ 

geladen Proteoglykane an der Außenseite der Zellen binden und auf diese Weise 

über unspezifische adsorptive Endozytose aufgenommen werden.158,171 Es kann an 

dieser Stelle keine Aussage getroffen werden, ob die Internalisierung der 

Nanosterne für die magnetische Eigenschaft der Zellen notwendig ist oder ob bereits 

eine Bindung an die Zelle in ausreichender Zahl genügt. Nach 76h Inkubationsdauer 

haben die Zellen mindestens drei Durchgänge des Zellzyklus durchlaufen.172 

Interessant ist, dass dennoch kein Verdünnungseffekt beim Anteil an magnetischen 

Zellen zu beobachten ist. Berücksichtigt man die Teilungsrate der Zellen, wäre eine 

wesentlich stärkere Abnahme des Magnetismus zu erwarten. Daher ist denkbar, 

dass bei der Zellteilung eine annähernd gleichmäßige Verteilung der Nanosterne auf 

die Tochterzellen erfolgt.  

Es wurden bereits verschiedene Biodegradationsprozesse im Zusammenhang mit 

SPIONS beschrieben. Da die meisten Nanopartikel eingeschlossen in intrazellulären 

Kompartimenten enden, wird angenommen, dass die Prozesse der 

Biotransformation dort stattfinden.173ï175 Der saure pH der Lysosomen (~ pH 4,7), 

die Verdauungsenzyme und die Eisenchelatoren des Eisenstoffwechsels der Zelle 

könnten zum Abbau der Nanopartikel beitragen.176 Der vollständige Prozess der 
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Biodegradation kann Monate dauern, wobei das Eisen schließlich in Ferritin-

Speicherproteinen eingebaut wird.177 

Im Falle der Nanosterne blieb der Magnetismus über 72 h hin beinahe unverändert, 

was darauf hindeutet, dass sowohl die Biodegradation als auch der Transport der 

Nanosterne aus der Zelle bis zu diesem Zeitpunkt nur eingeschränkt stattfand. Der 

Grund hierfür könnte in der Beschichtung der y-Fe2O3 Nanopartikel mit Silica und 

den aufgelagerten PDMAEMA-Armen liegen, welche die beschriebenen 

Abbauprozesse erschweren, da die Kinetik der Biodegradation stark von der 

Oberflächenbeschichtung der Nanopartikel abhängt.146,178 Auch fördert das saure 

Milieu die Aggregation von Eisenoxid-Nanopartikeln innerhalb der Zelle, was die 

Biodegradation erschwert und die Beständigkeit des Magnetismus vieler SPIONs 

erklärt.178  

Falls auch Nanosterne, die an das Äußere 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 würden. Dies würde sich in einer Verringerung 

des zellulären Magnetismus zeigen.  

 

3.2.3.4 Transfektionseffizienz und Magnetismus in verschiedenen 

Zelllinien  

Der Transfektionserfolg kann je nach verwendeter Zelllinie unterschiedlich ausfallen, 

da manche Zellen schwerer zu transfizieren sind als andere.83,158 In Kapitel 3.2.3.3 

wurden nicht nur Polyplexe, sondern auch in separaten Ansätzen 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 verhält. 
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Hierfür wurden die drei adhärenten Zelllinien CHO-K1, HEK-293 und L929 

ausgewählt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 zusammengefasst.  

 

 

 

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 erwähnt 

werden, dass alle drei Zelllinien für bessere Vergleichbarkeit nach demselben 

Protokoll transfiziert wurden, welches ursprünglich für 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 ausfällt 

wurde bereits gezeigt. Da HEK-293 Zellen generell als eine für Transfektion gut 

Abbildung 20: Transfektionseffizienz und Magnetismus in verschiedenen 

Zelllinien  

Es wurden adhärente CHO-K1, HEK-293 und L929 Zellen mit NS5 (N/P = 30) transfiziert 

und nach 25h die Transfektionseffizienz ( ), Viabilität ( ) sowie den Anteil 

magnetischer Zellen ( ) 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 repräsentieren ein als 

Duplikat gemessenes Experiment. ± SD. 
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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 

Ansätzen 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) führte die Zugabe 

von reinen Nanosternen zu einem vergleichbaren Anteil an magnetischen Zellen, 

auch in HEK und L929 Zellen (Abbildung 20).  

Auch an dieser Stelle bestätigte sich die Beobachtung aus den vorherigen 

Experimenten, dass Magnetismus und Transfektionseffizienz nicht direkt 

zusammenhängen. Besonders deutlich wird es, wenn man das 

Transfektionsergebnis der  CHO- und HEK-Zellen vergleicht. Obwohl die 

Transfektion in beiden Zelllinien zu einem annähernd gleichen Anteil magnetischer 

Zellen führte, war die relative Transfektionseffizienz in HEK-Zellen 60% geringer als 

in CHO-Zellen. Für eine positive Transfektion müssen eine Vielzahl an zellulären 

Barrieren überwunden werden: So spielt nicht nur die zelluläre 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-Stabilität) 

und der pDNA-Transport in den Kern.38 Während der genaue Mechanismus, der zur 

Entstehung der magnetischen Zellen führt, 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 ermöglicht, 

vorausgesetzt es liegt die dafür notwendige Konzentration Nanosterne vor. 

Bemerkenswert ist der geringe Unterschied des Anteils magnetischer Zellen in den 

verschiedenen Zelllinien, da sich verschiedene Zelltypen teils erheblich 

unterscheiden können in den Aufnahmewegen, der Zusammensetzung der 

Biomembran und damit der Konzentration an Oberflächenproteinen, Proteoglykanen 

auf der Außenseite der Biomembran und vieles mehr. Beispielsweise beeinflussen 
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der Cholesterolgehalt der Zellmembran und die Lipid Rafts die Aufnahme in die 

Zelle.179 Die unterschiedliche Verteilung der Proteglykane könnte erklären, warum 

manche Zelllinien einfacher zu transfizieren sind als andere.158  

 

3.2.3.5 Magnetische Abtrennung und anschließende Kultivierung  

Ein interessantes Alleinstellungsmerkmal von superparamagnetischen 

Eisenoxidnanopartikel (ĂSPIONsñ) bietet die magnetische Zellsortierung, mit deren 

Hilfe gezielt bestimmte Zell(typen) aus einer heterogenen Population isoliert werden 

können. Hierfür werden häufig an Eisenpartikel gebundene Antikörper verwendet.180 

Eine interessante neue Möglichkeit könnte die Kombination von Transfektion und 

magnetischer Sortierung bieten. Dafür wäre ein System notwendig, das schonend 

genug zu den Zellen ist und die Viabilität nicht zu stark beeinträchtigt, sowie eine 

sterile Abtrennung der transfizierten Zellen ermöglicht. Daher wurde eine Alternative 

zu der Behandlung mittels des ĂMagnetic Rackñ (siehe Abbildung 16) entwickelt. Für 

diesen Zweck wurde ein Protokoll für das MACS-System (Magnetic Activated Cell 

Sorting; Miltenyi Biotec) adaptiert, welches ursprünglich für die Antikörper-basierte 

magnetische Zellabtrennung vorgesehen ist.181 Dieses System basiert auf einer mit 

ferromagnetischen Kügelchen gefüllten Säule, welche die magnetischen Zellen 

zurückhält, wenn ein Magnetfeld angelegt wird. Die nicht-magnetischen Zellen 

können im darauf folgenden Waschschritt im Durchfluss gesammelt werden. 

Entfernt man anschließend die Säule aus dem Magnetfeld, werden die 

magnetischen Zellen nicht lªnger zur¿ckgehalten und kºnnen Ăeluiertñ werden 

(Abbildung 21). 
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Die Vorteile gegenüber dem Ămagnetic rackñ bestehen vor allem in der Zeitersparnis, 

wodurch die Abtrennung der Zellen nach dem Herstellerprotokoll nach ungefähr 60 

min abgeschlossen ist. Der zeitaufwändige Schritt mit der Über-Nacht-Inkubation 

beim Ămagnetic rackñ Protokoll entfällt damit (siehe Kapitel 3.2.3). 

Zunächst wurde eine Testabtrennung mit unbehandelten CHO-K1 Kontrollzellen 

durchgeführt. 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 Säule verbleibende Teil der Zellen ist oder ob bei einer zu hohen Zellzahl die 

Elution beeinträchtigt wird (Abbildung 22). 

 

 

 

 

 

Abbildung 21: Multistand Apparatur  (1) mit MidiMAC S 

Separator (2) und LS Column (3).  

 

Abbildung nach © Miltenyi Biotec, 2013; modifiziert 
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Dabei zeigte sich unabhängig von der verwendeten Zellzahl, dass im Mittel ~ 8% der 

Zellen als falsch-positiv in der magnetischen Fraktion resultierten. Die Viabilität 

dieser Zellen war um ~15% vermindert gegenüber den Zellen der nicht-

magnetischen Fraktion. Der Grund hierfür könnte am zusätzlichen Schritt der 

Eluierung liegen, bei welchem der Stöpsel aufgebracht wird um die verbleibenden 

Zellen mit Druck aus der Säule zu befördern. Auffällig 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 zellulären Magnetismus untersucht. Dabei zeigte sich, 

dass der Anteil an magnetischen Zellen trotz längerer Inkubation und 

zwischenzeitlich erfolgter Zellteilung nicht wesentlich abnahm. Da die 

Charakterisierung mittels Ămagnetic rackñ erfolgte, wurden die magnetischen und 

nicht-magnetischen Zellfraktionen, bedingt durch den Schritt der Über-Nacht-

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 Viabilität und die Auszählung der 

verschiedenen Zellfraktionen erfolgten per Vi-Cell Cell Counter. Die Daten repräsentieren 

die Mittelwerte ± SD, n = 2.  
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Inkubation im Protokoll, nicht im Durchflusszytometer untersucht. Die magnetische 

Zellabtrennung über MACS dagegen ermöglicht 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 

später 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 später verglichen (Abbildung 23).  

 

 

 

 

Abbildung 23: EGFP Expression und Anteil magnetischer Zellen nach 

Zellseparierung in Abhängigkeit 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 repräsentieren 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 ungefähr 20% der Zellen im Laufe der Abtrennung verloren. Dies wurde 

durch die Beobachtung gestützt, dass die Viabilität der magnetischen Fraktion auf 

unter 70% direkt nach der Separierung gesunken ist. Nach weiteren 24 h 

Kultivierung erreichte die Viabilität wieder >90%. Verglichen mit den Kontrollen, 

waren die EGFP-exprimierenden Zellen durchweg häufiger in der magnetischen 

Fraktion, während ihr Anteil in der nicht-magnetischen Fraktion etwas geringer war. 

Darüber hinaus zeigte sich in der Unterteilung der EGFP-exprimierenden Zellen in 

niedrig-, mittel- und hochproduzierende Zellen (Low-, Middle-, High-Producer) eine 

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

Als nächstes wurde untersucht, wie sich der Magnetismus und die 

Transfektionseffizienz verhält, wenn die magnetisch separierten Zellen rekultiviert 

und einen Tag später erneut aufgetrennt werden. Dies könnte interessante neue 

Anwendungsmöglichkeiten eröffnen, beispielsweise eine Aufkonzentrierung 

magnetischer Zellen für MRI (engl. Magnetic Resonance Imaging) oder für die 

magnetische Hyperthermie-Therapie.64 Zu diesem Zweck wurden CHO-K1 Zellen 

wie zuvor transfiziert (NS5, N/P = 20), kultiviert und anschließend separiert. Die 

magnetischen und nicht-magnetischen Zellfraktionen, sowie ein nicht-separiertes 

Aliquot aus derselben Kultur wurden erneut in Kultur gebracht für weitere 22 h. 

Anschließend 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 später 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 

ähnliches Ergebnis wie zuvor (vergleiche Abbildung 23). Ungefähr die Hälfte der Zellen 

waren nicht-magnetisch, ~30% magnetisch und wiederum ~20% der Zellen wurden 

während der Separierung verloren. Die magnetische Zellfraktion zeigte erneut einen 

geringfügig höheren Anteil von EGFP-exprimierenden Zellen, als die nicht-

magnetische Fraktion. Als Zellen aus der nicht-separierten Kontrollkultur 22 h später 

ein zweites Mal auf die Säule gegeben wurden (also 48 h nach Transfektion), war die 

relative Verteilung von magnetischen und nicht-magnetischen Zellen erneut ähnlich, 

während die absoluten Transfektionseffizienzen um ungefähr 10% angestiegen sind 

(Abbildung 24, B). Der Grund für den Anstieg des Anteils transfizierter Zellen könnte 

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 

ĂKontrolleñ in Abbildung 24, C) eine Transfektionseffizienz, die beinahe identisch war 

zu der nicht-magnetischen Fraktion, die aus der Kontrollkultur während 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 höher war als 

das Aliquot der nicht separierten Zellen (Zellfraktion "Kontrolle", Abbildung 24 C). Die 

Fraktion der Zellen, die erneut als Ănicht-magnetischñ 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 während der ersten Separierung an 

die magnetische Säule gebunden hat. Bei der Testabtrennung mit nicht-transfizierten 

Zellen lag der Anteil an falsch-positiven magnetischen Zellen bei 5 ï 10% (Abbildung 

22). Es ist daher denkbar, dass beim Waschschritt des MACS-Protokolls ein Teil der 

eigentlich nicht-magnetischen Zellen in der Säule 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 auffällig: Erstens war zunächst wenig 

zusätzlicher Verlust an Zellen während 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 höchsten Anteil EGFP exprimierender Zellen (> 70% Transfektionseffizienz).  

Zwischen dem Moment der Transfektion und der zweiten Zellseparierung 48 h später 

haben die Zellen im Schnitt bereits zwei Zyklen der Zellteilung durchlaufen.172 

Ungefähr 50% der magnetischen Zellen der ersten Sortierung nach 26 h können daher 

durch eine Verdünnung während der Zellteilung erklärt werden. Allerdings sollte dann 

der Anteil an magnetischen Zellen der zweiten Sortierung nach 48 h deutlich geringer 

sein. Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass die Nanopartikel während der Zellteilung 

in gleichem Maße auf die Tochterzellen aufgeteilt wurden. In diesem Zusammenhang 

sollte erwähnt werden, dass selbst nach Freisetzung der DNA aus den Polyplexen 

ausreichende polyanionische Interaktionspartner wie beispielsweise RNA Moleküle 

oder Proteine im Zytosol zu finden wären, welche damit in der Aufrechterhaltung des 

zellulären Magnetismus beitragen.  

 

3.2.4 Korrelationsanalyse  

Es wurde eine nichtparametrische Spearman Korrelationsanalyse durchgeführt, um zu 

untersuchen, ob es statistische Zusammenhänge zwischen den molekularen 

Charakteristiken der Nanosterne (Kerndurchmesser, Armdichte, Armlänge, Zahl an 

monomeren Einheiten pro Nanostern), den physikochemischen Eigenschaften der 

zugehörigen Polyplexe (hydrodynamischer Radius, Zetapotential), den 

Transfektionsbedingungen (N/P-Verhältnis, zugegebene Menge an Polymer) und den 

zellulären Reaktionen (Transfektionseffizienz, Zahl magnetischer Zellen, Viabilität) 

gibt. Die Stärke 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 schließlich noch ein Korrelogramm erstellt (siehe Abbildung 25).  
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Innerhalb der zellulären Parameter wurde eine positive Korrelation zwischen 

Transfektionseffizienz und Magnetismus gefunden, welche beide negativ mit der 

Viabilität korrelierten. Dabei war keine dieser Korrelationen sehr stark. Eines der Ziele 

der Durchführung der Korrelationsanalyse war die Identifizierung von (positiven) 

Korrelationen zwischen Nanostern und/oder Polyplex Charakteristiken und der 

Transfektionseffizienz, da dies wertvolle Informationen für zukünftige Optimierungen 

bieten könnte. Abgesehen von einer mittelstarken positiven Korrelation zum N/P-

Verhältnis (0,64) und dem Zetapotential (0,54) wurde noch eine schwache positive 

Korrelation zur Armlänge (0,29) gefunden. Die Zugabe von mehr Polymer für 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 

Abbildung 25: Korrelogramm zwischen  den Nanost ern/Polyplex 
Charakteristika und den zellulären Antworten  (Viabilität, 
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 Stärke in 4 Abstufungen unterteilt: Keine (0 ï 0,25), schwache (0,25 bis 0,5), 
mittelstarke (0,5 ï 0,75) und starke Korrelation (0,75 ï 1). Für Parameter, die keine 
statistisch relevanten Unterschiede zeigten (p > 0,05), wurden keine 
Korrelationskoeffizienten berechnet. 
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Negative Korrelationen mit der Transfektionseffizienz waren schwach für die 

Polymermenge pro Nanostern, die Armdichte sowie mittelstark für den 

Kerndurchmesser der Nanosterne. Auch wenn die Polyplex-Größe als einer der 

kritischen Parameter für die Transfektion angesehen wird,86,182 zeigte sich keine 

statistisch signifikante Korrelation mit der Viabilität oder Transfektionseffizienz. 

Die Viabilität dagegen zeigte eine starke negative Korrelation (-0,77) mit dem N/P-

Verhältnis und der Menge an zugegebenem Polymer (-0,77). Dies bestätigt die 

Beobachtung aus früheren Experimenten, dass bei einer Transfektion die N/P-

Verhältnisse 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) wären die Transfektionseffizienzen davon nicht stark betroffen, 

während die Viabilitäten von diesem Ansatz profitieren sollten. Die Zytotoxizität von 

PDMAEMA wurde bereits in verschiedenen Zelllinien und mit unterschiedlichen 

Assays untersucht.183,184 Diese Toxizität ist dosisabhängig, auch wenn sich je nach 

Konzentration die Mechanismen unterscheiden können die zum Zelltod führen.151,154 

PDMAEMA mit niedrigem Molekulargewicht ist dabei in der Regel weniger toxisch als 

PDMAEMA mit hohem Molekulargewicht.185 

Sehr starke positive Korrelationen wurden auch zwischen dem zellulären 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 

Abhängigkeit von der Armdichte wurde bereits in Kapitel 3.2.3.1 diskutiert. Weniger 

relevant war die Armlänge, auch wenn diese Korrelation ebenfalls negativ (-0,58) war. 

Die Größe der korrespondieren Polyplexe zeigte eine positive Korrelation mit der Zahl 

an magnetischen Zellen. In der Regel führen kleinere Polyplexe zu einem besseren 

Transfektionsergebnis, insbesondere bei der Magnetofektion.142 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,85 bedeutet ein höherer Gehalt an Nanopartikeln in der Zelle nicht automatisch 

eine Zunahme der Transfektionseffizienz. Dies spiegelt sich in der Heterogenität der 

Daten wider, die keine statistisch signifikante Untersuchung der Korrelation zwischen 

der Transfektionseffizienz und dem zellulären Magnetismus erlauben. 
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4. Untersuchung der  NP@PDMAEMA-PDEGMA Nanosterne  

4.1 Einleitung  

Magnetische PDMAEMA-basierte Nanosterne könnten den Startpunkt für die 

Entwicklung von nicht-viralen, synthetischen Transfektionsagenzien mit Potential für 

medizinische Anwendungen darstellen. Eine Hürde dabei wäre jedoch die Blut-

Kompatibilität, die für einfache polykationische Polymere zu gering wäre. Die positiven 

Ladungen auf der Außenseite der Komplexe führen zu unspezifischen Interaktionen 

mit Blutbestandteilen wie beispielsweise Proteinen, Erythrozyten, Teilen der 

extrazellulären Matrix oder Zellen des Immunsystems.186,187 Weitere Probleme bei 

systemischer Applikation stellen beispielsweise die Aufnahme durch Zellen des 

retikulohistiozytären Systems (RHS), die Filtrierung in den Nieren oder Toxizität dar. 

Die Anbindung von Plasmaproteinen (auch "Opsonisierung" genannt) stellt dabei den 

Primärmechanismus für das RHS dar, um die zirkulierenden Nanopartikel zu erkennen 

.188 Eine Strategie, um diese unspezifischen Interaktionen zu minimieren, stellt die 

Modifizierung der Oberfläche von kationischen nicht-viralen Vektoren dar, 

beispielsweise durch die Hinzufügung eines zweiten hydrophilen Polymerblocks wie 

PEG (Polyethylenglycol), PEO (Polyethylenoxid) oder PDEGMA 

(Poly(di(ethylenglycol))methylethermethacrylat) dar, um die positiven Ladungen 

abzuschirmen.189 PEG stellt hierbei den Goldstandard dar und es konnte von 

verschiedenen Gruppen gezeigt werden, dass durch eine solche Modifikation eine 

verlängerte Zirkulationszeit im Blut bei intravenöser Gabe erreicht werden kann.190,191 

Allerdings kann PEG auf der Oberfläche die Aufnahme durch die Zellen und die 

biologische Aktivität vermindern.11 Eine Alternative stellt PDEGMA dar, welches als 

resistent gegen unspezifische Proteinadsorption gilt.192 

Um die Blut Kompatibilität der NP@PDMAEMA Nanosterne zu erhöhen, wurde zwei 

Nanosterne (ĂDB1ñ und ĂDB2ñ) untersucht, an deren PDMAEMA Arme jeweils noch ein 

äußerer PDEGMA Block hinzu synthetisiert wurde (Tabelle 5). Es wurde bereits von 

verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt, dass eine solche Modifikation, verglichen mit 

strukturell ähnlichen unmodifizierten Polymeren zu einer verringerten Zytotoxizität und 

höheren Transfektionseffizienzen in Anwesenheit von Serum führen kann.119,193 Zur 

besseren Übersicht ist die Tabelle der Nanosterne an dieser Stelle nochmal aufgeführt 

(Tabelle 5). 
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Von den Plasmaproteinen stellt Serumalbumin den größten Anteil mit ungefähr 60% 

dar.194 Daher kann mit fötalem Kälberserum (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).195 

 

4.2 Ergebnisse und Diskussion  

4.2.1 Größe und Ladung als Funktion de s N/P-Verhältnis  

Zwei der wichtigsten Parameter für eine Transfektion in vivo stellen Größe und Ladung 

der Polyplexe dar. Besonders wichtig sind diese beiden Faktoren bei systemischer 

Applikation, da die Komplexe beim Transport durch die Kapillaren, dem Übertritt aus 

den Blutgefäßen in das Gewebe und schließlich bei der Internalisierung durch die 

Zielzellen vielerlei Barrieren überwinden müssen.196 Negativ geladene 

Blutbestandteile wie beispielsweise verschiedene makromolekulare Proteine können 

an kationische Polymere binden und damit große Aggregate bilden, die sowohl den 

Eintritt in die Zelle als auch die systemische Verteilung beeinträchtigen können.  

DB1 stellte die erste Charge der PDEGMA-modifizierten Nanosterne dar und daher 

wurde zunächst nur eine kleine Menge synthetisiert, die zum Zeitpunkt der Zetasizer 

Charakterisierung nicht mehr zur Verfügung stand. Analog zu den NP@PDMAEMA 

PDMAEMA 

block

PDEGMA 

block

NS3 20 528 - 15,4 0,024 1660 1,3

NS5 46 1037 - 15,4 0,054 7498 1,6

DB1 91 540 250 28,8 0,035 12000 1,4

DB2 98 1100 4350 28,8 0,038 975000 1,6

PDIBezeichnung
Anzahl 

Arme

Armlänge Kern 

Durchmesser 

(nm)

Grafting 

density 

(Ketten/nm²)

Mn (kg/mol)

Tabelle 5: Molekulare Charakteristiken der PDMAEMA-PDEGMA Nanosterne  

Absteigend sortiert nach der Grafting Density. Die beiden PDMAEMA-Nanosterne NS3 und 
NS5 sind der Vollständigkeit halber mit aufgeführt, da sie in diesem Kapitel ebenfalls 
untersucht wurden. 
PDMAEMA: Poly(2-(dimethylamino)ethylmethacrylat.  
PDEGMA: Poly (di(ethylenglycol)) methylethermethacrylat.  
PDI: Polydispersitätsindex (Mw/Mn). 
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Nanosternen in Kapitel 2.2.1 und 2.2.2 wurden Polyplexe aus DB2 und pEGFP-N1 

gemäß dem Transfektionsprotokoll (Kapitel 1.5) gebildet und im Zetasizer die 

hydrodynamischen Radien per DLS-Messung sowie das Zetapotential bestimmt 

(Abbildung 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Größenmessung zeigte, dass DB2 in der Lage war bei allen untersuchten N/P-

Verhältnissen die DNA äußerst effizient im Polyplex zu kondensieren. Die Komplexe 

waren über einen breiten N/P-Bereich ziemlich konstant in der Größe, es wurden keine 

Aggregationen beobachtet und die Größenverteilung war monomodal mit einen 

ausgeprägten Scheitelpunkt (Abbildung 26 A). Die mittleren hydrodynamischen 

Radien lagen im Bereich 100 ï 160 nm (Abbildung 26 B). Dies bestätigt die 

Beobachtung der vorherigen Messungen der NP@PDMAEMA Nanosterne, dass eine 

Mindestarmlänge und Grafting Density notwendig ist, um die pDNA effizient zu 

kondensieren und mit einer vergleichbar kompakten Größe zu bilden. Für eine 

effiziente Transfektion ist es besonders wichtig, dass Aggregationen vermieden 

werden und die Polyplexe aufgrund ihrer Größe nicht vom Erreichen des Zielorts 

ausgeschlossen werden. Die Zetapotentiale waren im bereits ab dem geringsten 

untersuchten N/P-Verhältnis von 5 stark positiv und über den gesamten gemessenen 

Bereich hinweg bei  Ó 17 mV (Abbildung 27).  

 

Abbildung 26: Größenmessung 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-Verhältnissen in serumfreiem 
Kulturmedium (Opti-MEM) gebildet. Die Partikelgrößen wurden im Zetasizer per DLS 
gemessen. Gezeigt sind die intensitätsgewichteten Verteilungen (A) sowie gemittelten 
hydrodynamischen Radien in Abhängigkeit vom N/P-Verhältnis (B). Die Daten 
repräsentieren die Mittelwerte Ñ SD, n Ó 3. 

B A 
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Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung mit PEG-modifizierten PDMAEMA 

Transfektionsagenzien, die bei Untersuchungen bereits bei einem N/P-Verhältnis von 

Ó 2 ein stark positives Zetapotential zeigten.197 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 zusätzlichen 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, Viabilitäten und der Anteil an magnetischen Zellen bestimmt 

(Abbildung 28). DB1 entsprach in der Armzahl und der Größe des PDAMEMA Blocks 

dem Nanostern NS4, verfügte jedoch noch pro Arm über einen zusätzlichen PDEGMA 

Block (250 Einheiten).  

Abbildung 27: Bestimmung des Zetapotentials von  DB2 Polyplexen in 
Abhängigkeit 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-
Verhältnissen gebildet. Das Zetapotential wurde mittels Zetasizer gemessen. Die Daten 
repräsentieren die Mittelwerte Ñ SD, n Ó 3. Freie Plasmid-DNA (1 µg/ml) zeigte ein 
Zetapotential von -12,2 ± 1,3. 
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Der zusätzliche PDEGMA-Block schien die Transfektionseffizienz nicht zu 

beeinträchtigen, es wurde eine maximale Transfektionseffizienz von 66 ± 7 % erreicht 

(Abbildung 28 A). Die Zytotoxizität war eher gering, die gemessenen Viabilitäten lagen 

im gesamten untersuchten N/P-Bereich bei Ó 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 ï 80 %.  

DB2 auf der anderen Seite ähnelte mit der Armzahl und dem PDAMEMA-Anteil am 

ehesten noch NS5, allerdings war der PDEGMA-Block wesentlich größer mit 4350 

Einheiten. Die Transfektionseffizienz war etwas geringer als bei DB1, das Maximum 

lag bei ~43% EGFP-positiver Zellen (Abbildung 28 B). Auch die Viabilitäten waren 

deutlich beeinträchtigt, mit Erhöhung des N/P-Verhältnis nahmen diese immer weiter 

bis auf 74% ab. Wurden die Polyplexe nicht nach 4 h durch Medientausch abgetrennt, 

sondern über Nacht auf den Zellen gelassen, nahm die Viabilität durchgehend um 

Abbildung 28: Transfektio nseffizienzen ( ), magnetische Zellfraktionen 
( ) und Viabilitäten ( ) 
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 
über Nacht auf den Zellen gelassen (C) und nach 26 h analysiert. Die Daten 
repräsentieren die Mittelwerte ± SD, n Ó 3; n = 1 bei DB1 N/P Ó 25 (A, B), 
beziehungsweise entstammen einem Experiment (C). 
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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 bestätigte sich die vorherige Beobachtung, dass 

der zelluläre 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 über Nacht auf den Zellen gelassen, so erhöhte sich der 

Anteil magnetischer Zellen noch geringfügig bis auf maximal 69%, der Unterschied war 

bei den niedrigeren N/P-Verhältnissen deutlicher als bei den höheren.  

Mit einer Molekülmasse (Mn) von 975.000 kg/mol, war der Nanostern DB2 mit Abstand 

die größte der untersuchten Strukturen. Dennoch waren die Polyplexe, wie in Kapitel 

4.2.1 gezeigt, nicht größer als die Polyplexe, welche mit den kleineren Nanosternen 

gebildet wurden (Kapitel 2.2.2). Daher erscheint es unwahrscheinlich, dass lediglich 

die Größe der Polyplexe für die schlechtere Transfektionseffizienz von DB2, verglichen 

mit NS5/NS6, verantwortlich ist. Mendrek et al. haben gezeigt, dass ein hoher DEGMA 

Gehalt in der äußeren Hülle von PDMAEMA-basierten Polymeren zu einer höheren 

Zytotoxizität führt als eine zufällige Verteilung von DMAEMA und DEGMA Einheiten.119 

Dies wird bestätigt durch die verbesserte Transfektionseffizienz (66% ± 7%; N/P 20) 

und Biokompatibilität (94% ± 7% Viabilität in CHO-K1 Zellen) des anderen Diblock 

Nanosterns DB1, welcher zwar über eine ähnliche Armzahl (91) und Grafting Density 

(0,035 Arme/nm²) verfügte, aber über signifikant kürzere PDMAEMA (540 statt 1100) 

und PDEGMA (250 statt 4350) Blöcke. Die geringere Biokompatibilität von DB2 dürfte 

daher hauptsächlich in der Größe des PDEGMA Blocks begründet liegen, welche 

ebenfalls die Transfektionseffizienz beeinträchtigte. Darüber hinaus könnte der nicht-

ionische äußere PDEGMA Block die Zellinternalisierung der Polyplexe beeinflussen. 

Verschiedene Gruppen haben gezeigt, dass die Modifikation durch ein hydrophiles 

Polymer wie DEGMA oder PEG zu einer Veränderung bei der Aufnahme und dem 

intrazellulären Transport führt.198,199 
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4.2.2.2 Transfektion in Anwesenheit von Serum  

Das Ziel der Modifikation der DMAEMA-Polymerkorona durch das Hinzufügen eines 

PDEGMA-Polymerblocks war die Erhöhung der Blutkompatibilität der Nanosterne. Ein 

typisches Indiz für die geringe Blutkompatibilität von polykationischen 

Transfektionsagenzien stellt der Verlust der Transfektionseffizienz in Anwesenheit von 

Serum dar. Kationische Polymere können 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 beeinträchtigen,200 sowie die Transfektionseffizienz sowie Viabilität negativ 

beeinflussen kann.146 Die Bildung dieser Proteinkorona wird stark von der 

Mikroumgebung, wie der Zusammensetzung des Zellkulturmediums, beeinflusst.201 

Eine weitere Ursache für eine verringerte Transfektionseffizienz in Anwesenheit von 

Serum kann beispielsweise die Verdrängung der DNA aus dem Komplex durch negativ 

geladene Serumproteine darstellen.187  

Um die Transfektion in Anwesenheit von Serum zu untersuchen, wurden daher jeweils 

Polyplexe aus pEGFP-N1 und dem Nanostern mit dem zusätzlichen PDEGMA-Block 

DB2 nach dem Standard Transfektionsprotokoll (siehe Kapitel 1.5) gebildet. 

Anschließend 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-Verhältnisses aufgeführt.  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 29: Transfektionseffizienz ( ) und Viabilität ( ) von DB2 in der 
Anwesenheit von fötalem Kälberserum  
CHO-K1 Zellen wurden mit DB2 transfiziert, das Serum wurde nach der Polyplex-Bildung 
zugegeben. Die Daten repräsentieren ein Experiment. 
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Die Transfektionseffizienzen fielen durchweg in Anwesenheit von Serum ab. Dies 

wurde für alle untersuchten N/P-Verhältnisse beobachtet. Interessanterweise war für 

N/P > 15 kein Unterschied zwischen den Transfektionseffizienzen in Anwesenheit von 

5% und 10% Serum zu beobachten. Allerdings bewirkten erhöhte Konzentrationen von 

Serum einen negativen Effekt auf die Viabilitäten, insbesondere bei höheren N/P-

Ratios.  Der Nanostern DB2 zeigte bereits bei serumfreier Transfektion eine erhöhte 

Zytotoxizität (siehe Abbildung 28). Maiorano et al. (2010) haben gezeigt, dass die 

Proteinkorona der Nanopartikel zu einer erhöhten Menge an internalisierten 

Nanopartikeln führen kann, was sich negativ auf die Viabilität auswirkte.201 Zusätzlich 

wäre bei den hohen N/P-Verhältnissen mehr freies Polymer vorhanden, welches als 

eine der Hauptursachen für die Zytotoxizität von polykationischen 

Transfektionsagenzien gilt. 

Für einen Vergleich mit den Nanosternen ohne zusätzlichen 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-Verhältnisse wurden individuell für jeden 

Nanostern gewählt, um vergleichbare Transfektionseffizienzen und Viabilitäten sicher 

zu stellen (Abbildung 30). 

 

 

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@(PDMAEMA528)20; NS5: 
NP@(PDMAEMA1037)46; DB2: NP@(PDMAEMA1100-b-PDEGMA4350)98. Die Daten 
repräsentieren ein Experiment.  
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In allen Fällen wurde ein Abfall der Transfektionseffizienz mit steigender Serum-

Konzentration beobachtet. Allerdings war dieser Abfall deutlich schwächer ausgeprägt 

für DB2, als für NS3 und NS5. Als Folge davon zeigte DB2 eine 4fach höhere 

Transfektionseffizienz als NS3 und NS5 in Anwesenheit von 5% FCS und eine 6fach 

höhere Transfektionseffizienz in Anwesenheit von 10% FCS. Interessanterweise 

wurde die Viabilität von NS3 und NS5 kaum beeinträchtigt und lag bei > 95%. Wie 

schon zuvor (vergleiche Abbildung 29) sank im Falle von DB2 die Viabilität auf bis zu 

72% in serumhaltigem Medium herab. Allerdings war die Viabilität auch bei serumfreier 

Transfektion bereits herabgesetzt (86%). Die erhöhte Zytotoxizität wurde für DB2 

bereits bei verschiedenen N/P-Verhältnissen beobachtet (Abbildung 28) und liegt 

vermutlich in der Größe des PDMAEMA-PDEGMA Blocks begründet, da schon für 

verschiedene kationische Polymere der Zusammenhang zwischen dem 

Molekulargewicht und der Zytotoxizität beschrieben wurde. Polymere mit geringem 

Molekulargewicht sind in der Regel weniger toxisch, dabei allerdings auch meist 

weniger effizient bei der Transfektion.25,26 

 

 

5. Lokalisierung  der Nanopartikel per Transmissions -

elektronenmikroskopie  

5.1 Einleitung  

Bei einer Transfektion müssen die Polyplexe verschiedene Barrieren überwinden, bis 

es zu einer erfolgreichen Expression des Transgens führt. Nach der Aufnahme der 

Komplexe durch die Zelle, werden diese in Endosomen eingeschlossen, aus welchen 

sie sich befreien müssen, um in das Zytoplasma gelangen. Während die 

Internalisierung durch Endozytose und die Befreiung aus den Endosomen durch die 

Ăproton spongeñ Hypothese erklärt werden können und durch zahlreiche Studien 

immer besser charakterisiert werden, ist über die darauf folgenden Schritte noch nicht 

viel bekannt.38,85,202 Verschiedene Arbeitsgruppen haben versucht, den Weg der 

Polyplexe in der Zelle durch Markierung der pDNA oder der Polymere mit Farbstoffen 

oder Fluoreszenzmarkern nachzuvollziehen.49,80,97 Jedoch kann nicht ausgeschlossen 

werden, dass durch die dafür notwendigen chemischen Modifikationen die zellinternen 
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Prozesse nicht beeinflusst werden, beispielsweise durch Adsorption von Proteinen an 

die Seitengruppen. Darüber hinaus kann es durch Auswaschen oder Dissoziation der 

Fluoreszenzmarker zu Fehlinterpretationen bei der Analyse der Zellaufnahme oder 

intrazellulären Verteilung kommen.203 

Die Nanosterne auf der anderen Hand bieten mit ihren Eisenoxid-Kernen gegenüber 

den gängigen nicht-viralen Transfektionsagenzien den Vorteil, dass sie ohne weitere 

Modifikationen in einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) in der Zelle 

detektiert werden können. Dafür wird ein Objekt von maximal ~ 100 nm Dicke in ein 

Vakuum gebracht und einem Strahl von beschleunigten Elektronen ausgesetzt.204 

Beim Weg durch die zu untersuchende Probe werden die Elektronen an den 

Atomkernen gestreut und schließlich auf einem Leuchtschirm detektiert. Die derzeitige 

Auflösungsgrenze liegt bei 0,045 nm.205 Während biologisches Material in der Regel 

aus Strukturen mit geringer Elektronendichte besteht und sich ohne zusätzliche 

Präparierung mit Kontrastmitteln nicht sichtbar von dem Hintergrund abheben würde, 

sind die elektronendichten Fe2O3-Kerne der Nanosterne als dunkle kontrastreiche 

Strukturen sichtbar. Um einen Einblick in intrazelluläre 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 räumlichen 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 Elektronenhüllen spezifische Energieverluste erleiden und 

deren Höhe mit einem Spektrometer gemessen wird.206 Diesen Energieverlusten 

können verschiedene Wirkmechanismen zugrunde liegen. Sie sind unter anderem von 

den Bindungsverhältnissen im Festkörper und der Zusammensetzung abhängig und 

erscheinen in einem EELS-Spektrum als Kanten, die für jedes Element spezifisch sind. 

Durch die Verwendung eines geeigneten Energiefilters können die Elektronen, welche 

Energieverlust erlitten haben, zur Erstellung der räumlichen Verteilung des 

zugehörigen Elements ("elemental mapping") in der Probe genutzt werden. Für die 

Erstellung des Abbilds der räumlichen Verteilung wurde die sogenannte 3-Fenster-
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Methode angewendet.207,208 Dazu werden mindestens drei Aufnahmen bei drei 

verschiedenen Energien verwendet. Eine Aufnahme erfolgt knapp hinter der 

Energieverlustkante und ist spezifisch für das Element, welches abgebildet werden 

soll. Die anderen beiden Aufnahmen liegen außerhalb der Energieverlustkante und 

gehören zu den Ausläufern einer benachbarten Kante. Dieser Energieverlust gehört 

jedoch nicht zum gesuchten Element und wird daher als Hintergrundrauschen 

bezeichnet und herausgerechnet. Auf diese Weise verbleiben für das Elemental 

Mapping lediglich die Elektronen der gesuchten Energieverlustkante. Da hochdichte 

Eisenansammlungen natürlicherweise nicht in CHO-Zellen vorkommen, können die ɔ-

Fe2O3-Nanopartikel mit dieser Methode vom Rest der Zelle unterschieden werden. 

 

5.2 Ergebnisse und Diskussion  

5.2.1 Dokum entation der Nanosterne via Cryo -TEM 

Vor der intrazellulären Lokalisierung der Nanopartikel wurden zunächst Cryo-TEM 

Aufnahmen der Nanosterne NS5 und NS6 angefertigt. Bei dieser Methode werden die 

wässrigen Proben auf ein sogenanntes grid aufgebracht und bei unterhalb von ī135 

°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 ermöglicht.209,210 Da direkt die wässrigen 

Polymerlösungen verwendet werden können, ist dabei keine aufwendige Präparierung 

wie bei der Fixierung und Kontrastierung von biologischem Material notwendig.  

Die Cryo-TEM Aufnahmen zeigten typische sphärische kontrastreiche Partikel und 

entsprechen den TEM Aufnahmen von anderen SPIONs mit vergleichbarer Struktur 

(Abbildung 31).157,211 An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass mit dieser 

Methode nur der elektronendichte Fe2O3-Kern der Nanosterne und nicht die Polymer 

Korona sichtbar wird. Dabei wurden keine größeren Nanostern-Aggregationen 

gefunden. Um den Durchmesser der Eisenoxid-Kerne zu bestimmen, wurden per 

ImageJ212 aus den Aufnahmen binäre Bilddateien erstellt und über die Kreisfläche der 

Durchmesser berechnet. Die auf diese Weise berechneten mittleren Durchmesser 

betrugen 8,02 ± 0,89 nm für NS5 und 8,17 ± 0,46 für NS6.  
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Abbildung 31: Cryo -TEM Aufnahmen der Nanosterne NS4 und NS5  
Von wässrigen Polymerlösungen wurden Aufnahmen von NS4 (A) und NS5 (B) 
angefertigt. Um den Durchmesser der Partikel zu bestimmen, wurden zunächst 
die Aufnahmen mit ImageJ aufbereitet per FFT-Bandpass Filter und der adjust 
threshold Funktion (A2, B2). Die Partikel wurden anschließend über die Analyze 
Particles Funktion identifiziert und analysiert (A3, B3). 
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5.2.2 Etablierung des Präparationsprotokolls  

Zum Zwecke der Präparierung der CHO-K1 Zellen für die Elektronenmikroskopie 

musste zunächst ein Protokoll etabliert werden. Im Rahmen der Masterarbeit wurde 

bereits eine Flacheinbettung von transfizierten CHO-K1 Zellen durchgeführt, allerdings 

konnten auf den dabei entstandenen Bildern keine Nanopartikel lokalisiert werden. Ein 

weiteres Problem der Flacheinbettungen bestand in der geringen Zelldichte der 

Präparate. Für die folgenden TEM-Studien wurden daher Zellpellets statt 

Flacheinbettungen für die Präparierung gewählt. Das Vorgehen der Präparierung der 

CHO-K1 Zellen wurde dabei von dem Protokoll von Rogowski et al.213 adaptiert, 

welches eigentlich für die Präparierung von Chlamydomonas Zellen entwickelt wurde. 

Da Säugerzellen wie CHOs sich gegenüber Grünalgenzellen in ihrer Morphologie teils 

erheblich unterscheiden, war eine schonendere Präparation notwendig. 

Beispielsweise verfügen CHO-Zellen nicht über eine Zellwand und sind daher 

wesentlich empfindlicher gegenüber Störungseinflüssen wie beispielsweise 

Scherkräften. Da das Ziel der Präparierung eine Fixierung der Zellen möglichst in 

ihrem nativen Zustand darstellte, war es insbesondere bis zum ersten Fixierungsschritt 

der Glutaraldehyd Zugabe notwendig, die Zellen weitestgehend zu schonen. Ein 

kritischer Punkt für alle nachfolgenden Schritte stellte die Pelettierung der Zellen dar. 

Während eine zu starke Zentrifugation zur Deformierung bis teilweise Zerstörung der 

Zellen führen könnte, würde eine zu schwache Zentrifugation zu einem losen Zellpelett 

führen, welches unter Umständen bei den weiteren Präparierungschritten durch 

mechanische Einwirkung zerfällt. Um die Unversehrtheit der CHO Zellen sicher zu 

stellen, wurde daher eine Test-Zentrifugation mit unbehandelten CHO-Kontrollzellen 

durchgeführt und diese anschließend im Durchflusszytometer untersucht. Würde sich 

etwas an der Form der Zellen ändern, so wäre dies an der Abweichung im Histogramm  

des Vorwärtsstreulichts (FS = Forward Scatter) oder des Seitwärtsstreulichts (SS = 

Side Scatter) erkennbar. Dabei gibt FS die Zellgröße und SS die Zelldichte wieder. 

Würden die Zellen beispielsweise apoptisch werden oder durch die erhöhten 

Zentrifugationskräfte mechanisch zerstört werden, würde dies an den beiden 

Parametern sichtbar werden.127,214 Darüber hinaus wurde durch Propidiumiodid 

Zugabe die Viabilität bestimmt.  
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Abbildung 32: Analyse von zentrifugierten CHO -K1 Zellen im 
Durchflusszytometer  
Adhärente CHO-K1 Zellen wurden unter Standardbedingungen kultiviert, durch 
Trypsin-Zugabe geerntet, in 5 verschiedene Aliquots zu je 3 * 10^6 Zellen aufgeteilt 
und für 5 min verschieden starken Zentrifugalkräften 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 
Vorwärtsstreulicht (FS = Forward Scatter) und des Seitwärtsstreulichts (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 eingefärbt 
sind Propidiumiodid-positive Zellen (= tote Zellen). Die Viabilität war bei allen Proben 
> 97%. 
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Die Durchflusszytometrie zeigte, dass selbst die höchste angelegte 

Zentrifugationsstufe mit 1050 g nicht zu Veränderungen in der Verteilung der 

Zellpopulation im SS-/FS-Histogramm führte. Die Viabilität lag dabei durchweg bei > 

97%. Für die nachfolgende Präparation der Zellen wurden diese daher bei 1050 g für 

5 min zentrifugiert. 

Pro Ansatz werden 3 ï 5 * 106 Zellen benötigt, damit das Pellet groß genug für die 

Handhabung während der Präparation ist. Das Präparationsprotokoll wurde auf diese 

Zellzahl hin optimiert. Die benötigte Zellzahl richtet sich dabei nach dem Zelltyp und 

der Zellgröße. Ist das Pellet zu groß, kann das zum Misslingen der Präparation führen, 

insbesondere beim Schritt der Entwässerung und des Durchdringens mit Epon, da 

diese Prozesse einfacher Diffusion unterliegen und bei einem dickeren Pellet unter 

Umständen die Inkubationszeiten verlängert werden oder die Lösungen häufiger 

getauscht werden müssen. 

 

5.2.3 Lokalisierung der Nanos terne in transfizierten Zellen mittels 

TEM 

In Kapitel 3.2.3 wurden verschiedene adhärente Zelllinien von Säugerzellen mit den 

Nanosternen transfiziert und anschließend auf ihre EGFP-Expression und den 

zellulären Magnetismus hin untersucht. Die Bestimmung der Transfektionseffizienz 

erfolgte bei den meisten Experimenten nach 26 - 30 h. Um die intrazelluläre 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-Verhältnisse wurden 

entsprechend aus den Erkenntnissen der vorherigen Experimente (siehe Kapitel 

3.2.3.1) so gewählt, dass entweder möglichst viele Zellen magnetisch (NS1, NS2) oder 

EGFP-positiv sind (NS5, NS6). Auf diese Weise sollte sichergestellt werden, dass die 

Zellen auch tatsächlich genug Nanosterne aufgenommen oder zumindest gebunden 

haben.  Es zeigte sich, dass von allen Nanosternen Ansammlungen in den 

präparierten CHO Zellen gefunden wurden und diese ausreichend Kontrast besaßen 

um sich vom Hintergrund des Zellinneren abzuheben (Abbildung 33 - Abbildung 37).  

Dabei gelang es hochaufgelöste 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 gemäß des TEM-Präparationsprotokolls fixiert. Gezeigt sind eine 
ganze Zelle zur Übersicht (A, B), MVB-artige Strukturen mit assoziierten Nanopartikeln (C) 
sowie extrazelluläre Nanopartikel Ansammlungen (D). Markierte Strukturen: Zytoplasma (z), 
MVB-Strukturen mit Nanopartikeln (*). Bereich außerhalb der Zelle (a), Zellkern (zk), 
extrazelluläre Nanopartikel Aggregationen (n), Zytoplasma (z). 



Lokalisierung der Nanopartikel per Transmissions-elektronenmikroskopie 

 
90 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 34: TEM Aufnahmen von NS2 Nanopart ikel -Clustern in CHO Zellen  
CHO-K1 Zellen wurden mit Polyplexen aus pEGFP-N1 und NS2 (N/P = 10) transfiziert und 
nach 26h Inkubationszeit gemäß des TEM-Präparationsprotokolls fixiert. 
Gezeigt ist eine intrazelluläre Ansammlung von NS2 Nanopartikeln in aufsteigender 
Vergrößerung. 
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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 gemäß des TEM-Präparationsprotokolls fixiert. 
Gezeigt sind eine ganze Zelle zur Übersicht (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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Abbil dung 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 gemäß des TEM-Präparationsprotokolls fixiert. 
Gezeigt sind eine ganze Zelle zur Übersicht (A) und MVB-artige Strukturen mit assoziierten 
Nanopartikeln (B, C, D). Markierte Strukturen: Nanopartikel (schlanker Pfeil), Zytoplasma (z), 
MVB-Strukturen mit Nanopartikeln (*), Mitochondrium (m). 










































































































































