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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Auf der Suche nach neuen Strategien fur die Gen- und Zelltherapie sind in den letzten Jahren
Nanopartikel immer stérker in den Vordergrund gerickt. Besonders humanes Serumalbumin
stellt aufgrund seiner Biokompatibilitdit und Biodegradierbarkeit eine geeignete Basis zur
Generierung alternativer Gentransfersysteme dar.

In der vorliegenden Arbeit wurden erfolgreich nanopartikulare Gentransfersysteme basierend
auf humanem Serumalbumin (HSA-NP) entwickelt. Dabei konnte die Transfektionseffizienz
der Plasmid-beladenen HSA-NP durch die Modifizierung mit dem zellpenetrierenden Peptid
Tat sowie durch eine geringe Glutaraldehyd-Quervernetzungsrate deutlich gesteigert werden.
Zudem wurden mit Hitze- und Disulfidbriickenstabilisierung alternative Querver-
netzungsmethoden fir HSA-NP identifiziert. Generell stellte sich eine Inkubation der HSA-NP
in serumfreien Medien wie OptiMEM® als forderlich flur die Genexpressionsrate dar.

Durch die Etablierung des Trypanblau als Quencher der HSA-Autofluoreszenz war die
eindeutige Unterscheidung der intra- oder extrazellularen Lokalisation der HSA-NP mdglich.
Die HSA-NP akkumulierten nach der Internalisierung in Lysosomen, weshalb die Zugabe des
lysosomotropischen Reagenz Chloroquin die Transfektionseffizienz der HSA-NP in HEK293T-
Zellen forderte. Mit Polyethylenamin wurde zudem ein effizientes endosomo-lytisches
Reagenz fir Priméar- und Stammzellen identifiziert.

Schlie3lich konnten die Tat-modifizierten HSA-NP als ein geeignetes biokompatibles
Gentransfersystem evaluiert werden. Erste Untersuchungen in Priméar- und Stammzellen
zeigten aber, dass besonders in diesen Zelltypen die Effizienz der HSA-NP weiter gesteigert
werden muss, um diese in Zukunft als nicht-virale Alternative in der Gen- und Zelltherapie

einsetzen zu konnen.



Summary

Summary

In search of non-viral strategies for gene and cell therapy, nanoparticles are becoming
increasingly at the focus of current research. In particular human serum albumin emerges as
an ideal basis for alternative gene delivery systems due to its high biocompatibility and
biodegradability.

In the present study, a functional gene delivery system based on human serum albumin (HSA-
NP) was developed by the variation of the crosslinking degree and surface modification of the
nanoparticles. More precisely, the transfection efficiency was enhanced by the use of the cell
penetrating peptide Tat as a surface ligand. In addition, reduction of the glutaraldehyde
crosslinking degree markedly improved the intracellular transport of plasmid DNA.
Furthermore, alternative crosslinking methods such as heat and disulfide bonds for plasmid-
loaded HSA-NP were identified, making the potentially toxic glutaraldehyde redundant. These
HSA-NP were serum-sensitive, which was indicated by an enhanced gene expression rate by
using the serum-free medium OptiMEM®.

Establishment of a trypan blue-mediated quenching enabled a clear differentiation between
surface-bound and internalized nanoparticles, a constant issue in nanoparticle research.
Entrapment of the HSA-NP in lysosomes caused an enhanced gene expression rate was
detected after chloroquine treatment in HEK293T cells. Conversely, polyethyleneimine could
be identified as an endosomolytic agent for primary and stem cells.

Finally, the Tat-modified HSA-NP were evaluated as an appropriate biocompatible gene
delivery system. However, proof-of-concept studies in primary and stem cells showed that the
efficiency of the HSA-NP requires optimisation in these cells for a future application in the gene

and cell therapy.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Gentherapie und Zelltherapie

Der klassische Ansatz der Gentherapie beinhaltet, dass ein Gen in eine Zelle eingefihrt wird,
um dort die beschadigte bzw. mutierte Variante dieses Gens zu ersetzten [1]. Nach dieser
Definition kénnen monogenetische Krankheiten, also Krankheiten, bei denen sich die
Symptome auf nur ein verandertes Gen zuriickfuhren lassen, mittels Gentherapie behandelt
werden. Die Gentherapie kann aber auch bei multifaktoriellen Krankheiten wie zum Beispiel
Tumorerkrankungen eingesetzt werden, indem Gene eingefiigt werden, deren Genprodukte
direkt die Symptomatik der Erkrankung bessern oder entartete Zellen abtoten [2, 3].

In Deutschland ist ausschlieR3lich die genetische Verdnderung somatischer Zellen erlaubt [4].
Hierbei kann unterschieden werden, ob die Ver&nderung der Zellen auf3erhalb des Patienten
ex vivo stattfindet oder in vivo. Fiur die Ex-vivo-Methode werden dem Patienten Zellen
entnommen, die in der Zellkultur genetisch verandert und dann wieder dem Patienten
zurlckgefuhrt werden. Der Anspruch an das Gentransfersystem steigt im Falle eines
Gentransfers in vivo: Die Gentransfersysteme muissen nach systemischer oder lokaler
Applikation spezifisch die zu andernden Zellen im Organismus lokalisieren, um einerseits
effektiv wirken zu kénnen und um andererseits Nebenwirkungen gering zu halten. Damit ist
die Sicherheit im Falle einer Ex-vivo-Gentherapie héher sowie eine Selektionierung erfolgreich
modifizierter Zellen méglich. Aber nicht fiir jeden Zelltyp ist die Entnahme bzw. Anderung ex
vivo anwendbar.

Bei der Zelltherapie werden direkt die Zellen zu therapeutischen Zwecken verwendet, wobei
man zwischen einer autologen und allogenen Zelltherapie unterscheidet. Bei der autologen
Zelltherapie werden dem Patienten Zellen entnommen, modifiziert und wieder demselben
Patienten zurtickgefiuhrt. Fur die allogene Zelltherapie hingegen kdnnen die Patienten-fremden
Zellen bereits modifiziert gelagert werden, wodurch die Behandlung schneller beginnen kann.
Die allogenen Zellen kénnen aber zur Aktivierung des Immunsystems und damit zu
AbstoRungsreaktionen fiihren. Der Ubergang zwischen somatischer Gentherapie ex vivo und

autologer Zelltherapie ist flielRend und beide werden oft miteinander kombiniert.

1.1.1 Mdoglichkeiten der Gen- und Zelltherapie

Von den in den letzten 25 Jahren im Bereich der Gentherapie mehr als 2000 durchgefiihrten
klinischen Studien fokussierten (ber 60 % Tumorerkrankungen und nur 8,7 % mono-
genetische Krankheiten [5]. Neben den klassischen Ansatzen, die meist das Einbringen von

Proto-Onkogenen oder Wildtyp-Tumorsuppressorgenen beinhalten, wurden hoffnungsvolle
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alternative Strategien entwickelt, um mittels Gentherapie die Tumorprogression aufzuhalten.
Hierzu zahlt die Tumortherapie mit genetisch veranderten mesenchymalen Stammzellen. So
startete z. B. Apceth 2013 die erste klinische Studie basierend auf einer allogenen Zelltherapie
mit genetisch veranderten mesenchymalen Stammzellen (MSC) und untersuchte damit eine
Kombination aus Ex-vivo-Gentherapie mit Zelltherapie zur Behandlung von gastrointestinalen
Karzinomen. MSC koénnen aus der mononuklaren Fraktion von Knochenmark-Aspiraten isoliert
und in vitro vermehrt werden [6] und zeigten bereits in vielen Studien eine immunsuppressive
Wirkung. Ihre immun-privilegierte Rolle wird durch ihr Oberflachenexpressionsmuster deutlich:
Sie exprimieren weder CD40, CD80 oder CD86, noch Haupthistokompatibilitatskomplexe der
Klasse Il (major histocompatibility complex, MHC) und nur gering MHC der Klasse | [7]. Des
Weiteren migrieren MSC in vivo zu Orten der Entzindungen oder Wundheilung, welche
histologisch Ahnlichkeiten mit Tumorgeweben haben [8]. Knoop et al. detektierten eine Tumor-
spezifische Akkumulation der MSC beim MSC-vermittelten Gentransport des Natrium-lodid-
Symporter zur Behandlung hepatozellularer Karzinome in Mausen [9]. Damit stellen MSC die

idealen Transportvehikel fur therapeutische Gene zur Behandlung von Tumoren dar.

Suizidgen Zelltod . bystander-
A /| Effekt

toxischer
Metabolit

Nicht-toxische /
Prodrug O

Mesenchymale Stammzelle Tumorzellen

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Suizid-Ge  ntherapie. Das Suizidgen wird ex vivo in
die MSC eingebracht und die genetisch modifizierten Zellen in den Patienten injiziert. Behandlung
des Patienten mit einer nicht-toxischen Prodrug fuhrt zur Umsetzung dieser in einen toxischen
Metabolit, was zur Apoptose der Suizidgen-exprimierenden Zelle fiuhrt. Da mesenchymale
Stammzellen zu Tumorgeweben bzw. —Zellen hin migrieren und der toxische Metabolit
membrangangig ist, werden auch die angrenzenden Tumorzellen abgetétet (bystander-Effekt).
Abbildung modifiziert nach McCornick [10].

Fir die Behandlung von gastrointestinalen Karzinomen konnen MSC mit Suizidgenen wie der
Thymidinkinase des Herpes simplex Virus (HSV-TK) genetisch verandert werden (Abb. 1). Die
Expression der HSV-TK fuhrt zur Umsetzung der Prodrug Ganciclovir in einen toxischen
Metaboliten. Dieser ist membrangangig, wodurch die MSC und auch angrenzende Zellen
abgetotet werden. Aufgrund des bystander-Effekts reichte eine Transduktion von 10 % der
Zellen mit HSV-TK aus, um eine signifikante Reduktion des Tumors zu bewirken [11]. In vitro

Ko-Kultivierung von A549-Zellen (Lungenepithel-Karzinom-Zellen) mit murinen MSC, die stabil
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die HSV-TK exprimierten, fuhrte nach Ganciclovir-Behandlung in 90 % der Zellen zur
Apoptose [12]. Zudem zeigten Uchibori et al. [13], dass sich murine MSC, die nach retroviraler
Transduktion die HSV-TK exprimierten, nach Injektion im Tumorgewebe von Mausen
anreicherten. Die Behandlung dieser Mause mit Ganciclovir fuhrte zur Reduktion der
Tumorgro3e, wobei das umgebende gesunde Gewebe nicht beeintrachtigt wurde.

Die allogene Zelltherapie mit genetisch verédnderten MSC stellt damit eine
erfolgsversprechende Strategie fir die gerichtete Tumorbekampfung dar. Allerdings gibt es bis

dato keine effiziente virusfreie Methode, mit der MSC genetisch verandert werden kénnen.

Virale Vektoren

¢ Nanopartikel

§
[ g gg
Oct-4
KLF4
SOX2
c-Myc
_—

Gentransport

— @

Reprogrammierung

Somatische Zelle Induzierte pluripotente Stammzelle

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Generieru ng von induzierten pluripotenten
Stammzellen. Somatische Zellen kdnnen durch die Expression unterschiedlicher Transkriptions-
faktoren (z.B. Oct-4, KLF4, SOX2 und c-Myc) zu induzierten pluripotenten Stammzellen
reprogrammiert werden.

Die Generierung von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) zeigt eine ganz
andere Anwendungsmdglichkeit der Gentherapie (Abb. 2). Takahashi und Yamanaka [14]
zeigten 2006 erstmals, dass die retrovirale Transduktion muriner Fibroblasten mit den
Transkriptionsfaktoren Oct3/4, Klf4, Sox2 und c-Myc (OKSM) zur Reprogrammierung der
Zellen in einen pluripotenten Zustand, also ahnlich dem embryonaler Stammzellen (embryonic
stem cell, ESC), fuhrte. 2007 wurden die gleichen Transkriptionsfaktoren zur Generierung
humaner iPS-Zellen genutzt [15]. Humane iPS-Zellen, die mittels retroviralen Gentransfers
generiert wurden, hatten beziglich ihrer Morphologie, des Oberflachenexpressionsmusters
und ihres Methylierungsstatus der Pluripotenz-assoziierten Gene groRe Ahnlichkeit mit
humanen ESC. Nach Injektion muriner iPS-Zellen in Blastozysten mit einem tetraploiden
Chromosomensatz entwickelten sich Embryonen, welche damit ausschliel3lich aus iPS-Zellen
entstanden sind. Neben der Pluripotenz ist die Immortalitit die zweite herausragende
Charakteristik der ESC, die auch iPS-Zellen zeigen.
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Die Reprogrammierung bereits ausdifferenzierter Zellen widerlegte die lange geglaubte
Hypothese, dass der Prozess der Differenzierung einer Zelle nicht umkehrbar ist. Zugleich ist
sie Hoffnungstrager fur die regenerative Medizin, da die Verwendung humaner embryonaler
Zellen als Quelle pluripotenter Zellen nicht nur ethisch bedenklich, sondern in vielen Landern
verboten ist. Autologe iPS haben gegenliber ESC zusétzlich den Vorteil, dass deren Injektion
in Patienten keine AbstoRungsreaktionen auslést [16].

Problem des Einsatzes der iPS-Zellen in der regenerativen Medizin ist die Reaktivierung des
Onkogens c-Myc, was zur erhtéhten Kanzerogenitat in Chimaren fuhrt [17]. Repro-
grammierung muriner und humaner Fibroblasten zu iPS-Zellen ohne c-Myc fiihrte einerseits
zu einer geringeren Reprogrammierungseffizienz, andererseits hatten die generierten iPS-
Zellen durchschnittlich ein héheres Differenzierungspotential [17]. Zudem fihrten die so
generierten iPS-Zellen in Mausen zu einer deutlich reduzierten Tumorentstehung. Weitere
Mdglichkeiten wie die Verwendung von Nanog als alternativer Transkriptionsfaktor oder auch
die Reprogrammierung humaner neuraler Stammzellen mit nur Oct4 wurden identifiziert [18,
19].

Neben c-Myc, bergen aber auch die Retro- und Lentiviren, die zum Gentransport der
Transkriptionsfaktoren genutzt werden, ein erhebliches Sicherheitsrisiko. Die Etablierung
eines polycistronischen Vektors, der die vier Transkriptionsfaktoren OKSM codiert, reduzierte
mit nur einer Integration ins Genom die Generierung von minderwertigen iPS-Zellen durch die
Sicherstellung, dass jede transfizierte Zelle alle Faktoren exprimiert [20].

Darlber hinaus versuchte man durch integrationsfreie Methoden, wie z. B. Sendai-Viren oder
episomale Vektoren, die Sicherheit der iPS-Zellen zu erhéhen. Wéahrend die Effizienz
episomaler Vektoren, die mittels Nukleofektion in die Zelle gelangen, sehr gering ist, erreichen
Sendai-virale Vektoren eine Reprogrammierung von bis zu 0,1 % der Zellen [21]. Beide
Methoden bergen allerdings ein Restrisiko einer Insertationsmutagenese bzw. verlangerten
Virenlast.

Von Vorteil ist daher die Verwendung von Transkriptionsfaktoren als rekombinante Proteine
zur integrations- und nukleinsaurenfreien Reprogrammierung. Um die Proteine erfolgreich in
den Zellkern zu transportieren, wurden diese mit zellpenetrierenden Peptiden (cell penetrating
peptides, CPP) fusioniert [22]. Ein Nachteil dieser Methode ist die geringere
Reprogrammierungseffizienz von 0,001 %. Im Vergleich erreichen Lentivirus-basierende
Protokolle eine Effizienz von 0,01 % [23]. Damit ist die Effizienz der Reprogrammierung
generell sehr gering und wurde in zahllosen Studien versucht durch Einsatz von Chemikalien
oder genetischen Faktoren zu steigern [24]. Small-molecule compounds, microRNAs, Histon-
Demethylasen und Chromatin-modifizierende Enzyme konnten als Modulatoren der
Reprogrammierung identifiziert werden [25-28]. Mit einer Kombination aus sieben small-

molecule compounds konnten iPS-Zellen ohne die Transkriptionsfaktoren OSMK mit einer
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Rate von 0,2 % generiert werden [29]. Am erfolgversprechendsten sind derzeit mRNA-
basierende Reprogrammierungsprotokolle. Die Verwendung von mRNA zeichnet sich durch
eine sehr hohe Sicherheit und Effizienz von bis zu 1 % aus. Die mMRNA muss allerdings bisher
mittels chemischer Transfektionsreagenzien oder physikalischen Methoden, wie z.B.
Elektroporation, in die Zelle gebracht werden, welche sich negativ auf die Biokompatibilitét
auswirken konnen [30, 31].

Damit sind seit Entdeckung der iPS-Zellen viele Fortschritte gemacht worden, um die
Reprogrammierung kontrollierter und effizienter ablaufen zu lassen. Da die Anspriiche an
Zellen zur weiteren Kklinischen Verwendung sehr hoch sind, gibt es dennoch weiteren
Forschungsbedarf und bis dato wurde noch keine dieser Methoden zum ,Gold-Standard"

ernannt.

1.1.2 Anféange und Probleme der Gentherapie

Die erste zugelassene klinische Studie im Bereich der Gentherapie wurde 1990 an zwei
Patienten mit schwerem kombinierten Immundefekt (severe combined immunodeficiency,
SCID) durchgefuhrt [32]. SCID ist eine monogenetische Krankheit, bei der ein kombinierter
Immundefekt durch den Mangel des Enzyms Adenosin-Desaminase (ADA) verursacht wird.
Bis 1999 stieg die Anzahl der klinischen Studien rasch an. Verschiedene Todesfélle von
Patienten, die an Gentherapiestudien teilnahmen, fihrten zur Beendigung dieser Studien [33].
Dabei waren die Komplikationen auf die viralen Vektoren zurtickzufiihren, mit denen die Gene
eingefihrt wurden, und nicht auf die Gentherapie selbst. Ein Risiko der viralen Vektoren — vor
allem bei geschwachten, kranken Patienten — ist einerseits die Virenlast, andererseits besteht
die Gefahr, dass sich einige Viren in das Wirtsgenom integrieren kdnnen. Die Offenbarung
erheblicher Sicherheitsrisiken der viralen Gentransfersysteme fihrte zur Verlangsamung
dieses Forschungsbereiches.

Die grofte Gruppe der verwendeten viralen Vektoren besteht aus Adenoviral-basierenden
Vektoren (22,8 %; Abb. 3), meist des Serotyps 5 mit deletierter E1a- und E1b-Region, welche
in ihrem Replikationsvermogen gestort sind. Der Vorteil der Adenoviren ist sehr effizient selbst
nicht-proliferierende Zellen zu infizieren. Da diese sich aber nicht ins Wirtsgenom integrieren,
werden die Transgene nur transient exprimiert (Tab. 1). 1999 kam es in einer klinischen Studie
nach Injektion von Adenoviren aufgrund von massiven Immun- und Entziindungsreaktionen

zum Tod eines Patienten, was den Einsatz dieser Vektoren einschrankte.
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mAdenoviren (22,8 %)
ORetroviren (19,1 %)

oNackte/ Plasmid DNA (17,7 %)
OPockenviren (7,6 %)
OAdeno-assoziierte Viren (5,5 %)
DLipofektion (5,3 %)

@ Poxviren (4,7 %)

mLentiviren (4,2 %)

mHerpes simplex Viren (2,9 %)
OAndere Vektoren (7,0 %)
Ounbekannt (3,3 %)

Abbildung 3: Anteil unterschiedlicher Vektoren in k linischen Studien. Prozentuale Haufigkeit mit
der die unterschiedlichen Vektoren in klinischen Studien weltweit verwendet wurden ([5], Stand: Juni
2014; basierend auf 2076 klinischen Studien insgesamt).

Die zweitgrofite Gruppe verwendeter Vektoren in klinischen Studien sind retroviralen
Ursprungs (19,1 %; Abb. 3). Retroviren infizieren effizient proliferierende Zellen und sind damit
besonders zur Infektion von Tumorzellen geeignet. Sie transportieren allerdings nur Gene mit
maximal 8 kb, die sie dann stabil ins Wirtsgenom integrieren. Die Integration der Gene hat den
Vorteil einer langfristigen Transgen-Expression, allerdings bringt es auch erhebliche
Sicherheitsrisiken mit sich. Integrieren die Viren in den codierenden Bereich oder auch
regulatorischen Bereich von Genen, kann beides zu einer gestorten Genexpression fuhren.
2002 zeigten zwei von zehn Kindern, die zur Behandlung von SCID-X1 (erbliche Form von
SCID) mit retroviralen Vektoren behandelt wurden, Leukamie-&hnliche Symptome [34]. Die
Integration der Retroviren in der Nahe des rhombotin-like 1 (LMOZ2) Proto-Onkogens fuhrte zur
veranderten Expression des LMOZ2-Proteins, welches eine zentrale Rolle in der
hamatopoetischen Entwicklung hat [35].

Lentiviren sind behillte Einzel(+)-Strang-RNA-Viren und bilden eine Gattung innerhalb der
Retroviren. Die lentiviralen Vektoren stammen in der Regel von dem humanen
Immundefizienz-Virus (HIV) oder anderen nicht-humanen Lentiviren ab. HIV-basierende
Vektoren tragen < 5 % des parentalen Genoms, was die Wahrscheinlichkeit von Reversionen
kompetenter HI-Viren gering halt. Zusatzlich wurde die Sicherheit durch Selbst-inaktivierende
Vektoren (SIN-Vektoren) erhéht, da diese durch Deletion der U3-Region der 3"-long-terminal-
repeat (LTR) Sequenz die darin enthaltene Promotor- und Enhancer-Eigenschaften verloren
haben. Dies schrankt einerseits die Aktivierung benachbarter zellularer Gene ein und nach
einem Replikationszyklus wird die Deletion auf die 5-LTR-Sequenz Ubertragen und damit die
Vektorexpression komplett abgeschaltet.

Die Gentherapie stellt einen wichtigen und hoffnungsvollen Ansatz zur Behandlung
verschiedenster Krankheiten dar. Daher wurde an alternativen Gentransfersystemen

geforscht, um die Sicherheit der Gentherapie und Akzeptanz in der Bevolkerung zu erhdhen.
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Seit 2004 gibt es einen erneuten Anstieg an Klinischen Studien, basierend auf den
Fortschritten, die auf den Ersatz der viralen Genfahren abzielen. Die positive Entwicklung
wurde auch anhand der ersten Empfehlung der Europaischen Kommission 2012 zur
Behandlung von familiarer Lipoprotein-Lipase-Defizienz (LPLD) mit einem Gentherapeutikum
deutlich [36]. Familiare LPLD ist eine seltene autosomal-rezessive Krankheit, bei der es
aufgrund einer gestdrten Lipasefunktion zur Anreicherung von Triglyceriden im Plasma kommt,
was zur Pankreatitis fihren kann. Patienten, die trotz fettarmer Ernahrung Symptome zeigen
und fur die es keine andere Behandlungsmdglichkeit gibt, dirfen mit dem Gentherapeutikum
Glybera® therapiert werden. Dabei basiert Glybera® auf Adeno-assoziierten Viren (AAV), die
eine funktionale Kopie des LPL-Gens in Pankreas-Zellen transportieren. AAV gelten als
effiziente und sichere virale Vektoren, da sie Gene in nicht-proliferierende Zellen transportieren
kénnen und nicht ins Genom integrieren. Bis dato wurden keine Nebenwirkungen aufgrund
der verwendeten AAV-Vektoren bekannt. Obwohl bisher acht unterschiedliche AAV-Serotypen
identifiziert wurden, die unterschiedliche Zelltypen mit unterschiedlichen Effizienzen infizieren,
stammen die meisten von AAV2 ab [37-39]. Die groR3te Einschrankung der Effizienz der AAV-
Vektoren wird der Tatsache zugeschrieben, dass diese einzelstrangige DNA transportieren,
welche in der Zelle erst in doppelstrangige DNA umgeschrieben werden muss. Zudem sind
AAV-basierte Vektoren nur fur den Transport maximal 2,4 kb groRer DNA-Stlicke geeignet,

was deren Einsatz fur alternative Anwendungen einschrankt [40].

Tabelle 1: Eigenschaften der Hauptgruppen der viralen Vektoren zum Gentransport. Modifiziert nach
Ibraheem et al. [41].

Adenoviren
(unbehillt, dsDNA)

Adeno-assoziierten Viren
(unbehdllt, ssDNA)

Lentiviren
(behtllt, RNA)

Retroviren
(behtillt, RNA)

GengroBe

Tropismus

Immunogenitat

Vektorgenomformen

Hauptvorteile

Hauptnachteile

30 kb

Breit (proliferierende und
nicht-proliferierende Zellen)

Hoch

Episomal

» Hohe Transduktionseffizienz
» Einfache Produktion hoher

Titer (102 pfu/ml)

« Transiente Expression
* Potentielle

Replikationskompetenz

« Capsid-vermittelte Aktivierung

des Immunsystems

4 kb

Breit (keine hamatop. Zellen)

Gering

Episomal (90%),
Integration (10%)

« Integration in humanes

Chromosom 19 (nur Wildtyp)

« Latente Infektion
* Anhaltende Expression
« Kleines Genom, keine viralen

Gene

* Unzureichend charakterisiert
« Potentielle Insertions-

Mutagenese

« Schwierige Produktion
« Aktivierung des Immun-

systems moglich

7,5kb

Breit (proliferierende und
nicht-proliferierende Zellen)

Gering

Integration ins Wirtsgenom

« Anhaltende Expression in den

meisten Zelltypen/Geweben

* Relativ hohe Titer

(108-107 pfu/ml)

« Sicherheitsbedenken wegen

Herkunft

« Insertions-Mutagenese (HIV

integriert in aktive Gene)

» Schwierige Herstellung

7,5kb

Nur proliferierende Zellen

Gering

Integration ins Wirtsgenom
(ungerichtet)

« Anhaltende Expression
« Relativ hoher Titer

(105-107 pfu/ml)

« Ineffiziente Transduktion
« Insertions-Mutagenese
« Potentielle

Replikationskompetenz

Das Beispiel Glybera® verdeutlicht, dass viele der aktuellen Studien immer noch auf viralen
Vektoren basieren (Abb. 3), da diese die zellularen Hurden effizient Uberwinden kénnen.
Aufgrund der bisherigen Studien kdnnen neben der Effizienz weiter Anspriiche fir einen
erfolgreichen Gentransfer formuliert werden.

Der ideale Gentransporter fir Gen- und Zelltherapien (modifiziert nach [42]):
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* hat eine hohe Transfektions-/Transduktionseffizienz,

» infiziert proliferierende und ruhende Zellen,

o st spezifisch fur bestimmte Zelltypen,

e st nicht immunogen,

» erlaubt nachhaltige Expression des therapeutischen Gens,

» integriert nicht ins Wirtsgenom und

e unterstitzt die Regulierbarkeit der Expression.
Des Weiteren muss aber auch die Patientensicherheit im Fokus der Entwicklung neuer
Gentransfersysteme stehen. Daher ist die Etablierung nicht-viraler Alternativen (NVA)

anzustreben.

1.2 Nicht-virale Alternativen fir die Gen- und Zelltherapie

Der Schlissel der Gentherapie liegt in dem erfolgreichen Transport der Nukleinsauren bis hin
zum Zellkern. Obwohl aber die Effizienz des Gentransports mit Viren bzw. viralen Vektoren
sehr hoch ist, versucht man nicht-virale alternative Gentransportsysteme zu etablieren, da
Viren diverse Nachteile mit sich bringen. Einerseits kdnnen sie zu einer Stimulierung des
Immunsystems flihren, andererseits besteht die Gefahr, dass sie ins Genom integrieren, was
zur Aktivierung von Onkogenen fihren kann. Zudem haben viele virale Vektoren hohe
Produktionskosten oder kénnen nur Gene mit einer begrenzten Gré3e transportieren. Bei den
nicht-viralen Alternativen (NVA), die bereits entwickelt wurden, versuchte man diese
Schwachstellen zu umgehen (Tab. 2).

Den grof3ten Anteil der nicht-viralen Genfahren bildet bisher die ,nackte* DNA (17,7 %;
Abb. 3). Diese einfachste Form der nicht-viralen Gensysteme basiert auf der direkten Injektion
des genetischen Materials in vitro in die Zelle oder in vivo in das Gewebe, meist
Muskelgewebe. Dies schrénkt die Anwendung auf die In-vivo-Gentherapie ein und ist
beziglich der Effizienz dem viralen System weit unterlegen, da fremde Nukleinsduren
innerhalb weniger Minuten von Nukleasen degradiert und nur selten von der Zelle internalisiert
werden [43, 44]. Um die zellularen Hiurden zu tberwinden und die Nukleinsauren zum Zellkern
zu transportieren, muiussen daher effiziente nicht-virale Gentransportsysteme entwickelt
werden, die auch eine Behandlung ex vivo ermdglichen.

Die bisher etablierten nicht-viralen Gentransportsysteme konnen in physikalische,
anorganische und organische Vehikel unterteilt werden. Zu den physikalischen Transportern
bzw. Methoden werden z. B. Nadel-basierte Methoden, Elektroporation oder Sonoporation
gezahlt. Bei der Elektroporation wird neben der Zellmembran auch die Nukleusmembran
poriert, wodurch die Nukleinsauren direkt in den Zellkern gelangen kénnen. Dies fihrt zu
hohen Transfektionseffizienzen, selbst bei schwer zu transfizierenden Zellen, wie Primar- und

Stammzellen [45]. Gleichzeitig wird dadurch die Zelle beschadigt und fiihrt zu hohen
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Toxizitatsraten [46]. Zudem sind die physikalischen Methoden in der Regel auf Ex-vivo-
Anwendung beschrankt, wodurch sie keine universellen nicht-viralen Alternativen darstellen
kénnen.

Die gebrauchlichsten anorganischen NVA basieren auf Calcium-Phosphat, Silikon oder Gold
[47]. Sie kdnnten in vivo eingesetzt werden, doch akkumulieren die anorganischen NVA héufig
in den Zellen, da sie eine geringe Biodegradierbarkeit haben. Calcium-Phosphat-basierende
Transporter sind im Gegensatz zu Gold intrazellular biodegradierbar und wurden bereits in
klinischen Studien eingesetzt [48]. Ihre geringe Effizienz und geringe Stabilitat hindern jedoch
die Verbreitung dieser NVA.

Die Gruppe der organischen NVA umfasst unter anderem die Lipoplexe, Polyplexe und
Dendrimere. Sie zeichnen sich durch ihre Biodegradierbarkeit und geringe Immunogenitat aus
[47]. Die Biokompatibilitat und Effizienz hangen dagegen stark von dem eingesetzten Vektor
ab. Lipoplexe und Polyplexe, also Lipide und Polymere, die aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkungen mit der DNA interagieren, stellen neben der ,nackten“ DNA die gréf3ten
Gruppen an NVA dar [49]. Lipoplexe bestehen in der Regel aus kationischen Lipiden mit einem
positiv geladenen hydrophilen Kopf und hydrophoben Schwanz, welche Uber eine Linker-
Struktur miteinander verbunden sind. Die Stabilitat der Lipoplexe in serumhaltigem Medium ist
gering, wodurch auch die In-vivo-Anwendung beschrankt ist [50]. Eine PEGylierung der
Lipoplexe erhoht die Stabilitat, fuhrt gleichzeitig aber auch zu einer geringeren Internalisierung
und damit wiederum zu einer niedrigeren Transfektionseffizienz [51]. Zur Ausbildung von
Polyplexen werden am haufigsten die kationischen Polymere Polyethylenimin (PEI), Chitosan,
Polymethylacrylat oder Polyamidoamin (PAMAM) verwendet. PEl-basierende Polyplexe
wurden bereits erfolgreich fur die Transfektion verschiedener Zelllinien in vitro und in vivo
eingesetzt, da sie hohe Transfektionseffizienzen erreichen [52-54]. Dies liegt hauptsachlich an
ihrer Fahigkeit, einer Einlagerung bzw. Degradierung im Lysosom zu entkommen, einem
Hauptknotenpunkt des intrazellularen Transports. Aufgrund seiner  zytotoxischen
Eigenschaften ist die Verwendung von PEI besonders in vivo kritisch zu sehen [55]. Nach
Injektion von PEI-Polyplexen in Mause wurden beschadigte Kérperstrukturen sowie erhéhte
Mortalitatsraten beobachtet [56, 57]. Merdan et al. zeigten, dass intravends injizierte Polyplexe
sich aufgrund einer Albumin-induzierten Aggregation in der Lunge anreicherten [58]. Die
Zytotoxizitat der Lipoplexe und Polyplexe wird von dem Verhaltnis der Lipide bzw. Polymere
zu den Nukleinsauren bestimmt. Ein Uberschuss an kationischen Lipiden bzw. Polymeren fiihrt
einerseits zu einer hohen Interaktion mit der negativ geladenen Zellmembran, andererseits
kénnen dadurch irreparable Lécher in der Zellmembran entstehen, was zur Apoptose oder
auch Nekrose der Zelle fihren kann [59].

Protein-basierte Gentransfersysteme spielen bis dato nur eine untergeordnete Rolle bei der

nicht-viralen Gen- und Zelltherapie. Aufgrund ihrer Biokompatibilitét, Biodegradierbarkeit und
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fehlenden Immunogenitdt stellen sie dennoch eine attraktive Basis flr den nicht-viralen
Gentransport dar. Besonders Kollagen und Elastin-dhnliche Polypeptide (elastin-like
polypeptides; ELP) wurden bereits beztiglich ihres Potentials zum Gentransfer untersucht [47].
Die Sequenz des ELP stammt von Tropoelastin ab und ist in der Zusammensetzung Kollagen
ahnlich, enthalt aber kein Hydroxylysin und ist elastisch dehnbar. Beschichtung von Molekilen
mit ELP reduzierte die Immunogenitat, was das Potential von ELP fir In-vivo-Anwendungen
widerspiegelt [60]. Aber nur wenige Studien ermittelten bisher die Anwendbarkeit dieser NVA

fur die Gen- und Zelltherapie.
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1.3 Die Hurden des nicht-viralen Gentransports

Damit ein groRerer Patientenkreis Zugang zu den vielversprechenden Anséatzen der
Gentherapie erhalt, missen die Sicherheit der Gentransfersysteme weiter erhéht und die
Zellen virusfrei genetisch verandert werden. Obwohl aber seit Uber zehn Jahren an nicht-
viralen Gentransfersystemen geforscht wird, kommen bis dato keine alternativen Systeme zum
Einsatz. Keine dieser NVA hat zu diesem Zeitpunkt eine FDA-Zulassung. Dies zeigt, dass die
derzeitigen Vektoren noch nicht fur den effizienten Nukleinsdurentransport in vivo geeignet
sind [61].

Intrazellularer Freisetzung der Uberwinden der

Transport Plasmid-DNA e ETTER Genexpression

Eintrittin die Zelle

Abbildung 4: Ubersicht tiber den mehrstufigen Prozes s des Gentransports.

Der Transport von Nukleinsauren ist ein mehrstufiger Prozess und die Ineffizienz jeder
einzelnen Stufe resultiert in einem dramatischen Riickgang der Gesamteffizienz (Abb. 4). Der
Eintritt in den Organismus bis hin zur Zielzelle ist die erste Hirde, die Uberwunden werden
muss. Dort angekommen, miussen die Genféahren an die Zelle binden und internalisiert werden.
Je nach Aufnahmemechanismus gelangen sie entweder direkt ins Zytoplasma oder miissen
vom Endosom ins Zytoplasma freigesetzt werden. Vom Zytoplasma miissen sie in den
Zellkern gelangen, um dort entweder ihr genetisches Material ins Genom zu integrieren oder
direkt mit der Replikation zu beginnen.

Die Viren haben sich evolutionar auf die spezifische Infektion eines Zelltyps spezialisiert und
dabei den Weg in den Organismus bis hin zum Zellkern so optimiert, dass z. B. Lentiviren
nahezu 100 % selbst nicht-proliferierender Zellen infizieren. Die Studien der Mechanismen,
die Viren entwickelt haben, diese Hirden zu tberwinden, kénnen daher zur erfolgreichen

Entwicklung effizienter nicht-viraler Alternativen beitragen.

1.3.1 Eintritt in den Organismus bzw. die Zelle

Viren haben fir die unterschiedlichen Herausforderungen spezifische Eigenschaften
entwickelt. Der Tropismus der verschiedenen Viren wird durch die Interaktion von Liganden
an der Virus-Oberflache an die Zielzelle reguliert. Diese Liganden binden an Rezeptoren auf
der Zelloberflache, was zur Endozytose-vermittelten Internalisierung der Viren fihrt. Dabei
nutzen die Viren die Clathrin-vermittelte Endozytose genau wie Clathrin-unabhangige Wege,
wie z. B. die Caveolae-vermittelte Endozytose, um in die Zelle einzutreten. Zusatzlich haben
Viren Endozytose-unabhangige Wege entwickelt. Behlllte Viren wie die Retroviren gelangen

in der Regel Uber Fusion der viralen Hille mit der Zellmembran in das Zytoplasma [62].
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Unbehllte Viren wie die Adenoviren dagegen penetrieren mit Iytischen Peptiden die
endosomale Membran (PMID: 21804909). Zur effizienten und gerichteten Internalisierung der
NVA versucht man die Mechanismen der Viren zu adaptieren und modifiziert die NVA, z. B.

mit Liganden fir spezifische Rezeptoren der Zelloberflache oder mit lytischen Peptiden.
1.3.1.1 Endozytosewege

Der am haufigsten ablaufende und am besten erforschte Endozytoseweg ist die Rezeptor-
bzw. Clathrin-vermittelte Endozytose. Uber diesen Endozytoseweg gelangen Nahrstoffe,
Pathogene, Antigene, Wachstumsfaktoren und Rezeptoren in die Zelle. Die Clathrin-
vermittelte Endozytose ist ein standig ablaufender Prozess in nicht-proliferierenden Zellen, bei
dem nach Bindung von Liganden an Rezeptoren Clathrin-Molekille an der Innenseite der
Plasmamembran angelagert werden und sich zu einem behillten Vesikel ins Zytoplasma
abschniren (Abb. 5). Die Clathrinhllle wird abgestreift, wodurch die Vesikel mit frihen
Endosomen fusionieren und sich der pH-Wert der Vesikel auf pH 5-6 erniedrigt. Durch
anschliel3ende Fusionierung mit Lysosomen erniedrigt sich der pH-Wert weiter auf pH 4-5 und
die 40 unterschiedlichen lysosomalen sauren Hydrolasen, wie z. B. Nukleasen, Proteasen
oder Lipasen degradieren die internalisierte Fracht, damit sie von der Zelle weiter verwertet
werden kann. Da sich die Clathrin-beschichteten Vesikel auf einen maximalen Durchmesser
von 200 nm ausdehnen kénnen, kommen sie nicht fir den Transport aller Makromolekdle in
Frage [63]. Der Epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor,
EGFR) und der low density lipoprotein (LDL)-Rezeptor sind zwei Beispiele fiir Rezeptoren,
deren Liganden uber Clathrin-vermittelte Endozytose aufgenommen werden [64, 65]. Die
erfolgreiche Adaption des Mechanismus wurde z. B. mit quantum dots gezeigt, deren
Modifizierung mit Liganden des EGFR modifiziert zur Clathrin-vermittelten Endozytose der
guantum dots fuhrte [66].

Der zweithdufigste ablaufende Endozytoseweg in Zellen ist die Caveolae-vermittelte
Endozytose. Die 50-100 nm grol3en mit Caveolin ausgekleideten Vesikel schniren sich im
Bereich der lipid rafts der Zellmembran ab (Abb. 5). Die Vesikel fusionieren anschliel3end
entweder mit Endosomvesikeln oder Caveosomen. Letztere haben im Gegensatz zu
Endosomen einen neutralen pH-Wert, wodurch in diesen Vesikeln die Fracht nicht degradiert
wird. Viele Viren und Bakterien nutzen diesen Endozytoseweg, um in die Zelle zu gelangen,
ohne im Lysosom degradiert zu werden.

Ein weiterer Clathrin-unabhangiger Endozytoseweg ist die Makropinozytose (Abb. 5). Durch
Aktin-vermitteltes Umstllpen der Zellmembran werden Vesikel mit einem Durchmesser
zwischen 1-5 um generiert [67, 68]. Das Einstilpen scheint dabei unselektiv und unabhéngig
von Rezeptoren abzulaufen [69]. Auch ist der intrazellulare Transport der Vesikel nur
unzureichend analysiert und Zelltyp-abhéangig. Dieser Weg wird als Eintrittsweg fir viele NVA

beschrieben, ist aber nicht gezielt anzusteuern [70].
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Makropinozytose
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der intrazell ularen Wege nach Makropinozytose,
Clathrin- oder Caveolae-vermittelter Endozytose. Die Internalisierung nicht-viraler Gentransfer-

systeme (grun) wird durch unterschiedliche Interaktion mit der Zelle bestimmt. Modifiziert nach
Hillaireau et al. [70].

Die Schwierigkeit, NVA gezielt Uber spezifische Endozytosewege internalisieren zu lassen,
wird am Beispiel der Integrine deutlich. Integrinrezeptoren sind Transmembranrezeptoren, die
sich aus einer a- und B-Untereinheit zusammensetzen. Die zwei Hauptfunktionen der Integrine
sind das Binden der Zelle an die extrazellulare Matrix und die Signaltransduktion. Die
unterschiedlichen Funktionen der Integrine werden durch die diversen Untereinheiten
gesteuert. Sie unterschieden sich in ihrer Liganden-Spezifitat und werden aufgrund dessen in
RGD-, Kollagen-, Leukozyten-spezifische- und Laminin-Rezeptoren eingeteilt (Abb. 6). RGD-
Rezeptoren erkennen in ihren Liganden, wie z. B. Fibronektin, Vitronektin oder Fibrinogen,

eine minimale Sequenz aus drei Aminosauren: Arg-Gly-Asp [71].
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Abbildung 6: Reprasentation der Integrin-Familie. Die 24 Heterodimere der Integrin-Familie der
Saugetiere setzen sich aus 18 a- und acht B-Untereinheiten zusammen. Aufgrund ihrer
Ligandenspezifizitdt werden sie in unterschiedliche Gruppen zusammengefasst (modifiziert nach
Barczyk et al. [72]).

Wahrend die Expression der unterschiedlichen Integrinrezeptoren gut erforscht ist, ist ihr
Endozytosemechanismus nicht genau geklart. Bisher wurden neben der Clathrin-vermittelten
Endozytose und Caveolae-vermittelten Endozytose auch Endozytose-unabhangige Wege
beschrieben [73, 74]. Fir diese unterschiedlichen Beobachtungen sind zum Teil die
unterschiedlichen Rezeptorkombinationen verantwortlich. Integrine mit der Bl-Untereinheit
fuhren zur Anreicherung der Integrine in lipid rafts, gefolgt von Caveolae-vermittelter
Endozytose [75]. Lucie et al. zeigten dagegen, dass das Integrin aVB33 mittels Clathrin-
vermittelter Endozytose internalisiert wird [76]. Entscheidend, von welchem Integrin-Rezeptor
das RGD-Peptid internalisiert wird, sind die RGD-umgebenden Aminosauren [77, 78]. Fur
zyklische RGD-Peptide konnte die spezifische Aufnahme uber den Integrinrezeptor aVB3
gezeigt werden.

Obwohl der Aufnahmemechanismus oft unklar ist, wurden bereits in vielen Studien RGD-
modifizierte NVA erfolgreich in die Zelle transportiert. Pandita et al. verstarkten mit RGD-
modifizierten Dendrimeren den Transport von Plasmid-DNA in murine MSC [79]. Auch weitere,
schwer zu transfizierende Zellen wie Endothelzellen, priméare Fibroblasten und Keratinozyoten
zeigten eine erhohte Transfektionseffizienz, wenn die Gentransportsysteme mit RGD-

Peptiden modifiziert wurden [80, 81].
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1.3.1.2 Internalisierung Uber alternative Wege

Beobachtungen, dass die Aufnahme mancher Gentransfersysteme nicht durch Inhibitoren
endozymatischer Wege gehemmt wird und Energie-unabhangig ist, bestatigte die Hypothese,
dass es neben der Endozytose alternative Wege =zur Internalisierung gibt [82].
Zellpenetrierende Peptide (cell penetrating peptides, CPP) waren die ersten Molekiile, fur die
alternative Wege in die Zelle gezeigt wurden. CPP ist eine Klasse, meist kurzer
(< 20 Aminoséauren) kationischer Peptide, die von einer Protein- oder Chimarsequenz
hergeleitet wurden. Der Transaktivator der Transkription (Tat) des HI-Virus war das erste
beschriebene CPP. Tat wurde bereits in sehr vielen Studien zum Transport sowohl kleiner als
auch groRer Molekile in unterschiedliche Zelltypen genutzt [83-85]. Dabei bindet Tat
unspezifisch Uber elektrostatische Wechselwirkungen an anionische Lipide oder
Glucosaminglukane an die Zellmembran, was die direkte Internalisierung ins Zytoplasma
bewirkt [86]. Mehrere Hypothesen, wie der genaue Mechanismus der Internalisierung ist,
wurden postuliert [70, 86]. Hence et al. zeigten anhand von Simulationen, dass es am
wahrscheinlichsten ist, dass die Zellmembran aufgrund komplexer Wechselwirkungen
einzelner Aminosauren der Tat-Sequenz eine temporare Pore bildet, durch die das Peptid ins
Zytoplasma gelangen kann [87]. Neben Tat wurden weitere Sequenzen, wie z. B. Transportan,
Polyarginin, Mercaptopropionylglycin (MPG) und Penetratin als CPP identifiziert und
erfolgreich zum Transport von Molekilen in die Zelle genutzt [88-91]. Je nach
Aminosauresequenz und daraus resultierender Ladung der CPP konnen sie die Membran
direkt penetrieren, die Oberflachenspannung der Membran reduzieren und zum langfristigen
Einstrom in die Zelle fiilhren. Neben der Porenbildung kénnen sie zur Ausbildung von Mizellen
oder Teppich-&hnlichen Strukturen fihren [92]. Der genaue Mechanismus der
unterschiedlichen Membranveranderungen ist grof3tenteils noch nicht erforscht. Neue Studien
beschreiben demnach fiir das Tat-Peptid neben dem Eintritt Gber Poren auch die
Internalisierung Uber Clathrin- und Caveolae-vermittelte Endozytose sowie Makropinozytose
und zudem, dass Tat mehrere dieser Wege parallel nutzen kann [86].

Aufgrund der Vielzahl der Internalisierungswege ist die Modifikation der NVA sehr wichtig. Die
oft kontroversen Beobachtungen der Aufnahmewege gleicher Liganden zeigen aber, dass
neben den Liganden Faktoren wie GroRe, Form oder Ladung der NVA den
Aufnahmemechanismus beeinflussen kdnnen [93-95]. Zudem existieren Zelltyp-spezifische
Aufnahmemechanismen. All dies erschwert die Vorhersage Uber die Effizienz der NVA und

erfordert fUr jede neue Kombination an NVA und Zelltyp eine erneute Charakterisierung.

1.3.2 Intrazelluléare Verteilung

Damit die transportieren Gene exprimiert werden kénnen, muss die Plasmid-DNA in den

Zellkern gelangen. Daher missen die Gentransportsysteme nach der Internalisierung auch
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den Transport der Plasmid-DNA bis hin zum Zellkern sicherstellen. In den meisten Féllen
werden die internalisierten Gentransportsysteme aber erstmal in Endozytose-Vesikel, wie z. B.

die Endosomen eingeschlossen, bevor sie das Zytoplasma erreichen.
1.3.2.1 Lysosomale Degradierung

Die Verwendung von Liganden, die eine Clathrin-vermittelte Endozytose bewirken, kann dazu
fuhren, dass die Gentransportsysteme und auch die zu transportierende DNA im Lysosom
degradiert werden. Viren, die Uber diesen Endozytoseweg in die Zelle gelangen, haben
Strategien entwickelt, diesem Schicksal zu entgehen. Beispielsweise &ndert das
Membranprotein des Influenzavirus A, Hamagglutinin, pH-bedingt seine Konformation im
Endosom, wodurch die hydrophoben Komplexe die Membranstruktur destabilisieren und das
Innere des Virions durch die Endosomenmembran ins Zytosol geschleust wird.

Der Grof3teil der NVA dagegen, die Gber Clathrin-vermittelte Endozytose internalisiert werden,
wird im Lysosom degradiert [96]. Dies stellt damit ein Hauptproblem der NVA dar, was zum
grol3en Effizienzunterschied gegeniber den viralen Vektoren bei der Transfektion beitragt.
Daher versucht man — angelehnt an Viren — mit Fusionspeptiden, die an die Oberflache der
NVA gebunden werden, die Freisetzung aus dem Endosom zu bewirken. E5, ein negativ
geladenes, 20 Aminosauren groRes Peptidanalogon des Hamagglutinin, hat die Eigenschaft
der Membranfusion bei niedrigem pH-Wert. Somit fiihrte eine Kombination aus dem CPP Tat
mit der E5-Sequenz bei Ko-Inkubation mit dem fluoreszierenden Protein mCherry zu einer
gleichméRigen zytoplasmatischen Verteilung [97]. GALA, ein Peptid mit der repetitiven
Sequenz aus Glu-Ala-Leu-Ala, imitiert die Funktion viraler Fusionsproteine und &ndert bei
saurem pH-Wert die Konformation in eine helikale Struktur, welche die Endosomenmembran
destabilisiert [98, 99]. Die Fusionierung von Lipoplexen mit GALA fihrte zur Erhéhung der
Transfektionseffizienz [100].

Eine weitere Mdglichkeit, die Degradierung im Lysosom zu umgehen, wird durch die
Protonenschwamm-Hypothese beschrieben (Abb. 7). Hierzu fangen protonierbare Amine die
Protonen ab, die zur pH-Erniedrigung in die frihen Endosomen gepumpt werden. Die
Ansduerung wird somit verhindert, worauf immer mehr Protonen — und mit ihnen auch
Chloridionen — in die Vesikel gepumpt werden. Es kommt zum osmotisch bedingten
Wassereinstrom, was das Platzen der Endosomvesikel und damit das Ausschitten des
Vesikelinhaltes in das Zytoplasma mit sich fuhrt. Synthetische kationische Polymere wie PEI
oder PAMAM Idsen einen Protonenschwamm-Effekt in Zellen aus, was sie zu effizienten
Ausgangsmolekilen fur NVA macht [101]. PEl-basierende Polyplexe wurden bereits
erfolgreich fur die Transfektion verschiedener Zelllinien in vitro und auch in vivo eingesetzt [52-
54].
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I ATPase Protonenpumpe

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Protonens chwamm-Hypothese. Protonierbare Amine
wie z. B. Polymere fangen die Protonen (H+) ab, die zur pH-Erniedrigung in die frihen Endosomen
gepumpt werden. Die Ansauerung dieser wird somit verhindert, worauf verstarkt Protonen — und mit
ihnen auch Chloridionen (ClI-) — in die Vesikel gepumpt werden. Dementsprechend kommt es zum
osmotisch bedingten Wassereinstrom (H20), was das Platzen der Endosomvesikel und damit das
Ausschutten des Vesikelinhaltes in das Zytoplasma mit sich fuhrt. Modifiziert nach Wanling et al. [102].

Lipoplexe bieten einen weiteren Weg einer lysosomalen Degradierung zu entgehen. Gelangen
Lipoplexe in Endosomvesikel, konnen sie dort aufgrund ihrer Beschaffenheit eine Flip-Flop-
Bewegung in der lipidreichen Membran auslosen, wodurch die Nukleinsduren in das
Zytoplasma freigesetzt werden [103].

NVA, die nicht eigenstandig aus dem Endosom bzw. Lysosom gelangen, kdnnen mittels endo-
/lysosomotropischen Reagenzien, wie z. B. Chloroquin oder Sucrose vor der lysosomalen
Degradierung geschiitzt werden [104, 105]. Chloroquin ist eine schwache Base, welche die
Plasmamembran penetrieren kann und in sauren Vesikeln akkumuliert [106]. Dadurch kommt
es zur Erhéhung des pH-Werts, wodurch die lysosomalen Hydrolasen inhibiert werden [107].
Chloroquin kann zudem zum osmotischen Anschwellen und Platzen der Endosomen flihren
[108].

1.3.2.2 Intrazellularer Transport zum Zellkern

Im Zytoplasma angekommen, nutzen Viren die zellularen Motorproteine, um zum
Zielkompartiment zu gelangen. Ziel der DNA-Viren ist der Zellkern. Durch die Kernporen
kdnnen Molekiile diffundieren, die kleiner als 9 nm bzw. 40 kDa sind. Molekile mit einer
maximalen Grof3e von 39 nm kodnnen aktiv ber den Kernporenkomplex transportiert werden
[109]. Damit ist sowohl fir viele Viren als auch fur die meisten NVAs der Transport in den
Zellkern Gber Kernporen ausgeschlossen.

Lentiviren, wie das HI-Virus, die zu grof3 zum Transport durch die Kernporen sind, entpacken
sich im Zytoplasma, wodurch ein Pra-Integrationskomplex freigesetzt wird, der Uber die Poren
transportiert wird [110, 111]. Die Freisetzung der inkorporierten Plasmid-DNA im Zytoplasma

stellt eine weitere Hurde vieler NVA dar, da diese oft zu langsam oder unzureichend geschieht
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[44]. Obwohl bei Lipoplexen und Polyplexen die Plasmid-DNA nicht in die NP-Matrix
inkorporiert ist, muss sie sich dennoch im Zytoplasma von den Lipiden- bzw. Polymer-
Molekiilen I6sen. Dabei haben die pH-Anderungen bei der Endozytose einen Einfluss auf die
Bindungsstarke und die Anséuerung im Endosom fluhrt zur starkeren Wechselwirkung der
DNA mit dem Polymer [112]. Doch selbst Plasmid-DNA, die bereits im Zytoplasma freigesetzt
wurde, wird selten Gber Kernporen transportiert. Kernlokalisations-signale (nuclear localization
signal, NLS) fordern den Transport zum Zellkern und durch die Kernporen. Neben der
klassischen NLS-Sequenz wurden alternative NLS-Sequenzen, wie z. B. die Tat-Sequenz des
HI-Virus identifiziert [113]. Lin et al. modifizierten Plasmid-DNA mit unterschiedlichen NLS-
Sequenzen und zeigten, dass alle das mRNA-Level des griin fluoreszierenden Proteins (GFP)
im Vergleich zu unmodifizierten Lipoplexen erhohten [114]. Die Transfektionseffizienz der
NLS-modifizierten NVAs war allerdings immer noch unzureichend [115].

Viele Viren oder NVA, die theoretisch zu groR zur Uberwindung der Kernporen sind, filhren
dennoch erfolgreich zur Expression der inkorporierten Plasmid-DNA. Fiur die murinen
Leukamieviren wurde gezeigt, dass ihr Pra-Integrations-Komplex zu grof3 zum Transport durch
Kernporen ist und sich diese Viren erst nach der Neuordnung des Zellkern nach einer
Zellteilung ins Genom integrieren [116]. Damit gelangte die Plasmid-DNA nur bei der
mitotischen Teilung der Zelle in den Kern. Ob diese Beobachtung Ursache dafir ist, dass
manche Viren nur proliferierende und manche auch nicht-proliferierende Zellen infizieren
kénnen, wirde bisher nicht eindeutig geklart [117]. Die Tatsache, dass der Mechanismus des
Eintritts in den Zellkern fiur groRe Molekile bisher kaum verstanden ist, erschwert die
Entwicklung der NVA. Auch der Anspruch, hohe Stabilitdt und Schutz beim Transport zum
Zytoplasma, dort aber ein rasches und komplettes Entpacken der Nukleinsauren zu

gewabhrleisten, bedarf komplexer NVA fir einen effizienten Gentransfer.

1.4 Humanes Serumalbumin als Basis nicht-viraler Alternativen

Damit die viralen Vektoren fir die Gen- und Zelltherapie abgelost werden kdnnen, missen
neue, effiziente und biokompatible Gentransfersysteme entwickelt werden. Dabei zeigten
Lipid- und Polymer-basierende NVA in aktuellen Studien vermehrt zytotoxische Effekte. Aber
besonders die Primar- und Stammzellen, die zur Gen- und Zelltherapie eingesetzt werden
sollen, reagieren sensitiv auf toxische Reagenzien. Unterschiedliche Stimuli konnen hMSC zur
spontanen Differenzierung bringen [118, 119], wodurch sie ihre Potenz fur die Zelltherapie
verlieren. Generell sollten Zellen, die fir eine Gentherapie weiter verwendet werden sollen,
nicht zellularem Stress oder toxischen Reagenzien ausgesetzt werden, da dies eine maligne
Transformation auslésen konnte. Eine hohe Biokompatibilitdt und Biodegradierbarkeit stellen

damit essentielle Grundvoraussetzungen der NVA dar.
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Besonders Protein-basierte Transportsysteme zeichnen sich durch ihre geringe
Immunogenitdt und hohe Biokompatibilitdit aus [120]. Dabei ist vor allem Albumin ein
interessantes Protein zum Wirkstofftransport. Doch wahrend Albumin bereits in vielen Studien
erfolgreich zum Transport verschiedener Wirkstoffe eingesetzt wurde, sind kaum Studien mit
Albumin-basierten Gentransfersystemen bekannt.

Der erste Einsatz von Albumin-basierten Partikeln zum Transport von Wirkstoffen wurde
bereits 1981 von Lee et al. beschrieben [121]. Dabei machen nicht nur die hohe Stabilitat bei
pH 4-9 und Hitze bis zu 60 °C, sondern auch die Biodegradierbarkeit, geringe Toxizitat und
Immunogenitat Alboumin zu einem idealen Material zum Wirkstofftransport [122]. Zusatzlich
bietet Albumin eine Vielzahl von Bindestellen fir unterschiedliche Wirkstoffe. Die hohe
Biokompatibilitat des Albumins ergibt sich aus den physiologischen Eigenschaften des
Proteins: Serumalbumin ist mit 35-50 mg/ml das haufigste Protein im Blutplasma. Es reguliert
den kolloidosmotischen Druck und tragt zur Pufferkapazitat des Blutes bei [123]. Zuséatzlich
bindet und transportiert Serumalbumin hydrophobe Substanzen wie Fettsauren, Bilirubin,
zweiwertige lonen (Kupfer, Cystein, Calcium), Hormone und Arzneistoffe im Blut, was es zum
natirlichen Transporter macht.

Humanes Serumalbumin (HSA) besteht aus 585 Aminosauren, wovon 35 Cysteine sind.
Disulfidbriicken halten die a-helikalen Strukturen zusammen, wodurch ein elliptisches Molekl
mit einem Molekulargewicht von 65 kDa entsteht. Das ALB-Gen wird in Hepatozyten als
Peproalbumin exprimiert. Das N-terminale Peptid wird kotranslational entfernt, bevor es das
raue endoplasmatische Retikulum als Proalbumin verldsst und im Golgi-Apparat weiter zu
Albumin prozessiert. So werden taglich 150-250 mg HSA pro Kilogramm Korpergewicht
produziert, welches in einem erwachsenen Menschen eine Halbwertszeit von 19 Tagen hat
[124]. Damit baut ein 70 kg schwerer, gesunder Erwachsener jeden Tag 14 Gramm Albumin
ab. Der Abbau geschieht in den Endothelzellen, in nahezu jedem Organ. Endothelzellen
nehmen das HSA Rezeptor-vermittelt auf und degradieren es lysosomatisch [125, 126]. Die
Internalisierung des Albumins Uber den neonatalen Fc-Rezeptors fiihrt dagegen am Lysosom
vorbei zur Exozytose und zur verlangerten Persistenz des HSA [127]. Zudem wird fur Albumin
die Caveolae-abhangige Aufnahme Uber Glykoprotein 60 (gp60)-Rezeptoren, die
hauptséchlich auf Endothelzellen exprimiert werden, beschrieben [128]. Dabei wird das
Albumin von den Endothelzellen transzytiert, d. h., dass es nach der Aufnahme direkt durch
die Zelle transportiert und wieder ausgeschleust wird, um im Organismus weiter verteilt zu
werden. Modifiziertes HSA, wie z.B. Formaldehyd-vernetztes Albumin, wird Uber die
Scavenger-Rezeptoren gp30 und gpl8 von Endothelzellen, Fibroblasten oder glatten

Muskelzellen aufgenommen [125, 129].
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1.4.1 HSA-basierende Nanopartikel

Nachdem bereits Wirkstoff-beladene HSA-Mikrospharen mit einer Gr63e von circa 1 um in
vielen Studien erforscht wurden, ermoglichte die Etablierung von HSA-basierenden
Nanopartikeln (HSA-NP) dartuber hinaus den Transport in die Zelle bzw. durch
Kdrperbarrieren. Nanopartikel sind feste, kolloidale Teilchen mit einem Durchmesser von 10-
1000 nm. HSA-NP haben wie die HSA-Mikrospharen den Vorteil, dass in sie sowohl hydrophile
als auch hydrophobe Wirkstoffe inkorporiert werden kdnnen [122, 130, 131].

Langer et al. etablierten und optimierten das Ethanol-basierte Desolvationsverfahren zur
Herstellung 150-280 nm grof3er HSA-NP [132]. Der pH-Wert, die HSA-Konzentration der
Ausgangslosung und die Geschwindigkeit der Ethanolzugabe konnten als entscheidende
Parameter fur die GroRe der HSA-NP identifiziert werden. Weber et al. zeigten, dass die HSA-
NP mittels unterschiedlicher Glutaraldehydmengen stabilisiert werden kénnen [133]. Dabei
konnten stabile HSA-NP mit einer 40-100 %igen Quervernetzung mit Glutaraldehyd erreicht
werden. Je hdher die HSA-NP mit Glutaraldehyd quervernetzt waren, desto niedriger war die
Anzahl der Aminogruppen auf der Partikeloberflache. Diese wiederum kénnen zum kovalenten
Binden von Wirkstoffen oder Liganden, wie z. B. Antikorpern, Zuckergruppen oder Peptiden,
genutzt werden [134-136]. Da die chemische Stabilisierung mittels Glutaraldehyd allerdings
zur Inaktivierung des inkorporierten Wirkstoffes fihren kann und bifunktionale Aldehyde
toxisch sind, ist die glutaraldehydfreie Herstellung der HSA-NP zu bevorzugen [137].

Weber et al. etablierten die Stabilisierung HSA-basierender Nanopartikel mittels Hitze, wobei
eine Abhéangigkeit der Stabilitdt von der Hohe der Temperatur und der L&nge des Erhitzens
beobachtet werden konnte [133]. Je hoher und je langer die HSA-NP erhitzt wurden, desto
stabiler wurden sie. Die Funktionalitat inkorporierter Antisense-Oligonukleotide wurde durch
die Erhitzung nicht beeintrachtigt [137]. Dennoch ist es vorstellbar, dass andere Wirkstoffe
sensibel auf Temperaturen von Uber 100 °C reagieren, die teilweise zur Stabilisierung
verwendet wurden [137]. Eine Stabilisierungsmethode der HSA-NP ohne toxisches
Glutaraldehyd oder Erhitzung ist die Neuordnung intermolekularer Disulfidbriicken. Dabei
werden die Disulfidbricken der HSA-Molekiile reduziert und nach Prazipitation der NP wieder
neu gebildet, wodurch die NP-Struktur stabilisiert wird. Wang et al. etablierten die Herstellung
Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-NP mittels Glutathion [138]. Glutathion ist eines der grof3ten
Antioxidantien in vivo, weshalb durch dessen Verwendung die Biokompatibilitat der HSA-NP
nicht herabgesetzt wird [139].

Das Binden des Tumortherapeutikums Paclitaxel an 130 nm groRe Albumin-Nanopartikel
(nanoparticle albumin bound paclitaxel, nab-Paclitaxel) verringerte die Hydrophobitat des
Wirkstoffes, was die direkte Injektion von nab-Paclitacel ohne Lésemittel, und die damit
verbundenen Nebenwirkungen, ermdglichte. Unter dem Handelsnamen Abraxan erhielt nab-

Paclitaxel 2005 als erstes nanopartikulares Medikament die Zulassung der FDA (food and drug
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administration) in den USA zur Behandlung von Brustkrebs, seit 2008 ist es auch in der
Européaischen Union zugelassen. 2012 erhielt Abraxan zudem die FDA-Zulassung zur
Behandlung von fortgeschrittenem Lungenkrebs und seit 2013 zur Therapie von
Pankreaskarzinomen.

Neben dem verbesserten Transport und Schutz des Wirkstoffs in der NP-Matrix tragen
zuséatzliche Liganden auf der NP-Oberflache zur spezifischen Verteilung der HSA-NP bei.
Neben einer nicht-kovalenten adsorptiven Bindung ist auch die kovalente Derivatisierung von
Albumin-Nanopartikeln mit zielgerichteten Liganden mdglich [137]. Dafir werden hydrophile
Strukturen, wie z. B. Polyethylenglykol (PEG), an die NP-Oberflache gebunden, was die
Adsorption von Proteinen verhindert [140]. Zudem sind PEGylierte NP vor einem Abbau durch
Makrophagen geschitzt (stealth effect), da die Opsonine nicht an PEG binden [141].
Funktionalisierte PEG-Molekile kdnnen wiederum zur Kopplung von Liganden an die

Nanopartikel und damit zum spezifischen targeting genutzt werden [142-144].

1.4.2 HSA-Nanopartikel zum Transport von Nukleinsauren

Neben den vielen Substanzen, die HSA im Blut bindet, hat es zudem die Fahigkeit, DNA zu
binden. Malonga et al. zeigten, dass durch die HSA-DNA-Interaktion die Sekundarstruktur des
Albumin stabilisiert wird [145]. Die Verwendung HSA-basierter Nanopartikel zum Transport
von Nukleinsauren kdnnte demnach eine biokompatible nicht-virale Alternative fur die
Gentherapie darstellen.

Grundsatzlich kénnen die Nukleinsauren adsorptiv oder kovalent an die Oberflache von
Nanopartikeln gebunden werden, wobei dies ihnen beim Transport keinen Schutz vor
Nukleasen bietet [146]. Erst durch die Inkorporierung der Nukleinséduren in die Nanopartikel-
Matrix sind die Nukleinsduren beim Transport geschiitzt, miissen im Zytoplasma aber wieder
aus der Matrix freigesetzt werden. Dabei kann mit einer Beladungseffizienz von tber 80 % die
Plasmid-DNA effizient in HSA-NP inkorporiert werden [130].

Langiu et al. nutzen PEI-beschichtete HSA-NP zur Uberwindung der Blut-Hirnschranke und
zum gleichzeitigem Gentransfer [147]. Die Autoren konnten die Aufnahme der Nanopartikel in
Kleinhirn-Granularzellen sowie eine Zeit-abhangige Transfektionseffizienz in vitro zeigen.
HSA-PEI-DNA Nanopartikel zeigten in HEK293-Zellen vergleichbare Transfektions-effizienzen
wie PEI-Polyplexe, mit einer daflir geringeren Zytotoxizitat [148].

Ein weiteres Polymer, das zum Gentransport mit HSA kombiniert wurde, ist PAMAM. Liu et al.
etablierten PAMAM/DNA/HSA-Komplexe zum Gentransport in Tumorzellen. HSA-Rezeptoren
werden von Tumorzellen Uberexprimiert, weshalb die HSA-Beschichtung zur erhéhten
Internalisierung der HSA-Dendriplexe fuhrte [149]. Aufgrund ihrer Zytotoxizitat sind Polymer-
Modifikationen mit PEI oder PAMAM zum Einsatz in der Gentherapie aber kritisch zu sehen.
Daher etablierten Mo et al. Plasmid-DNA beladene Nanopartikel, die nur aus unmodifiziertem
HSA hergestellt wurden [130]. Sie konnten zeigen, dass die HSA-Matrix die Plasmid-DNA vor
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dem enzymatischen DNase I-Abbau schitzt und selbst 5 mg/ml der HSA-NP die Viabilitat von
ARPE-19-Zellen (humane retinale Pigmentepithel-Zelllinie) nicht beeintrachtigte. Die Plasmid-
beladenen HSA-NP fihrten in ARPE-19-Zellen zudem zu einer hohen Transfektionseffizienz.
Ein HSA-basierender Gentransfer in Primar- und Stammzellen wurde bisher nicht
beschrieben, obwohl dies die Anwendungen der Gentherapie, die auf genetisch veranderten

Primar- und Stammzellen basieren, voranbringen wirde.

1.5 Zielsetzung

Die Gentherapie bietet hoffnungsvolle Ansatze, um monogenetische Krankheiten oder auch
Tumorerkrankungen behandeln zu kénnen. Die Generierung von induzierten pluripotenten
Stammzellen fur die regenerative Medizin sowie die Tumortherapie mit humanen
mesenchymalen Stammzellen (hMSC) sind nur zwei hoffnungsvolle Beispiele, wie in Zukunft
Patienten mit genetisch veranderten Zellen therapiert werden kdnnten. Nach wie vor werden
hauptséchlich virale Vektoren zum Transport therapeutischer Gene genutzt, da diese selbst
schwer zu transfizierende Zellen wie Primér- und Stammzellen effizient genetisch verandern.
Aufgrund der Sicherheitsrisiken, der hohen Herstellungskosten und der Einschrankung der
GroRRe der inkorporierten Gene viraler Gentransfersysteme werden fir die breite Anwendung
der Gentherapie dringend effiziente, nicht-virale Alternativen gesucht.

Humanes Serumalbumin wurde bereits in diversen Studien als Basis biokompatibler und
biodegradierbarer Nanopartikel zum Wirkstofftransport eingesetzt. Allerdings wurde deren
Potential zum Einsatz in der Gen- und Zelltherapie bis dato nicht untersucht.

Ziel der Arbeit war es daher, ein effizientes nanopartikulares Gentransfersystem basierend auf
humanem Serumalbumin (HSA-NP) zu entwickeln und sein Potential zum nicht-viralen
Gentransfer zu evaluieren. Der Fokus sollte dabei auf der Transfektionseffizienz und der
Biokompatibilitat liegen.

Dazu sollten Plasmid-beladene HSA-NP mit einem etablierten Desolvationsverfahren
hergestellt werden und unterschiedliche Glutaraldhyd-Quervernetzungsgrade zum
Gentransport, selbst gro3er Plasmide bis zu 10 kb, vergleichend charakterisiert werden.
Andererseits sollten alternative Quervernetzungsmethoden fir Plasmid-beladene HSA-NP
entwickelt werden, um die Funktionalitét der inkorporierten Plasmid-DNA und Biokompatibilitat
des Gentransfersystems gewahrleisten zu kénnen. Zudem sollten Liganden identifiziert und
getestet werden, mit deren Modifikation die Internalisierung und Transfektionseffizienz der
HSA-NP gesteigert werden konnen. Dabei sollte die spezifische, zellulare Bindung und
Aufnahme sowie die subzellulare Verteilung der modifizierten HSA-NP untersucht werden.
Genexpressionsstudien in Zelllinien sollten der indirekten Analyse des Transports und der
intrazellul&ren Freisetzung der inkorporierten Plasmid-DNA in biologisch aktiver Form dienen.

Gleichzeitig sollten diese Studien zur Evaluierung der Transfektionseffizienz der HSA-
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basierenden NP genutzt werden, welche einen wichtigen Parameter flr Gentransfersysteme
darstellt. Ein kritischer Faktor der Gentransportsysteme fiir die Gen- und Zelltherapie ist zudem
ihre  Biokompatibilitat. Diese sollte anhand von vergleichenden Analysen mit
Standardtransfektionsmethoden ermittelt  werden.  AbschlieRend  sollten  erste
Transfektionsstudien der HSA-NP mit Priméar- und Stammzellen zur prinzipiellen

Anwendbarkeit von HSA als Basis nicht-viraler Gentransfersysteme dienen.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Material und Methoden

Die in den nachfolgend beschriebenen Arbeiten benutzten Chemikalien hatten analytischen

Reinheitsgrad. Die verwendeten Verbrauchs- und Gebrauchsmaterialien waren vom Hersteller

steril verpackt oder fiir 15 Minuten bei 121 °C autoklaviert.

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.1.1.1 Gerate

Gerat

Hersteller

Analysewaage CP225D

Autoklav 5050EL

Begasungsbrutschrank BBD6220 (Heraeus)
BioPhotometer

Durchflusszytometer ,BD FACSCalibur™*
Gefrierbehalter ,Mr. Frosty™*
Gefrierschrank (-20°C)

Konfokales Laserraster-Mikroskop TCS SP8 (CLSM)
Kuhlschrank (4 °C)

Laminar-flow Sterilwerkbank

Lichtquelle fur IX 71 ,X-Cite® 120PC Q“
Magnetrihrer ,IKAMAG RET-GS*
Magnetrihrer, beheizbar ,MR HEI-Standard“
Magnetrihrerplatte ,CIMAREC Multipoint*
Mehrkanalpipette ,Research pro“
Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Kl. 2
Mikrobiologischer Brutschrank , BK4029
Mikroskop IX71

pH-Meter Portamess®

Pipettierhilfe ,Pipettboy acu“

Pitpetten ,Research”

Prazisionswaage PCB

Schittelinkubator C24

TECAN infinite® F200

Thermomixer ,Compact 5350“
Tiefkuhlschrank (-80 °C) ,Glacier”
Tischzentrifuge

Ultraschallbad ,Elmasonic S15“
Vakuumabsaugvorrichtung ,Vacuboy*
Vakuumpumpe ,Vacusafe”

Vortexer ,Top-Mix 11118“

Wasserbad

Zellzahlbestimmungsgerat ,CASY-TT
Zentrifuge ,Biofuge Pico/primo R/R*
Zentrifuge ,Centrifuge 5424 R*

Zentrifuge ,Megafuge 3.0 R*

Zetasizer Nano ZS

Sartorius, GOppingen

Tuttnauer, Breda (Niederlande)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Liebherr, Biberach an der Riss

Leica, Wetzlar

Liebherr, Biberach an der Riss

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Excelitas technologies, Waltham (USA)
IKA Labortechnik, Staufen

Heidolph Instruments, Schwabach
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Eppendorf, Hamburg

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Ehret, Emmendingen

Olympus, Hamburg

Integra Biosciences, Zizers (Schweiz)
Integra Biosciences, Zizers (Schweiz)
Eppendorf, Hamburg

IKA Labortechnik, Staufen

New Brunswick Scientific, Edison (USA)
Tecan Group Ltd., Maennedorf (Schweiz)
Eppendorf, Hamburg

Integra Biosciences, Zizers (Schweiz)
neolLab, Heidelberg

Elma Schmidbauer, Singen

Integra Biosciences, Zizers (Schweiz)
Integra Biosciences, Zizers (Schweiz)
Bioblock Scientific, lllkirch Cedex (Frankreich)
Julabo Labortechnik, Seelbach
Innovatis, Reutlingen

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Malvern, Herrenberg
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Hersteller

AnalySIS Pro 5.1. und CellP
CellQuest Pro

i-control™

Leica Application Suite X (LAS AF)
Zeiss ZEN 2009

2.1.1.2 (Verbrauchs-) Materialien

Material

Olympus-SIS, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg

Tecan Group Ltd., Maennedorf (Schweiz)
Leica Microsystem, Heidelberg

Zeiss, Jena

Hersteller

CELLSTAR® Multiwell-Platten
CELLSTAR® Pipetten
CELLSTAR® Plastikpetrischalen
CELLSTAR® Zellkulturflaschen
CultureSlides, 4er + 8er
Einmalpipetten, verschiedene GréRen
FACS-Ro6hrchen

Glaswaren

Handschuhe, Latex

Kandilen

Kryo-Réhrchen ,Cryo.S™*
Kultivierungskavitaten ,u-Slide*
Kivetten ,UVette*

Objekttrager

Parafilm

Reaktionsgefalie

Rohrchen, 15 ml + 50 ml
Spritzen, verschiedene GréRRen
Spritzenfilter, 0,2 pm
Vorratsbehalter, 150 ml + 250 ml

2.1.2 Chemikalien und Kits

Chemikalie/Kit

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
BD Biosciences, Heidelberg
Greiner Bio-One, Frickenhausen
BD Biosciences, Heidelberg
Schott, Mainz

VWR international, Darmstadt

B. Braun, Melsungen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Ibidi, Martinsried

Eppendorf, Hamburg

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen
American National Can. Co., Chicago (USA)
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
B. Braun, Melsungen

VWR international, Darmstadt
Corning Life Science, Wiesbaden

Hersteller

Aceton

Agar

Alpha-MEM

Ampicillin

Bacillol®

Bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V
Bradford Reagenz

BrdU-Reagenz (Cell Proliferation ELISA)
BSA-Standard, 2 mg/ml

CASYton, CASYclean
CellTracker™blue CMAC

Chloroquin

Cytofix/Cytoperm™ Kit
Dinatriumhydrogenphosphat

DMEM (DMEM/F-12)

DMSO

DNeasy Blood & Tissue Kit

Eindeckelmedium ,VECTASHIELD® Hard Set™*

EndoFree Plasmid Mega/Giga Kit
Ethanol (absolut)

FACS-Flow, -Clean, -Rinse
Fibronektin

Ficoll-Paque PLUS

Fotales Kalberserum (FKS)
FuGene® HD

Glutaraldehyd

Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Biosciences, Heidelberg
LifeTechnologies, Carlsbad (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim

Bode Chemie, Hamburg

PAA, Marburg

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Innovatis, Reutlingen
LifeTechnologies, Carlsbad (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Biosciences, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
LifeTechnologies, Carlsbad (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim

Qiagen, Hilden

Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
Biochrom AG, Berlin

GE Healthcare, Chalfont St Giles (UK)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Promega, Madison (USA)

Merck, Darmstadt



Glutathion, reduziert

Glycin

Glycerin

Humanes Serumalbumin (HSA), >96 %
HyClone Wasser in Molekularbiologie-Qualitat
Isopropanol

Kanamycin

LB-Broth (Luria/Miller)

Lipofectamine®2000

Luciferase Assay Kit

Methanol

Mykoplasmen-Detektions-Kit

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat
N-Hydroxysuccinimid-PEGsooo-Maleinimid
OptiMEM®

Paraformaldehyd, 37 %

PBS, pH 7,2

Penizillin/Streptomyzin

ProFection® Mammalian Transfection System
PromoFluor-488 Premium Labeling Kit
PromoFluor-633 Premium Labeling Kit
Tat-Peptid (HIV Tat 48-60 Cys)

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Tween20

Wasser zur Injektion (aqua iniec.)
WST-1-Reagenz (Cell Proliferation Reagent)

2.1.3 Antikérper

2.1.3.1 Priméarantikorper
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Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
LifeTechnologies, Carlsbad (USA)
Promega, Madison (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim

Lonza, Basel (Schweiz)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Rapp Polymere GmbH, Tibingen
LifeTechnologies, Carlsbad (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim
LifeTechnologies, Carlsbad (USA)
LifeTechnologies, Carlsbad (USA)
Promega, Madison (USA)
PromoCell GmbH, Heidelberg
PromoCell GmbH, Heidelberg
Innovagen AB, Lund (Schweden)
Merck, Darmstadt
LifeTechnologies, Carlsbad (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Berlin-Chemie, Berlin

Roche Diagnostics, Mannheim

Priméarantikdrper zur quantitativen Durchflusszytometrie

Antigen Isotyp, Wirt Konjugation Hersteller Bestellnummer
CD29 (Integrin R1) IgG1, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 555443
CD34 IgG1, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 555822
CD44 IgG2b, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 550989
CD45 IgG1, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 555483
CD49e (Integrin a5) | 1gG1, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 555617
CD51 (Integrin aV) | 1gG2a, Maus Phycoerythrin BioLegend 327910
CD73 IgG1, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 550257
CD90 IgG1, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 555596
CD105 IgG1, Maus Phycoerythrin Acris SM1177R
CD106 IgG1, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 555647
CD133 IgG1, Maus Phycoerythrin Miltenyi-Biotech 130-080-801
CD140a (PDGFRa) | 1gG2a, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 556002
CD140b (PDGFRB) | 1gG2a, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 558821
EGFR1 IgG2b, Maus Phycoerythrin Abcam ab130738
FGFR2 IgG1, Maus keine Abcam ab89476
HLA-ABC IgG1, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 555553
HLA-DR IgG1, Maus Phycoerythrin Abcam ab34930
Isotypenkontrolle IgG1, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 555749
Isotypenkontrolle IgG2a, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 555574
Isotypenkontrolle IgG2b, Maus Phycoerythrin BD Biosciences 555743
Isotypenkontrolle IgG1, Maus Fluorescein BD Biosciences 555909
Isotypenkontrolle IgG1, Maus keine Abcam ab81032
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Antigen | Isotyp, Wirt Klonalitat Hersteller Bestellnummer
anti-HSA Maus monoklonal Abcam ab136896
anti-Lampl Maus monoklonal Abcam ab25630
anti-Tat Kaninchen polyklonal Innovagen PA-2120-100

2.1.3.2 Sekundarantikorper

Alle Sekundéarantikérper wurden von der Firma LifeTechnologies (Carlsbad, USA) bezogen.

Antigen | Isotyp, Wirt Konjugation Exzitation /Emission Bestellnummer
Anti-Maus Ziege Alexa Fluor 350 346/442 (nm) A21049
Anti-Kaninchen Ziege Alexa Fluor 488 488/519 (nm) A11034
Anti-Maus Ziege Alexa Fluor 488 488/519 (nm) A11029
Anti-Maus Ziege Alexa Fluor 555 555/580 (nm) A31622

2.1.4 Verwendete Medien/Lésungen/Puffer

2.1.4.1 Zellkulturmedien

In PBS (pH 7.2)

Kultivierungsm edium fir | Basalmedium (Gibco ® #) FKS Sonstige Zusétze
BJ-Fibroblasten DMEM (#21855) 10 % Penicillin/Streptomycin
(100 U/ml; 100 pg/ml)
HEK293T DMEM (#41966) 10 % Penicillin/Streptomycin
(100 U/ml; 100 pg/ml)
hMSC Alpha-MEM (#32561) 15 % Penicillin/Streptomycin
(100 U/ml; 100 pg/ml)
MrC-5 DMEM/F-12 (#11039) 5% Penicillin/Streptomycin
(100 U/ml; 100 pg/ml)
2.1.4.2 Loésungen
Block -Ldsung BSA 1%
FKS 10 %
Glycin 0,3M
Einfriermedium  (Zellen) Basalmedium 90 %
DMSO 10 %
FACS-Fix Paraformaldehyd 1%
Natriumchlorid 0,85 %
in PBS (pH 7,2)
FACS-Stopp -L6sung FKS 10 %
in PBS (pH 7,2)
LB-Agarplatten LB-Broth 25%
Agar 1,5%
in dH20 (pH 7,4)
LB-Medium LB-Broth 2,5%
in dH20 (pH7,4)
Perm-Block -L6sung BSA 1%
Tween20 0,02 %
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Phosphatpuffer NaH2POa-Dihydrat 1,28 mM
NazHPOs-Dihydrat 20 mM
in dH20 (pH 8,0)

Trypanblau -Stocklésung Trypanblau 1g/
in PBS (pH 7.,2)

2.1.5 Plasmide
2.1.5.1 peGFP-N1

Das Plasmid peGFP-N1 (Clontech, nicht mehr erhaltlich) ist 4,7 kb gro3 und codiert fir das
Reportergen enhanced green fluorescent protein (eGFP), dessen Expression von einem CMV-
Promotor reguliert wird. Zusatzlich codiert das Plasmid ein Gen zur Neomycin- bzw.

Kanamycin-Resistenz, welches zur Selektionierung genutzt werden kann.
2.1.5.2 pCMV-Luc

Das Plasmid pCMV-Luc wurde zur Verfigung gestellt von Ralf Kuhn (Addgene-Plasmid
# 45968). Es basiert auf dem Plasmid pGL3 basic (#£1751, Promega, Madison, USA),
welches fir die firefly (Photinus pyralis)-Luciferase codiert, jedoch zusétzlich mit einem CMV-
Promotor in cis-Orientierung des Reportergens. Das Plasmid ist 5,6 kb grol3 und zur

Selektionierung des Plasmides ist ein Ampicillin-Resistenzgen codiert.

2.1.6 Zelllinien und Bakterien
2.1.6.1 BJ-Fibroblasten

Die BJ-Fibroblasten (#08-0027, Stemgent, Cambridge, USA) wurden aus humaner normaler
neonataler Vorhaut isoliert. Die Zellen zeigen im Vergleich zu anderen humanen Fibroblasten
eine erhdhte Populationsverdopplungsrate (bis zu 72 Populationsverdopp-lungen). Sie waren
eine der ersten Zelltypen, die erfolgreich in induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen)
reprogrammiert wurden und werden daher oft als Kontrollzellen in Reprogrammierungs-

Studien mitgefuhrt.
2.1.6.2 HEK293T-Zellen

Die Zelllinie HEK293 wurde mittels Transformation von humanen Nieren-Epithelzellen mit dem
humanen Adenovirus Typ 5 generiert [150]. Die Variante HEK293T enthalt zusatzlich das
grol3e T-Antigen des Simian-Virus 40 (SV40). Die Zellen haben eine Generationszeit von circa
20 Stunden und einen hypotriploiden Karyotyp. Die hier verwendeten HEK293T-Zellen wurden

uns von Dr. Grez aus dem Georg-Speyer-Haus in Frankfurt zur Verfligung gestellt.
2.1.6.3 MrC-5-Zellen

MrC-5-Fibroblasten (#300395, cell lines service, Eppelheim) wurden aus humanen normalen

Lungenfibroblasten eines 14-Wochen alten mannlichen, kaukasischen Fotus isoliert [151]. Der
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diploide Karytotyp der Zellen ist 46, XY. Die Zellen erreichen 42-46 Populations-

verdopplungen, bevor sie seneszent werden.
2.1.6.4 E. coli-Bakterien

Zur Vervielféaltigung der Plasmide wurden die Bakterien ,One Shot® TOP10 Chemically
Competent E. coli (#C4040-03, LifeTechnologies, Carlsbad, USA) mit dem Genotyp F- mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 A lacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL
(StrR) endAl nupG verwendet.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Zellen wurden unter aseptischen Bedingungen kultiviert, um Kontaminationen mit
Bakterien, Pilzen oder Viren zu vermeiden. In regelméafigen Intervallen wurden alle Zellen

bezlglich einer Kontamination mit Mykoplasmen untersucht.
2.2.1.1 Kultivierung der Zellen

Die Zell-basierten Experimente wurden mit der Zelllinie HEK293T, BJ-Fibroblasten, MrC-5-
Fibroblasten oder humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) durchgefuhrt. Dafur
wurden die jeweiligen Zellen bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in einem
Begasungsbrutschrank kultiviert. Die HEK293T-Zellen wurden ab einer Konfluenz von circa
90 % passagiert, BJ-Fibroblasten, MrC-5-Zellen und hMSC ab einer Konfluenz von 70-80 %.
Zum Abl6sen der Zellen wurden diese mit PBS gewaschen und mit Trypsin-EDTA (0,05 %) fur
3 Minuten bei 37 °C inkubiert. Durch anschlie3endes Abklopfen konnten die Zellen in frischem
Kultivierungsmedium aufgenommen werden, welches die Trypsinaktivitadt inhibiert. Mittels
Zentrifugation (300 x g, 5 min, RT) wurden die Zellen pelletiert und in frischem Medium
resuspendiert. Die Zellzahl und Viabilitat der Zellen wurde mit dem CASY-TT bestimmt. Die
Zellen wurden in entsprechender Zellzahl pro cm? Kultivierungsflache ausgesat. Alle 2-3 Tage

wurde das Kultivierungsmedium (siehe 2.1.4.1) gewechselt.
2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur langfristigen Lagerung von Zellen wurden diese bei -170 °C in der flissigen Phase des
Stickstoffs in einem Kryotank gehalten. Dazu wurden die Zellen in kaltes Kryomedium (90 %
FKS, 10 % DMSO) aufgenommen und in Kryorghrchen aliquotiert. Diese wurden in dem mit
Isopropanol gefiillten Gefrierbehalter ,Mr. Frosty™* kontinuierlich um 1 °C pro Minute in einem
-80 °C-Schrank abgekunhlt und nach 24 h in die flissige Phase des Stickstoffs tberfuhrt.

Zur Kultivierung der in flissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden diese mdglichst schnell
aufgetaut. Dazu wurde das Kryorohrchen mit den Zellen kurz in einem Wasserbad bei 37 °C

erwarmt. AnschlieBend wurden die Zellen direkt in Kultivierungsmedium aufgenommen und
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abzentrifugiert (300 x g, 5 min, RT), um das DMSO-haltige Kryomedium zu entfernen. Die
pelletierten Zellen wurden in frischem Kultiverungsmedium resuspendiert und in einer

Kulturflasche ausgesat.
2.2.1.3 Isolierung humaner mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark

Die humanen mesenchymalen Stammzellen wurden aus dem Knochenmark von
Oberschenkelkdpfen isoliert. Die verwendeten Oberschenkelkdpfe wurden Patienten bei einer
Huftoperation entfernt und uns von Dr. M. Maue und Dr. M. Hassinger des evangelischen
Krankenhauses Zweibriicken zur Verfligung gestellt.

Aus den Oberschenkelhalskdpfen wurde das Knochenmark und trabekuldre Knochen-gewebe
herausgeschabt, mit einer Schere zerkleinert und dreimal in Alpha-MEM gewaschen. Die
isolierten Zellen wurden mittels Zentrifugation pelletiert und in frischem Medium resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde mittels Zellsieb (70 um) gefiltert und anschlielBend auf Ficoll-Paque
PLUS pipettiert. Mittels Zentrifugation (350 g, 30 min, RT) reichern sich die mesenchymalen
Stammzellen in der weil3en Interphase des Ficoll-Gradienten an. Diese Phase wurde
entnommen, mit PBS gewaschen und abzentrifugiert (450 g, 5 min, RT). Die pelletierten Zellen
wurden in Kultivierungsmedium resuspendiert und in eine Kultivierungsflasche tberfuhrt. Nach
3-4 Tagen wurde das Medium gewechselt, wodurch nicht-adharente Zellen entfernt wurden.
Bei einer Konfluenz von ca. 70 % wurden die Zellen passagiert und mit 1000-2000 Zellen/cm?
weiter kultiviert. Das adipogene und osteogene Differenzierungspotential der isolierten
mesenchymalen Stammzellen wurde mittels Oil-Red-O-Féarbung bzw. von Kossa-Farbung
untersucht (durchgefiihrt von Andrea Hecker). Zudem wurden die isolierten Zellen an Hand
der Expression der Oberflachen-rezeptoren CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106 und
HLA-ABC sowie dem Fehlen der Rezeptoren CD34, CD45, CD133 und HLA-DR
immunzytochemisch  im  Durchflusszytometer charakterisiert. Die isolierten und
charakterisierten hMSC wurden nach zwei bzw. drei Passagen eingefroren und bis zur

Verwendung bei -170 °C in einem Kryotank gelagert.
2.2.1.4 Analyse des Oberflachenexpressionsprofils der Zellen

Die Expression unterschiedlicher Oberflachenrezeptoren wurde mittels Durchflusszytometrie
analysiert (Methode 2.2.3.1). Dazu wurden die Zellen abtrypsiniert und 2,5-5,0 x10° Zellen pro
Ansatz mit 0,5-1 ug Priméarantikdrper fur eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Der ungebundene
Primarantikérper wurde durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt und die Zellen mit
0,5 ug Fluoreszenz-gebundenem Sekundarantikorper fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Die Proben
wurden erneut gewaschen und anschlie3end in 250 pul FACS-FIX fur 30-60 Minuten bei 4 °C
fixiert. In jeder Probe wurden 10.000 Zellen im Fluoreszenzkanal FL-1 (488/530/30 nm) bzw.
FL-2 (488/585/42 nm) durchflusszytometrisch gemessen. Die Rohdaten wurden mit der

Software CellQuest Pro ausgewertet. Dabei wurden Zellen, die mit der Isotypenkontrolle
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gefarbt wurden, als Hintergrund gesetzt und nur Signale oberhalb dieser Population als

positive Ereignisse gewertet (Abb. 9).

2.2.2 Molekularbiologische Techniken
2.2.2.1 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Zur Transformation wurden 100 pl chemisch kompetente Bakterien (One Shot® TOP10
Chemically Competent E. coli) mit 0,1 pg Plasmid-DNA gemischt und fir 5 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach 45-sekiindigem Hitzeschock bei 42 °C wurde der Ansatz fir 2 Minute auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 250 pl LB-Medium wurden die Zellen fur 1 h bei 37 °C und
200 rpm inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden auf vorgewdrmte Selektionsplatten
(LB-Agar-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin bzw. 50 pg/ml Kanamycin) ausplattiert und tber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Die gewachsenen Kolonien wurden zur Anzucht von Flussigkulturen
genutzt. Dazu wurde Selektionsmedium (LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin bzw. 50 pg/mi
Kanamycin) mit einer gewachsenen Bakterienkolonie angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C und
200 rpm auf einem Schuttler inkubiert. Zur Langzeitlagerung der generierten E. coli-Stamme
wurden Kryostocks (80 % Flussigkultur, 20 % Glycerin) angelegt, die bei -80 °C gelagert

wurden.
2.2.2.2 Plasmidisolierung aus E. coli

Zur Amplifizierung der Plasmid-DNA wurden 10 ml bzw. 50 ml Selektionsmedium (LB-Medium
mit 100 pug/ml Ampicillin bzw. 50 pg/ml Kanamycin) mit dem E. coli-Stamm, der mit der
entsprechenden Plasmid-DNA transformiert wurde, angeimpft und fir 8 h bei 37 °C und
150 rpm inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden anschlielend 500 ml bzw. 251
Selektionsmedium angeimpft und tber Nacht weiter inkubiert.

Die Isolation der Plasmid-DNA aus den Bakterien der Ubernachtkultur erfolgte mit dem
EndoFree Plasmid Mega/Giga Kit nach Anleitung des Herstellers. Dabei wurde die Plasmid-
DNA nach der alkalischen Lyse der Bakterien an eine Anionen-Austauscher-S&aule gebunden,
von der sie anschlieRend mittels Hochsalzpuffer eluiert wurde. Schlie3lich wurde die Plasmid-
DNA durch Isopropanol-Prazipitation und Ethanolfallung aufgereinigt und entsalzt.

Letztlich wurde sie in TE-Puffer (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0) aufgenommen und die
Konzentration und Reinheit (Verhaltnis der Absorption von 260/280 nm und 260/230 nm)
mittels Photometer bestimmt. Eine qualitative Analyse der Plasmid-DNA wurde mittels

Agaroseelektrophorese durchgefihrt.
2.2.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford basiert auf der Komplexbildung von Proteinen mit

Brilliant Blue G, wodurch sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von der Wellenléange
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465 nm auf 595 nm verschiebt. Die gemessene Absorption bei 595 nm ist proportional zu der
Menge an Protein, welches sich in der Losung befindet.

Von der zu bestimmenden Proteinlésung wurden unterschiedliche Verdiinnungen angesetzt
und in Dreifachbestimmung 5 pl in eine Kavitat einer 96-Lochplatte vorgelegt. Zu der Probe
wurden 250 pl des Bradford-Reagenz pipettiert und nach 15-mindtiger Inkubationszeit die
Absorption bei 595 nm im Photometer gemessen. Der Proteingehalt wurde anhand einer
Eichgerade ermittelt (BSA-Standard mit Konzentrationen: 0 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml,
1,0 mg/ml und 1,4 mg/ml).

2.2.3 Herstellung und Charakterisierung von HSA-Nanoparti keln

Die in dieser Arbeit beschriebenen Glutaraldehyd- und Hitze-quervernetzten Nanopartikel
wurden von Jennifer Look unter Betreuung von Prof. Dr. Langer am Institut fir Pharma-
zeutische Technologie und Biopharmazie der Universitat Minster hergestellt, mit Liganden
modifiziert und physikochemisch charakterisiert — mit Ausnahme der Glutaraldehyd-
guervernetzten Nanopartikel (GA-qv-NP), die zur Etablierung des Trypanblau-Quenchens
verwendet wurden. Die Herstellung und Charakterisierung dieser GA-qv-NP sowie die
Herstellung, Modifizierung und Charakterisierung der Disulfidbricken-stabilisierten

Nanopartikel wurde am IBMT durchgeftihrt.
2.2.3.1 Herstellung DNA-beladener HSA-Nanopartikel

Glutaraldehyd-quervernetzte Nanopartikel

Die Synthese von unmodifizierten HSA-Nanopartikel erfolgte gemafd einer bekannten
Desolvatationstechnik [132, 133]. Hierzu wurde humanes Serumalbumin (HSA) in destilliertem
Wasser zu 40 mg/ml geldst und der pH-Wert auf 6 eingestellt. Die Losung wurde mit einem
Spritzenvorsatzfilter (0,2 pm) steril filtriert. In die HSA-L6sung wurde unter standigem Ruihren
auf einer Magnetrihrplatte 100-200 pg Plasmid-DNA pipettiert und fir 15 min inkubiert.
AnschlieRend wurden der Ldsung tropfenweise 2,7 ml Ethanol zugesetzt. Dies fihrte zur
Entstehung von unstabilen Kolloiden. Durch Zugabe von Glutaraldehyd (8%) wurden die
unstabilen Kolloide quervernetzt. Anhand unterschiedlicher Mengen an Glutaraldehyd wurden
Quervernetzungsgrade von 20-100 % eingestellt. Dabei sind pro HSA-Molekul 59 Lysin-
Molekile und eine endstdandige Aminogruppe 2zu beachten. Zudem kann ein
Glutaraldehydmolekil mit zwei Aminogruppen reagieren. Damit ergibt sich z. B. eine 100 %
Quervernetzung aus 30 mol Glutaraldehyd/mol HSA. Die Suspension wurde tber Nacht unter
Ruhren inkubiert. Zur Aufreinigung wurden die Nanopartikel zweimal bei 14.000 g fir 8 min

pelletiert und in destilliertem Wasser redispergiert.
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Hitze-quervernetzte Nanopartikel

Die Herstellung und Aufreinigung Hitze-quervernetzter Nanopartikel ist identisch mit
Glutaraldehyd-quervernetzten Nanopartikel. Anstatt der Zugabe von Glutaraldehyd, werden
die H-qv-NP durch 10-mindtige Erhitzung auf 70 °C stabilisiert. Die Temperatur wurde dabei

mit einem Infrarot-Thermometer kontrolliert.

Disulfidbricken-stabilisierte Nanopartikel

Im Laufe der Arbeit wurden DNA-beladene Disulfidbriicken-stabilisierte Nanopartikel (D-qv-
NP) als alternative Stabilisierungsmethode fur HSA-NP etabliert und hergestellt. Das Prinzip
beruht darauf, dass in einem ersten Schritt die Disulfidbriicken der HSA-Molekile mittels
Glutathion (GSH) gespalten werden (Abb. 8).
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Abbildung 8: Prinzip der Herstellung Disulfidbriicke n-stabilisierter HSA-NP. Zuerst werden die
Disulfidbricken der HSA-Molekile mittels Glutathion (GSH) gespalten. Mit diesen werden
Nanopartikel mittels Desolvationstechnik hergestellt. Die Nanopartikel werden durch die Ausbildung
neuer Disulfidbriicken innerhalb der Nanopartikel stabilisiert. Modifiziert nach Wang et al. [138].

Erst nach der Nanopartikelprazipitation wird das GSH wieder entzogen, wodurch
Disulfidbriicken zwischen den HSA-Molekilen eines Nanopartikels ausgebildet werden.

Wang et al. etablierten die Herstellung von Curcumin-beladenen Disulfidbriicken-stabili-sierten
HSA-NP (D-qv-NP) mittels GSH [138]. Dieses Protokoll diente als Grundlage der Etablierung
Plasmid-beladener D-qv-NP. Zur deren Herstellung wurden 40mg/ml HSA in aqua iniec. gelost
und mit 100-200 pg Plasmid-DNA fur 15 min unter Ruhren inkubiert. Die Losung wurde

anschlielend mit gleichem Volumen an 100 mM GSH fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Die
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Nanopartikel wurden durch Zugabe von 3 ml Ethanol préazipitiert. Das GSH wurde mittels 24-

stiindiger Dialyse entzogen. Die D-qv-NP wurden bei 4 °C gelagert.

PromoFluor633-markierte Glutaraldehyd- und Hitze-quervernetzte Nanopartikel

Glutaraldehyd- bzw. Hitze-quervernetzte Nanopartikel wurden mittels PromoFluor Labeling-Kit
markiert. Daflr wurde das HSA markiert, aufgereinigt und anschlieRend zur Herstellung GA-
oder H-qv-NP im Verhaltnis 1:5 (PF633-markiertes HSA:unmarkiertes HSA) eingesetzt [152].
Disulfidbriicken-stabilisierte  HSA-NP (D-qv-NP) wurden nach deren Herstellung mit
PromoFluor488 bzw. PromoFluor633 (PromoFluor-488 bzw. 633 Premium Labeling Kit)
markiert. Dafir wurden die Nanopartikel nach Anleitung des Herstellers eingesetzt. Die

markierten D-qv-NP wurden bei 20.000 g fir 20 min aufgereinigt und mit dH»O redispergiert.
2.2.3.2 Peptid-Modifizierung der HSA-Nanopartikel

Die Peptid-Liganden wurden tber heterobifunktionale PEGsgoo-Linker kovalent an die HSA-NP
gebunden. Dazu wurden die HSA-NP in Phosphatpuffer (pH 8,0) aufgenommen und mit dem
11-fachen molaren Uberschuss an N-Hydroxysuccimid-PEGse-Maleinimid (0,88 mg/mg
HSA) fur 1 h bei 20 °C und 600 rpm mittels Thermomixer inkubiert. AnschlieRend wurden die
Nanopartikel zweimal bei 10.000 g fur 8 min abzentrifugiert, der Uberstand jeweils verworfen
und die pelletierten HSA-NP nach dem ersten Zentrifugationsschritt in destilliertem Wasser
und nach dem zweiten in Phosphatpuffer (pH 8,0) redispergiert. Das Tat-Peptid (NH2-Gly-Arg-
Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-Pro-Pro-GIn-Cys-CONH-) mit endstandigem Cystein konnte
direkt zur Bindung an die Maleinimid-Gruppe des PEGsogo-Linker genutzt werden. Daflr
wurden 3,5pug Tat-Peptid/mg HSA (Stock 0,8 mg/ml in destiliertem Wasser) zu der
Nanopartikelsuspension gegeben und fur 1 h bei 20 °C und 600 rpm mittels Thermomixer
inkubiert. Die modifizierten HSA-NP wurden bei 10.000 g fur 8 min abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die pelletierten HSA-NP in destilliertem Wasser redispergiert.

Zur Kontrolle wurden PEGylierte (GA- und H-qv-) HSA-NP hergestellt. Hierzu wurden die HSA-
NP mit einem 11-fachen molaren Uberschuss an Methoxy-PEGsoeo-Succimidyl-Hexanoat fiir
1 h bei 20 °C und 600 rpm mittels Thermomixer inkubiert und zweifach aufgereinigt.

Die Modifizierung der HSA-NP mit dem RGD-Peptid (cyclo[Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys(Ac-
SCH2CO0)]) wurde nach dem obigen Protokoll durchgefiihrt. Als einzige Anderung mussten die
RGD- bzw. RAD-Peptide vor der Verwendung fur 10 s in einer Deacetylierungslésung (0,5 M
Hydroxylamin-HCI, 25 mM EDTA in PBS, pH 7,2-7,5) inkubiert werden, da diese eine
Schutzgruppe trugen. Die HSA-NP wurden anschlielend mit einem aquimolaren Verhaltnis
deacetylierter RGD- bzw. RAD-Peptide Uber Nacht bei 20 °C und 600 rpm im Thermomixer
inkubiert (11,08 ug RGD oder 11,29ug RAD pro mg HSA-NP) und nach der Aufreinigung in

destilliertem Wasser aufgenommen.
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2.2.3.3 Beschichtung der HSA-NP mit Polyethylenamin

Zur Herstellung Polyethylenamin (PEIl)-beschichteter HSA-NP wurden in einem ersten Schritt
unmodifizierte bzw. Tat-modifizierte HSA-NP hergestellt. Die Beschichtung wurde nach dem
Protokoll von Abbasi et al. durchgefihrt [153]. Dazu wurden pro Ansatz (24-Lochplatten-
Format) 100 pg HSA-NP (oder alternativ 0,5 pg Plasmid-DNA) in 500 pl Kultivierungsmedium
verdunnt, mit 3 pg PEI (25 kDa, verzweigt; PEI-Stockldésung: 10 mg/ml in dH.O) gemischt und
fur 2-3 min gevortext. Die PEI-beschichteten HSA-NP wurden direkt zur Inkubation von Zellen

eingesetzt.
2.2.3.4 Physikochemische Charakterisierung der HSA-Nanopartikel

Bestimmung des Durchmessers und Zetapotenzial von nanopartikuldren Formulierungen

Alle hergestellten HSA-NP wurden physikochemisch charakterisiert bevor sie in den Zell-
basierten Experimenten verwendet wurden. Die Messungen des Nanopartikel-Durchmessers
und der Polydispersitatsindex (PDI) wurden mittels Photonenkorrelationsspektroskopie
(Zetasizer Nano ZS) durchgefihrt. Die Photonenkorrelationsspektroskopie, auch als
dynamische Lichtstreuung bekannt, ist ein optisches Messverfahren zur Bestimmung des
hydrodynamischen Durchmessers kolloidaler Partikel [154]. Das Messprinzip beruht auf der
Brownschen Molekularbewegung, der Warmebewegung der untersuchten Partikel in
Flissigkeiten (Tyndall-Effekt). Die Messungen wurden bei RT und einem Winkel von 173°
durchgefiuhrt. Die Nanopartikel wurden dafir in destilliertem Wasser verdiinnt (1:400). Proben
mit einem PDI > 0,1 wurden nicht verwendet, da bei diesen nicht mehr von einer monomodalen
Verteilung ausgegangen werden kann.

Die Messung der Oberflachenladung (Zetapotenzial) ist eine gebrauchliche Methode zur
Bestimmung der Stabilitdt einer Suspension, bestehend aus elektrostatisch stabilisierten
Nanopartikeln. Dabei wird das elektrische Potenzial an der Grenzflache einer festen und einer
flissigen Phase analysiert (in erster Naherung an eine Helmholtz-Doppelschicht). Zur
Bestimmung des Zetapotenzials wurde die Probe in eine Kapillarkiivette Gberfihrt und bei RT

und 140 V mittels Laser-Doppler-Mikroelektrophorese (Zetasizer Nano ZS) gemessen.

Degradierung der Disulfidbriicken mittels Glutathion

Zur Analyse der Degradierung Disulfid-stabilisierter HSA-NP in Gegenwart von reduzierenden
Reagenzien wurde die Tribung der Nanopartikelsuspension gemessen. Nach der
DIN EN 27027 wird die Tribung einer Flissigkeit als die Verringerung derer Durchsichtigkeit
angesehen und durch die Gegenwart ungeloster Substanzen verursacht [155]. In der
Nanopartikelsuspension fiihren die Partikel zur Tribung und dementsprechend zeigt sich eine
Degradierung der Nanopartikel in einer reduzierten Tribung.

Die D-gv-NP (5 mg) wurden in Glutathionlésung (0,1 M in dH>O) aufgenommen und bei 37 °C
und 750 rpm im Thermomixer inkubiert. Nach 1 h, 2 h und 3 h wurden jeweils 100 pl Proben
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entnommen und im Photometer bei der Wellenlange 690 nm gemessen. Die Wellenlange
wurde so gewahlt, dass sie aul3erhalb des Bereiches liegt, in der die HSA-NP Licht absorbieren
kénnen. Zur Kontrolle wurden D-qv-NP in Wasser inkubiert (Negativkontrolle) und parallel
100 % Glutaraldehyd-quervernetzte HSA-Nanopartikel mitgefuhrt. Nach Abzug der
Absorptionswerte des destillierten Wassers wurden die Messergebnisse fur die jeweiligen
Proben als statistische Mittelwerte bestimmt. Die Reduktion der Triibung der Proben wird als

relativer Wert im Verhaltnis zum Zeitpunkt 0 h (100 %) angegeben.

Isolierung inkorporierter Plasmid-DNA aus HSA-Nanopartikeln

Zur Uberpriufung der Funktionalitat der in HSA-NP inkorporierten Plasmid-DNA wurde diese
mittels DNeasy® Blood & Tissue Kit aus den Nanopartikeln isoliert. Dazu wurden 1 mg der
Nanopartikel mit PBS auf ein Endvolumen von 200 pl gebracht und fur 5-15 min mit 20-60 pl
Proteinase K inkubiert. Je héher der Glutaraldehyd-Quervernetzungsgrad war, desto langer
bzw. mit mehr Proteinase K mussten die Nanopartikel zur Degradierung inkubiert werden. Die
Degradierung wurde anhand einer reduzierten Tribung der Nanopartikelsuspension sichtbar.
Die aufgeklarte Losung wurde nach Anleitung des Herstellers weiter behandelt und Uber
Anionen-Austausch-Saulen aufgereinigt. Die isolierte Plasmid-DNA wurde in destilliertes
Wasser aufgenommen und die Reinheit (260/280 nm; 260/230 nm) photo-metrisch bestimmit.
Zur Analyse der Funktionalitéat, wurden HEK293T-Zellen mittels FuGene® HD (Methode

2.2.4.2) mit der isolierten Plasmid-DNA transfiziert.
2.2.3.5 Zytotoxizitatsanalyse der HSA-Nanopartikel

Zur Bestimmung der Zytotoxizitdat der HSA-NP sowie Standardtransfektionsmethoden
(Calciumphosphat, FuGene® HD und Lipofectamine®2000) wurde die Stoffwechselaktivitat
mit dem Tetrazoliumsalz WST-1 bestimmt. Als MaR fur die Zellproliferation wurde der Einbau
des Basenanalogons 5-Bromo-2‘-desoxyuridin (BrdU) untersucht. Die Durchfihrung der
Zytotoxizitats-Analysen verlief nach DIN EN ISO 10993-5:2009 [156]. Dazu wurden 24 h vor
der Behandlung MrC-5-Fibroblasten mit 4,5x10* Zellen pro cm? ausgesat. In den
Negativkontrollen wurde das Kultivierungsmedium gewechselt. Die NP-Proben wurden mit
50 pug/cm? DS-NP, Tat-modifizierten H-qv-NP, Tat-modifizierten 20% GA-qv-NP oder RGD-
modifizierten  GA-qv-NP  inkubiert.  Alternativ.  wurden die Zellen mit den
Standardtransfektionsmethoden behandelt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit aquivalenten
Mengen Plasmid-DNA oder Loésemittel (Wasser) inkubiert wurden. Nach 24-stiindiger
Behandlung wurden die Proben nach Protokoll des Herstellers mit WST-1- bzw. BrdU-
Reagenz inkubiert. Die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes (WST-1) wurde alle 30 min fir
maximal 4 h mittels eines Photometers (TECAN infinite® F200; Absorption bei 450 nm;
Referenz: 690 nm) gemessen. Der Einbau des BrdU wurde ebenfalls im Photometer bei einer

Wellenlange von 450 nm (Referenzwellenlange: 690 nm) analysiert. Nach Abzug der



Material und Methoden

Leerwerte wurden die Messergebnisse fur die jeweiligen Proben als statistische Mittelwerte
bestimmt. Der Einfluss der Proben wird als relativer Wert im Verhéltnis zur negativen Referenz

(100 %) angegeben.

2.2.4 Funktionale Analyse der HSA-Nanopartikel

Zur Analyse der Interaktion oder Genexpression mittels Durchflusszytometrie wurden 7,5x10°
HEK293T, 1,5x10° BJ-Fibroblasten oder 1,0x10° hMSC in 24-Lochplatten ausgesat. Fr
Analysen mittels konfokalen Laserraster-Mikroskops (CLSM) wurden die Zellen auf
CultureSlides ausgesat. Diese wurden zuvor fur eine Stunde mit Fibronektion (3 pg/cm?)
beschichtetet, um ein verbessertes Anwachsen der Zellen zu gewéhrleisten.

Nach 24 h wurde das Kultivierungsmedium der Zellen gewechselt. Die Glutaraldehyd-
guervernetzten Nanopartikel (GA-qv-NP) und Hitze-quervernetzten Nanopartikel (H-qv-NP)
wurden nach der Herstellung lyophilisiert und bei 4 °C gelagert. Direkt vor der Inkubation
wurden sie mit aqua iniec. zu 10 mg/ml redispergiert und stichprobenartig GroRe und
Zetapotenzial der Nanopartikel kontrolliert. Die Disulfidbricken-stabilisierten Nanopartikel (D-

gv-NP) wurden direkt nach der Herstellung eingesetzt.
2.2.4.1 In-vitro-Charakterisierung der HSA-Nanopatrtikel

Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie bietet die Moglichkeit, Zellen bezlglich verschiedener
Charakteristika oder gebundener Fluoreszenzfarbstoffe zu detektieren. Verschiedene
Zellpopulationen kénnen anhand ihrer ZellgroRe und -granularitat unterschieden werden.
Fluoreszenzfarbstoffe werden mit einem Laser angeregt und das emittierte Licht auf
Detektoren gelenkt. Die Detektion dieses Fluoreszenzlichts wird in Bezug auf die Kontrolle als
ein quantitatives Signal gemessen.

Die Interaktion Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP (GA-qv-NP) mit Zellen wurde anhand
der griinen Autofluoreszenz dieser Nanopartikel fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Filter
Olympus FITC 467-498/513-556; IX71) und anschlieRend fir die durchflusszytometrische
Quantifizierung vorbereitet. Die H- und D-qv-NP wurden zur durchflusszytometrischen Analyse
mit PromoFluor488 bzw. PromoFluor633 markiert (Methode 2.2.2.5).

Zur Analyse mittels Durchflusszytometer wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
fur 3 min mit Trypsin/EDTA inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden in FACS-Stopp-Ldsung
aufgenommen, in FACS-Ro6hrchen dberfuhrt und fir 5min bei 1.500 rpm und 4 °C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die pelletierten Zellen wurden in FACS-FIX
resuspendiert und fir mindestens 30 min bei 4 °C inkubiert, bevor die Proben im
Durchflusszytometer gemessen wurden. In jeder Probe wurden 10.000 Zellen im
Fluoreszenzkanal FL-1 (488/530/30 nm) bzw. FL-4 (633/661/61 nm) analysiert. Die Rohdaten

wurden mit der Software CellQuest Pro ausgewertet. Dabei wurden unbehandelte Zellen als
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Hintergrund gesetzt und nur Signale oberhalb dieser Negativ-Population als positive

Ereignisse gewertet (Abb. 9).
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Abbildung 9: Darstellung einer beispielhaften Auswe rtung durchflusszytometrischer

Messungen. (A) Die Population (R1) wird durch die Messung der Grof3e (FSC) und Granularitat (SSC)
unbehandelter Zellen (ZK) bestimmt. Diese werden zudem als Hintergrund fur Fluoreszenzsignale
gesetzt (hier: Fluoreszenzkanal FL-1). Wurden die Zellen immunzytochemisch gefarbt, wird die
aquivalente Isotypenkontrolle als Hintergrund gesetzt. Bei Messung behandelter Zellen (Probe) werden
nur Ereignisse oberhalb des gesetzten Hintergrunds (R2) als positiv gewertet. (B) Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Messungen unterteilt in die Regionen R1 und R2 sowie die prozentuale
Anzahl gemessener Zellen in diesen Regionen (% Gated). Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) ist
ein MaR fir die Menge gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes pro Partikel bzw. Zelle. Die Zellen der hier
gezeigten Probe waren zu 88,46 % positiv im Fluoreszenzkanal FL-1 und hatten eine MFI von 126,48.

Konfokale Laserraster-Mikroskopie

Zur detaillierteren Analyse der Interaktion der HSA-NP mit Zellen wurden diese mittels
konfokaler Laserraster-Mikroskopie (CLSM) analysiert. Die zu analysierende Probe wird daftr
von einem Dauerstrichlaser punktweise abgerastert. Der Laser gleitet mittels beweglicher
Spiegel Uber das Praparat und ist in der Fokusebene maximal fokussiert. Die im Fokus
befindlichen Fluoreszenzmolekille emittieren Photonen, die Uber dasselbe Objektiv
eingefangen werden, bevor sie nach einem Strahlteiler und fokussierenden Linsen auf einen
Detektor treffen. Um sicher zu stellen, dass nur Signale der Fokusebene detektiert werden,
wird eine angepasste Lochblende dem Detektor vorausgesetzt. Das hier verwendete CLSM
ist mit einer Laserdiode (405 nm) und einem Weilllichtlaser ausgestattet. Der Weil3lichtlaser
lasst sich auf die exakte Anregungswellenlange der Fluorophore einstellen. Kam es zur
Uberlappung der Emissionsbereiche verschiedener Fluorophore, wurden diese sequentiell
detektiert. Die verwendeten Parameter zum Detektieren der Fluorophore sind in Tabelle 3

dargestellt.
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Tabelle 3: Verwendete Fluorophore und deren Anregungswellenldnge und Detektionsbereich zur
konfokalen Laserraster-Mikroskopie.

Fluorphor Anregung (nm) Detektion (nm)
CellTracker™blue 405 412-459

Alexa Fluor 350 405 412-459

Alexa Fluor 488 490 497-549

Alexa Fluor 555 560 580-648
HSA-Autofluoreszenz 488/635 503-579/665-769

Zur Analyse der Zellen mittels CLSM wurde nach 48- bzw. 72-stundiger NP-Inkubation das
Zytoplasma der Zellen nach Hersteller-Protokoll mit CellTracker™blue gefarbt. Die Zellen
wurden anschlieRend mit PBS gewaschen und mit Paraformaldehyd (1 %; 3 min) fixiert. Die
Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen, die Kammer der CultureSlides entfernt und der
Objekttrager unter der Sterilbank fir maximal 1 h im Dunkeln trocknen gelassen. Die Proben
wurden mit VECTASHIELD® HardSet™-Mounting-Medium (+ DAPI) eingedeckelt und tber
Nacht bei 4 °C getrocknet. Nach 24 h wurden die Objekttrager mit Nagellack versiegelt und
mittels CLSM analysiert.

Immunzytochemische Féarbung

Zur Ko-Lokalisierung der HSA-Nanopartikel mit den Lysosomen, wurden die Zellen nach 48-
bzw. 72-stiindiger Nanopartikel-Inkubation mit dem spezifisch gegen das Lysosomal
Assoziierte Membranprotein-1 (LAMP-1) gerichteten monoklonalen Antikorper gefarbt. Dazu
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fir 4 min mit eiskaltem Methanol fixiert. Die Zellen
wurden erneut mit PBS gewaschen und fur 1 h mit der Perm-/Blocklésung (1% BSA, 0,02%
Tween20 in PBS) inkubiert. Der anti-LAMP-1-Antikdrper (0,1 mg/ml) wurde 1:200 in Perm-
Blocklésung verdinnt und fur 1 h bei RT mit den Zellen inkubiert. Nach Waschen mit PBS
wurde der Sekundar-Antikorper Anti-Mouse Alexa Fluor 488 1:400 in Perm-/Block-l6sung
verdinnt und fur 45 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit PBS
gewaschen, die Kammer der CultureSlides entfernt und der Objekttrager unter der Sterilbank
fur maximal 1 h im Dunkeln getrocknet. Die Proben wurden mit VECTASHIELD® HardSet™-
Mounting-Medium (+ DAPI) eingedeckelt und tber Nacht bei 4 °C trocknen gelassen. Nach

24 h wurden die Objekttrager mit Nagellack versiegelt und mittels CLSM analysiert.
2.2.4.2 Analyse der Genexpression

Zur Analyse der Genexpressionsrate wurden die HSA-NP in unterschiedlichen Medien mit den
Zellen inkubiert. Die Zellen wurden entweder mit Kultivierungsmedium bzw. OptiMEM® mit
oder ohne Chloroquin-Zusatz (0,1 mM fur HEK293T-Zellen, 25 puM fir BJ-Fibroblasten und
hMSC) inkubiert. Nach 24 h wurde das Inkubationsmedium durch Kultivierungsmedium ersetzt
und die Zellen fur 48 h weiter kultiviert. Die Transfektionseffizienz der HSA-NP, die das

peGFP-N1-Plasmid inkorporiert hatten, wurde anhand der Expression des Reportergens
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enhanced grin fluoreszierendes Protein (eGFP) fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Filter
488/520). Eine Differenzierung der eGFP-Expression von der Autofluoreszenz der
Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP ist durch die zusatzliche Analyse des roten
Fluoreszenzkanals madglich. Wahrend die Emission des eGFP auf den griinen
Fluoreszenzbereich beschrankt ist, hat die Autofluoreszenz der GA-gqv-NP auch
Emissionsmaxima im orangenen und roten Bereich. Zudem ist die eGFP-Expression
gleichmaRig uber alle Kompartimente der Zelle verteilt, wahrend die HSA-NP stets vesikular
im Zytoplasma angeordnet waren.

Die prozentuale Anzahl der Zellen, die das Reportergen eGFP exprimieren, wurde mittels
Durchflusszytometer quantifiziert. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fur 3 min
mit Trypsin/EDTA inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden in FACS-Stopp-L&sung
aufgenommen, in FACS-Ro6hrchen dberfuhrt und fir 5min bei 1.500 rpm und 4 °C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die pelletierten Zellen in FACS-FIX
resuspendiert und fir mindestens 30 min bei 4 °C inkubiert, bevor die Proben im
Durchflusszytometer analysiert wurden. In jeder Probe wurden 10.000 Zellen im
Fluoreszenzkanal FL-1 (488/520 nm) vermessen. Die Rohdaten wurden mit der Software
CellQuest Pro ausgewertet. Es wurde nur die Genexpressionsrate der Hitze- oder
Disulfidbriicken-quervernetzten HSA-NP mittels Durchflusszytometrie analysiert. Mittels
Durchflusszytometrie war keine Differenzierung der eGFP-Expression von der
Autofluoreszenz der Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP maoglich.

Die Genexpressionsrate der Zellen, die mit dem Plasmid pCMV-Luc transfiziert wurden, wurde
mittels Luciferase Assay quantifiziert. Das Plasmid pCMV-Luc codiert fur die firefly Luciferase,
welche mit Magnesium als Co-Substrat Luciferin zu dem biolumineszenten Oxyluciferin
umsetzt. Zudem entsteht linear zur Oxidation des Luciferins ein Lichtblitz, welcher mittels
Luminometer gemessen werden kann.

Zur Analyse der Luciferaseaktivitat wurde das Kit Luciferase Assay von Promega nach
Anleitung des Herstellers verwendet. Dazu wurden die Zellen nach 72-stindiger
Inkubationszeit mit PBS gewaschen und anschliel3end mit 100 pl Lysepuffer (1x) fur 15 min
inkubiert. Das Zelllysat wurde resuspendiert und in ReaktionsgefalRe Uberfuhrt. In eine 96-
Lochplatte wurden 10 pl Zelllysat vorgelegt (restliche Probe bei -20 °C gelagert). Nach Zugabe
von 50 pl Luciferase Assay Reagenz wurde sofort die Lumineszenz der Proben im
Luminometer (TECAN infinite® F200) gemessen. Nach Abzug der Negativkontrollen wurden

die Messergebnisse fir die jeweiligen Proben als statistische Mittelwerte bestimmt.
2.2.4.3 Modulatoren der Genexpressionsrate

Testung verschiedener Inkubationsmedien zur Erhéhung der Genexpressionsrate

Der Einfluss verschiedener Modulatoren auf den HSA-NP-vermittelten Gentransport wurde

mittels Transfektionsstudien ermittelt. Die Zellen wurden mit 50 pg/cm? der HSA-NP in 0,5 ml
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des jeweiligen Transfektionsmedium (Tabellen 4 und 5) inkubiert. Nach 24 h wurde dieses
durch frisches Kultivierungsmedium ersetzt und die Zellen fur 48 h weiter kultiviert. Die
Genexpressionsrate wurde, wie unter 2.2.4.2 beschrieben, qualitativ mittels Fluoreszenz-

mikroskopie analysiert bzw. mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.

Tabelle 4: Medien zur Studie des Einflusses von fotalem Kalberserum auf die Transfektionseffizienz
der HSA-NP

Medium Zusatz Sonstiges

OptiMEM® FKS (10 %)

OptiIMEM® BSA (5 mg/ml)

OptiIMEM® HSA (5 mg/ml)

DMEM Keine .Basalmedium*
DMEM FKS (10 %) ~Kultivierungsmedium*

Tabelle 5: Medien zur Studie des Einflusses von verschiedenen Modulatoren auf die Genexpression

Medium Zusatz Durchfiihrung
OptiIMEM® TNFa (15 ng/ml) 1-2 min vortexen
5 min inkubieren bei RT
OptiIMEM® IFNy (15 ng/ml) 1-2 min vortexen
5 min inkubieren bei RT
OptiMEM® Ca?* (2.5 mM) 1-2 min vortexen
30 min inkubieren bei RT
OptiIMEM® MPGa (2 pM) Durch Pipettieren mischen
30 min inkubieren bei RT
OptiIMEM® E5-Tat (2 pM) Durch Pipettieren mischen
30 min inkubieren bei RT

2.2.5 Transiente Transfektion mittels Standardtransfektio nsreagenzien

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80 % transfiziert. Die beschriebenen Anséatze
beziehen sich auf eine Transfektion von Zellen im 24-Lochplatten-Format. Die Transfektions-
effizienzen der verschiedenen Reagenzien wurden nach 24 h, 48 h und 72 h erst qualitativ
mittels Fluoreszenzmikroskopie und anschlieBend quantitativ mittels Durchflusszytometrie

bestimmt.
2.2.5.1 Calcium-Phosphat (ProFection® Mammalian Transfection System)

Grundlage der Calcium-Phosphat-Transfektion ist das Mischen der DNA mit CaCl,. Dadurch
bildet sich ein Préazipitat, welches die Zellmembran bindet und mittels Endozytose internalisert
wird [157]. Die Methode der Calcium-Phosphat-Transfektion wurde erstmals von Graham [158]
beschrieben und seitdem stetig weiter entwickelt [159].

Zur Transfektion wurde ProFection® verwendet, welches auf einer Calcium-Phosphat-
vermittelten Transfektion basiert. Dazu wurden 2 pg (hier 0,5 pg/ul) der Plasmid-DNA mit
17,6 pl H20O und 2,4 pl Calcium-Phosphatpuffer gemischt (Ansatz 1). In eine sterile Kavitat
einer 24-Lochplatte wurde 24 ul HEPES-Puffer vorgelegt und mittels Pipettierhilfe und
aufgesetzter Aspirationspipette gleichmafRiig ,blubbern” gelassen. Wahrend dessen wurde

Ansatz 1 zu getropft, kurz weiter ,geblubbert’ und anschlieend fur 30 min bei RT inkubiert.
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Das Kultivierungsmedium der Zellen wurde gewechselt, bevor diese mit 48 pl des

Calciumprazipitats behandelt wurden.
2.2.5.2 FuGene® HD (auch fur Plasmid-Funktionalitat genutzt)

FuGene® HD ist ein nicht-liposomales Transfektionsreagenz, dessen genaue Formulierung
oder Wirkmechanismus unbekannt sind. Aufgrund der hohen Effizienz ist es dennoch ein weit
verbreitetes Transfektionsreagenz, das standardmafig fir die In-vitro-Transfektion von
Plasmid-DNA verwendet wird.

Zur Transfektion wurde 1 pg Plasmid-DNA mit 4 pl FuGene® HD-Reagenz in 50 pl
Basalmedium gemischt und 10 min inkubiert. W&hrend der Inkubationszeit wurde das
Kultivierungsmedium der Zellen gewechselt und anschlieend langsam die

Transfektionslésung auf die Zellen tropfen gelassen.
2.2.5.3 Lipofectamine®2000

Das Transfektionsreagenz Lipofectamine®2000 beruht auf dem Prinzip der Lipofektion:
Kationische Lipidmolekile, die sich in wéassriger Losung spontan zu vesikuldren Strukturen
(Liposomen) formieren, binden durch elektrostatische Wechselwirkung an die negativ
geladenen Phosphatgruppen der DNA. Dadurch werden Lipid-DNA-Komplexe (sog.
Lipoplexe) gebildet, die von der Zelle internalisiert werden.

Zur Transfektion wurden zwei Ansatze parallel vorbereitet. Fir den ersten Ansatz wurde 1 ug
Plasmid-DNA in 50 ul Basalmedium verdinnt, fur den zweiten 4 pl Lipofectamine®2000-
Reagenz in 50 pul Basalmedium. AnschlieBend wurden beide Anséatze gemischt, 5 min
inkubiert und tropfchenweise auf Zellen, bei denen zuvor das Kultivierungsmedium gewechselt

wurde, pipettiert.

2.2.6 Quenchen extrazellularer Fluoreszenzsignale mittels Trypanblau

Trypanblau ist ein polyanionischer Vitalitdtsfarbstoff, der in tote Zellen eindringen, nicht aber
die intakte Zellmembran tGberwinden kann. Dadurch farben sich tote Zellen dunkelblau und
kénnen von vitalen Zellen differenziert werden. Diese Eigenschaft des Trypanblau, zusammen
mit der Tatsache, dass es die Fluoreszenz von FITC quenchen kann, hat man sich in
Phagozytose-Assays zunutze gemacht. FITC-Molekile, die bereits phagozytiert sind, kbnnen
mittels Trypanblau nicht gequecht werden, im Gegensatz zu Fluorochromen, die sich
auRRerhalb der Zelle befinden. Damit ist die Differenzierung zwischen Zellen, die FITC-
Molektle phagozytiert haben, von welchen, die die Moleklle nur gebunden haben, mdglich.

Da mit den gangigen Detektionsmethoden nicht eindeutig zwischen gebundenen und
internalisierten Nanopartikeln differenziert werden kann, sollte das Trypanblau-Quenchen auf
diese Anwendung Ubertragen werden. Konkret sollte untersucht werden, ob Trypanblau die

Herstellungs-bedingte griine Autofluoreszenz der Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP
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(GA-gv-NP) quencht und zur eindeutigen zelluldaren Lokalisierung der GA-qv-NP einsetzbar

ist.
2.2.6.1 Fluoreszenzmikroskopische Analyse Trypanblau-behandelter Zellen

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden mit 1,5x10* Zellen/cm? 24 h vor der
Nanopartikelinkubation ausgesét. Nach 24 h wurden die Zellen mit Kultivierungsmedium
gewaschen und mit 50 pg/cm? bzw. 100 pg/cm? 100 % GA-qv-NP inkubiert. Nach einer 48-
stundigen Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen, das Zytoplasma der Zellen mit
CellTracker™blue nach Hersteller-Protokoll gefarbt und anschlieBend die Zellen mit
Paraformaldehyd (1 %) fur 3 min fixiert. Die Proben wurden zuerst in PBS mittels konfokalem
CLSM analysiert (CellTracker™blue/HSA-Autofluoreszenz). AnschlieBend wurde das PBS
abgenommen, durch Trypanblau (100 uM) ersetzt und erneut die grine Autofluoreszenz der
GA-gv-NP dokumentiert. Zur Verifizierung der Methode wurden Zellen wie bereits beschrieben
ausgesat und mit GA-qv-NP inkubiert (Abb. 10). Nachdem die Zellen mit PBS gewaschen
wurden, wurden sie fir 3 min mit eiskaltem Methanol fixiert und gleichzeitig permeabilisiert.
Die Proben wurden wieder zuerst in PBS und anschliel3end in Trypanblau mit einem CLSM

dokumentiert.
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Abbildung 10: Etablierung von Trypanblau als Quench er Glutaraldeyhd-quervernetzter HSA-

NP. Zellen werden mit HSA-NP inkubiert, welche anhand ihrer Glutaraldehyd-vermittelten griinen
Autofluoreszenz detektiert werden konnen. Durch die Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie kann
nicht zwischen Zellen differenziert werden, die die HSA-NP gebunden und/oder internalisert haben
(oben links). Trypanblau quencht die extrazellularen Fluoreszenzsignale, ohne die intrazellularen zu
beeintrachtigen (oben rechts). Permeabilisierung der Zellen mit Methanol beeintrachtigt nicht die
Autofluoreszenz der HSA-NP (unten links), aber macht die Zellmembran durchlassig fir Trypanblau.
Folglich werden sowohl extra- als auch intrazellulare Fluoreszenzsignale geldscht (unten rechts).

2.2.6.2 Durchflusszytometrische Analyse Trypanblau-behandelter Zellen

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden mit 1,5x10* Zellen/cm? 24 h vor der
Nanopartikelinkubation ausgeséat. Nach 24 h wurden die Zellen mit Kultivierungsmedium
gewaschen und mit 50 pg/cm? bzw. 100 pg/cm? 100 % GA-qv-NP inkubiert. Nach einer 24-
stiindigen Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen, abtrypsiniert und fur 5 min bei
1500 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 200 pl PBS resuspendiert, bevor
10.000 Zellen pro Probe im Fluoreszenzkanal FL-1 (488/530/30 nm) durchflusszytometrisch
bestimmt wurden. Anschlielend wurde Trypanblaulésung (100 uM) in die Proben pipettiert,
gevortext und erneut 10.000 Zellen analysiert. Zur Verifizierung des Quenchens wurden mit
GA-qv-NP-inkubierte Zellen nach Anleitung des Herstellers mit dem Cytofix/Cytoperm-Kit
permeabilisiert. Dafur wurden die Zellen nach der Zentrifugation in 250 pl Cytofix/Cytoperm-
Kit-Losung resuspendiert und fur 20 min bei 4 °C inkubiert. Zu jeder Probe wurde 1 ml
Perm/Wash-Puffer (1x, mit dH,O verdiinnt) gegeben, die Zellen fir 5 min bei 1500 rpm und
4 °C abzentrifugiert und in 200 ul PBS aufgenommen. Die Rohdaten der Durchfluss-
zytometer-Analyse wurden mit der Software CellQuest Pro ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung HSA-basierender Gentransfersysteme

Das Ziel der Arbeit war die Entwicklung HSA-basierender Gentransfersysteme, als nicht-virale
Alternative fur die Gen- und Zelltherapie. HSA-basierende Nanopartikel (HSA-NP) wurden
bereits mehrfach erfolgreich zum Wirkstofftransport eingesetzt [144, 160] und zeichnen sich
besonders durch ihre Biokompatibilitat aus [161]. Es ist bekannt, dass die Transfektion von
Primar- und Stammezellen ineffizienter als die von Zelllinien ist. Daher sollten Glutaraldehyd,
Hitze und Disulfidbriicken als unterschiedliche Quervernetzungs-methoden der HSA-NP sowie
verschiedene Liganden-Modifikationen getestet und evaluiert werden. Die schrittweisen
Anderungen der Nanopartikelformulierung wurden mittels Effizienz-Testungen in HEK293T-
Zellen untersucht. Abschliel3end sollte der potentielle Einsatz der entwickelten HSA-NP in der
Gen- und Zelltherapie mittels Transfektionsstudien in Primar- und Stammzellen evaluiert

werden.

3.1.1 Physikochemische Charakterisierung der HSA-Nanopart ikel

Im Laufe der Arbeit wurden verschiedene HSA-basierende Gentransfersysteme entwickelt und
getestet, um eine effiziente und biokompatible nicht-virale Alternative fur die Gen- und
Zelltherapie etablieren zu kdnnen. Neben unterschiedlichen Quervernetzungsmethoden,
wurden auch verschiedene Glutaraldehyd-Quervernetzungsgrade und Liganden-
Modifikationen untersucht. Vor dem Einsatz in der Zellkultur wurden die GréRe und das
Zetapotential der HSA-NP bestimmt.

Die Herstellung, Liganden-Modifizierung und physikochemische Charakterisierung der
Glutaraldehyd- und Hitze-quervernetzten HSA-NP (GA-qv-NP bzw. H-qv-NP) wurde am
Institut fir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie der Universitat Minster von
Jennifer Look durchgefinhrt.

Exemplarisch fir die verwendeten HSA-NP die physikochemische Charakterisierung der
RGD- und Tat-modifizierten 20 % bzw. 100 % GA-qv-NP gezeigt (Tab. 6). Zur Kontrolle des
RGD-Liganden wurden HSA-NP mit RAD-Peptiden modifiziert und PEGylierte HSA-NP
dienten der Kontrolle Tat-modifizierter HSA-NP. Durchschnittlich waren die Liganden-
modifizierten GA-qv-NP zwischen 187,0 nm (+ 14,2) und 249,5 nm (x 27,2) grof und hatten
ein Zetapotential von -32,3 mV (x 7,1) bis -45,6 mV (x 1,2). Dabei waren 100 % GA-qv-NP
circa 50 nm kleiner als 20 % GA-gv-NP.
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Tabelle 6: Physikochemische Charakterisierung Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP. Die HSA-
NP wurden beziglich ihrer Gré3e und ihrem Zetapotential im Zetasizer vermessen. Die Herstellung
und Charakterisierung der HSA-NP wurde von Jennifer Look am Institut fir Pharmazeutische
Technologie und Biopharmazie der Universitat Minster durchgefiihrt.
(Mittelwert + Standardabweichung; n=3)

NP-Formulierung 20 % GA-quervernetzt 100 % GA-quervernetzt
Modifizierung RAD RGD PEG Tat RAD RGD PEG Tat
Partikelgrofze [nm] 249,5 2472 241,8 2229 190,5 187,0 191,4 196,7
(MW + SD) +27,2 +235 +11,4 +12,3 +14,0 +14,2 +22,0 +17,1
Zetapotential [mV] -36,4 -32,3 -34,3 -42.3 -45,9 -40,3 -37,7 -45,6
(MW + SD) +8,2 7,1 +6,0 +2,2 +6,2 +8,0 +6,3 +1,2

3.1.2 In-vitro -Charakterisierung Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-  Nanopatrtikel

Die Plasmid-DNA wurde zum Schutz vor Nukleasen in die HSA-Nanopartikel-Matrix
inkorporiert. Zur Stabilisierung dieser Plasmid-beladenen Nanopartikel mussten diese
guervernetzt werden. Der gebrauchlichste Quervernetzer von HSA-NP ist Glutaraldehyd,
wobei je nach Anwendung ein Quervernetzungsgrad zwischen 40 %-100 % eingestellt werden
kann [133]. Der prozentuale Wert bezieht sich dabei auf die Abséattigung der theoretisch
vorhanden primaren Aminogruppen des HSA mit Glutaraldehyd. Der optimale
Quervernetzungsgrad von HSA-NP zum Gentransport war nicht bekannt, daher sollte dieser
durch Testung unterschiedlich Glutaraldehyd-quervernetzter Nanopartikel (GA-qv-NP)
ermittelt werden.

Die Plasmid-DNA wurde erfolgreich in die unterschiedlich Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-
NP inkorporiert [152]. Vor der In-vitro-Charakterisierung der Plasmid-beladenen GA-qv-NP
sollte die Funktionalitat der inkorporierten Plasmid-DNA nach der Nanopartikel-Herstellung
untersucht werden. Dazu wurde die inkorporierte Plasmid-DNA aus 40 %, 60 % und 100 %
GA-gv-NP isoliert und HEK293T-Zellen mittels FuGene® HD mit den isolierten Plasmiden
transfiziert. Die Transfektionseffizienz war im Vergleich zur unbehandelten Plasmidkontrolle
fur die Plasmide, die aus 100 % GA-qv-NP isoliert wurden, um circa 10 % reduziert, aber nicht
fur Plasmide der 40 % und 60 % GA-qv-NP (Abb. 11). Damit wurde ein herstellungsbedingter
Funktionsverlust der Plasmid-DNA ausgeschlossen.

Die GA-qv-NP wurden daher folgend beziglich ihrer Bindung, Aufnahme und
Transfektionseffizienz in den Zellen getestet. GA-qv-NP haben eine herstellungsbedingte
Autofluoreszenz, was das direkte Detektieren von Zellen, die Nanopartikel gebunden oder
internalisiert haben, mit Fluoreszenz-basierten Methoden ermdglicht. Die
Transfektionseffizienz konnte durch das Inkorporieren des Plasmides peGFP-N1, welches fir
ein grin fluoreszierendes Protein (eGFP, enhanced green fluorescent protein) codiert,

analysiert werden.
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Abbildung 11: Funktionalitat der Plasmid-DNA nach | solierung aus Glutaraldehyd-querver-
netzten HSA-NP. Die Plasmide wurden mittels DNeasy Blood & Tissue Kit aus 40 %, 60 % und
100 % GA-qv-NP isoliert. Mittels FuGene® HD-Transfektion wurden HEK-293T-Zellen mit den
isolierten Plasmiden (P1-40%, PI-60%, P1-100%) sowie mit zuvor nicht inkorporierten Plasmiden (PK-
FG) transfiziert. Die Genexpressionsrate der Zellen wurde nach 24 h durchflusszytometrisch
bestimmt. Dargestellt ist die prozentuale Anzahl grin fluoreszierender Zellen als statistischer
Mittelwert mit Standardabweichung (n = 3).

3.1.2.1 Unmodifizierte Glutaraldehyd-quervernetzte HSA-Nanopartikel

Interaktion unmodifizierter Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP mit Zellen

Damit Nanopartikel internalisiert werden konnen und intrazellular an ihren Wirkungsort
gelangen, muissen sie zuerst mit der Zelle interagieren und an die Zellmembran binden. Die
Interaktion der HSA-NP mit Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die ersten
Nanopartikelformulierungen, die getestet wurden, bestanden aus einer mit Plasmid-DNA
beladenen HSA-Matrix, die unterschiedlich stark (40 %, 60 %, 100 %) mit Glutaraldehyd
guervernetzt wurde. Zur Analyse wurden hMSC mit unterschiedlichen Konzentrationen (0, 25,
50, 100, 200 pg/cm?) dieser GA-gv-NP fiur 24 h inkubiert. Die 40 % GA-qv-NP zeigten eine
geringe konzentrationsabhangige Interaktion mit hMSC, 60 % und 100 % GA-qv-NP dagegen
kaum (Abb. 12 A). Einen gréReren Einfluss hatte die Glutaraldehyd-Quervernetzung: 40 %
GA-gv-NP interagierten mit maximal 15,7 % (£ 0,9) der Zellen und 100 % GA-qv-NP mit
maximal 69,6 % (£ 1,0) der hMSC. Zur Untersuchung, inwiefern die niedrige Interaktion der
40 % GA-qv-NP mit der eventuell geringeren Autofluoreszenz niedrig Glutaraldehyd-
quervernetzter Nanopartikel zusammenhangt, wurden 40 % und 100 % GA-qv-NP zusétzlich
mit PromoFluor633 (PF633) markiert. Ergebnisse der Durchflusszytometrie-Analysen zeigten,
dass die mittlere Fluoreszenzintensitét der Interaktion 40 % GA-qv-PF633-NP mit hMSC um
circa ein Funftel geringer im Vergleich zu 100 % GA-qv-PF633-NP (Abb. Anhang 1). Dies
zeigt, dass der Grad der Glutaraldehyd-Quervernetzung Einfluss auf die Interaktion der HSA-
NP mit Zellen hat.
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Abbildung 12: Einfluss der Konzentration und Inkuba tionszeit auf die Interaktion
Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-Nanopartikel mit h  MSC. (A) Inkubation der hMSC mit
unterschiedlichen Mengen an 40 %, 60 % und 100 % GA-qv-NP. Die GA-qv-NP wurden anhand ihrer
grinen Autofluoreszenz detektiert. Durchflusszytometrische Analyse der hMSC nach 24 h. (B)
Inkubation der hMSC mit 50 pg/cm? an 40 %, 60 % und 100 % GA-qv-NP. Durchflusszytometrische
Analyse zu unterschiedlichen Zeitpunkten zwischen 1 h und 72 h. Die Werte sind dargestellt als
statistischer Mittelwert mit Standardabweichung (n = 3). (C) CLSM-Analyse von hMSC, die fiir 24 h
oder 72 h mit 50 pg/cm? der 40 %, 60 % und 100 % GA-qv-NP inkubiert wurden. Die Zellen wurden
mit CellTracker™blue geféarbt (blau). Die Autofluoreszenz der HSA-NP ist grin dargestellt. Die
Messbalken entsprechen 25 um.

Da die Interaktion von Nanopartikeln mit Zellen zeitabhangig sein kann, wurden hMSC fir 1 h,
4h, 7h, 16h, 24h, 48h und 72h mit 50 pg/cm? der unterschiedlich Glutaraldehyd-
qguervernetzten HSA-NP inkubiert. Wieder zeigte der Grad der Glutaraldehyd-Quervernetzung

einen grofRen Einfluss auf die Interaktion der Nanopartikel mit hMSC (Abb. 12 B). Zudem
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wurde fur 40 %, 60 % und 100 % GA-qv-NP eine stetige Steigerung der Interaktion mit
steigender Inkubationszeit festgestellt. Die grof3te Interaktion (89,2 % (+ 1,4) der Zellen)
erreichten somit 100 % GA-qv-NP nach 72 h.

Mittels durchflusszytometrischen Messungen kann nicht differenziert werden, ob die
Nanopartikel an die Zellmembran binden oder von den Zellen aufgenommen wurden. Zur
detaillierteren Untersuchung der Nanopartikel-Zell-Interaktion wurden daher CLSM-Analysen
durchgefiihrt. Hierzu wurden hMSC fur 24 h und 72 h mit 50 pg/cm? der unterschiedlich
Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP inkubiert. 40 % GA-qv-NP zeigten nach 24 h und 72 h
grol3e zellunabhangige Nanopartikel-Agglomerate und nur wenige Nanopartikel konnten
zellassoziiert lokalisiert werden (Abb. 12 C). Auch nach 72-stiindiger Inkubation mit 60 % GA-
gv-NP konnten nur wenig zellassoziierte Nanopartikel detektiert werden. Dagegen zeigten
einige der analysierten hMSC, die mit 100 % GA-qv-NP inkubiert wurden, perinukleér
angeordnete Nanopartikelsignale. Dies deutet auf eine zytoplasmatische Verteilung und damit
Internalisierung der Nanopartikel hin.

Die unterschiedlich Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP zeigten auch nach einwdchiger
Inkubation keine detektierbare Expression des Reportergens eGFP, welches auf dem
inkorporierten Plasmid peGFP-N1 codiert ist. Neben hMSC wurden, bezuglich ihrer eGFP-
Expression nach Behandlung mit HSA-NP, auch BJ-Fibroblasten analysiert, die mittels HSA-
NP zu iPS reprogrammiert werden sollten, sowie HEK293T-Zellen, die als gut transfizierbare
Zellen in der Literatur beschrieben sind und als Positivkontrolle in Transfektionsversuchen

dienten.

Expressions-Analyse von Oberflachenrezeptoren

Die Transfektionsstudien der unmodifizierten GA-qv-NP zeigten, dass diese nicht zu einem
erfolgreichen Gentransport fuhrten. Potentielle Hirden im Gentransport der HSA-NP kdnnen
geringe Internalisierungs- oder Plasmidfreisetzungsraten sein. Beide Engstellen sollten daher
im Folgenden untersucht und Losungsmaoglichkeiten identifiziert werden.

Um die Internalisierung der HSA-NP zu erh6hen, konnen diese mit Liganden zur
zielgerichteten Rezeptor-vermittelten Aufnahme modifiziert werden [162]. Entscheidend bei
der Rezeptorauswahl zum Gentransfer war, dass der komplette Rezeptor-Ligand-Komplex von
der Zelle internalisiert wird und keine Signalkaskaden aktiviert werden, die z.B. die
Proliferation oder das Differenzierungsverhalten der Zellen beeinflussen. Als Kandidaten
kamen daher verschiedene Wachstumsfaktorrezeptoren sowie Integrine in Frage, deren
Expression auf den unterschiedlichen Zelltypen (hMSC, BJ-Fibroblasten und HEK293T-
Zellen) durchflusszytometrisch untersucht wurde (Tab. 7). Der Epidermale Wachstumsfaktor-
Rezeptor 1 (EGFR1) wurde von 89,5 % (+ 8,7) bzw. 96,5 % (+ 1,8) der hMSC bzw. der BJ-
Fibroblasten exprimiert, dagegen nur von 53,0% (x 19,7) der HEK293T-Zellen. Die

Expression des Fibroblasten-Wachstumsfaktorrezeptors 2 (FGFR2) konnte auf keinem Zelltyp
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nachgewiesen werden, ebenso konnte auf HEK293T-Zellen keine Expression der a- oder B-
Untereinheiten des platelet derived growth factor-Rezeptor (PDGFR) detektiert werden.
Integrinrezeptoren sind Heterodimere, die sich aus einer a- und B-Untereinheit
zusammensetzen. Die Integrin-Untereinheit aV wurde von 61,8 % (+ 9,6) der HEK293T-Zellen
exprimiert, die Untereinheiten a5 und B1 von Uber 96,4 % der hMSC, BJ-Fibroblasten und
HEK293T-Zellen. Die Integrine aVB1 und a5B1 gehdren zu den Fibronektin-Rezeptoren und
binden, wie 20 weitere Integrine, eine spezifische Aminoséuresequenz ihrer Liganden: die
RGD (Arg-Gly-Asp)-Sequenz.

Tabelle 7: Analyse der Oberflachenrezeptoren-Expression zum effizienten Transport der HSA-NP.

Humane mesenchymale Stammzellen (hnMSC), BJ-Fibroblasten und HEK293T-Zellen wurden mit den
verschiedenen Antikérpern markiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die prozentuale Anzahl

an Zellen, die als positiv gemessen wurden, sind als statistische Mittelwerte (n = 3) dargestellt: (-)
unter 10 %, (+) 11-80 % und (++) Uber 80 %.

Rezeptor hMSC BJ-Fibroblasten HEK293T

EGFR | EGFR1 ++ ++ +
FGFR | FGFR2
PDGFR a + +

B ++ ++
Integ rin ab ++ ++ ++

av ++ ++ +

B1 ++ ++ ++

3.1.2.2 RGD-modifizierte Glutaraldehyd-qv HSA-Nanopartikel

Wie aus der Analyse der Oberflachenrezeptoren hervorging, exprimieren hMSC, BJ-
Fibroblasten und HEK293T-Zellen verschiedene Integrine, welche die RGD-Sequenz binden.
Daher wurden die GA-qv-NP zur Rezeptor-vermittelten Aufnahme mit RGD-Peptiden
modifiziert. Analog wurden die GA-qv-NP mit RAD-Peptiden modifiziert. Durch die Anderung
einer Aminosaure (Alanin statt Glycin) bindet das RAD-Peptid nicht die Integrin-Rezeptoren
und dient damit als Kontrolle fiir die spezifische Bindung RGD-modifizierter Nanopartikel.
Neben 100 % GA-gv-NP, die eine gute Interaktion mit den Zellen zeigten, wurden zusatzlich
20 % GA-qv-NP hergestellt und modifiziert. Die Reduzierung des Glutaraldehyds sollte die
intrazellularen Plasmidfreisetzung férdern. Dabei war 20 % der geringste Vernetzungsgrad mit

dem stabile HSA-NP herstellt werden konnten.

In-vitro-Charakterisierung der RGD-modifizierten Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP

Der Einfluss der RGD-Modifizierung auf die Interaktion der HSA-NP mit Zellen wurde im
Durchflusszytometer analysiert. Dazu wurden hMSC fir 24 h mit RGD-modifizierten 20 % und
100 % GA-gqv-NP inkubiert. RAD- und RGD-modifizierte 20 % GA-qv-NP zeigten kaum
detektierbare Interaktion mit den Zellen (Abb. 13 A). RAD-modifizierte 100 % GA-qv-NP
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zeigten eine geringe Interaktion mit maximal 16,6 % (+ 3,0) der hMSC (Abb. 13 B). Die
Modifizierung der 100 % GA-qv-NP mit RGD fuhrte dagegen zu einer Erh6hung der Interaktion
auf maximal 73,5 % (z 5,2).
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Abbildung 13: Interaktion RGD-modifizierter Glutara  ldehyd-quervernetzter HSA-NP mit hMSC.
(A) Inkubation der hMSC mit unterschiedlichen Konzentrationen RGD-modifizierter 20 % GA-qv-NP
(RGD 20 %) bzw. (B) RGD-modifizierter 100 % GA-qv-NP (RGD 100 %). Zur Kontrolle wurden RAD-
modifizierte GA-gqv-NP (RAD 20 %, RAD 100 %) mitgefuihrt. Die Interaktion wurde nach 24 h
durchflusszytometrisch untersucht. Die GA-qv-NP wurden anhand ihrer griinen Autofluoreszenz
detektiert. Die Werte stellen die prozentuale Anzahl griin fluoreszierender Zellen als statistischen
Mittelwert mit Standardabweichung dar (n = 3).

Die Untersuchungen der Aufnahme der RGD-modifizierten GA-qv-NP erfolgte mittels CLSM-
Analyse. Zellen, die mit RGD-modifizierten 100 % GA-gv-NP fiir 48 h inkubiert wurden, zeigten
eine perinukledre Akkumulation in fast allen analysierten Zellen (Abb.14). Das
Nanopartikelsignal war nicht gleichmaiig im Zytoplasma verteilt, sondern vesikular
angereichert. Die RAD-modifizierten Kontroll-Nanopartikel zeigten im Gegensatz dazu kaum
zellassoziiertes Nanopartikelsignal. Daraus lasst sich schlie3en, dass die Modifizierung der

GA-qv-NP mit dem RGD-Peptid in hMSC zu einer Integrin-vermittelten Aufnahme fuhrt.
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RAD-m. GA-qv NP RGD-m. GA-qv NP

Overlay

CellTracker™blue HSA-NP Overlay

RGD-m. GA-qv-NP

Abbildung 14: Aufnahme RGD-modifizierter Glutaralde  hyd-quervernetzter HSA-NP in hMSC.
CLSM-Analyse von hMSC die fur 48 h mit RGD-modifizierten 100 % GA-qv-NP inkubiert wurden. Die
Zellen wurden mit CellTracker™blue gefarbt (blau). Die Autofluoreszenz der HSA-NP ist grin
dargestellt. Obere Reihe: Darstellung der Overlay der Zellkontrolle (ZK), RAD-modifizierten GA-qv-
NP und RGD-modifizierter GA-qv-NP. Untere Reihe: VergréRerung der mit RGD-modifizierten GA-
gv-NP hMSC, aufgesplittet in die einzelnen Fluoreszenzen sowie als Overlay. Die Messbalken
entsprechen 25 um.

Der Einfluss der RGD-Modifizierung sollte auch fiir die weiteren Zelltypen, BJ-Fibroblasten und
HEK293T analysiert werden. Dazu wurden die Zellen fir 24 h mit RGD-modifizierten 20 % und
100 % GA-gv-NP inkubiert und durchflusszytometrisch untersucht. Die Bindung RGD-
modifizierter 20 % wie auch 100 % Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP an BJ-Fibroblasten
und HEK293T-Zellen war gering (<15 %) (Abb. 15). CLSM-Analysen bestétigten die geringe
Interaktion RGD-modifizierter GA-qv-NP mit BJ-Fibroblasten und HEK293T-Zellen (Daten

nicht gezeigt). Dies steht damit im Widerspruch zu den Ergebnissen der Rezeptorstudie,
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welche eine sehr gute Expression der Integrin-Untereinheiten auf diesen beiden Zelltypen

zeigte.
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Abbildung 15: Interaktion RGD-modifizierter Glutara

Fibroblasten und HEK293T-Zellen.
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Inkubation der BJ-Fibroblasten mit (A) RGD-modifizierten 20 %

GA-qv-NP (RGD 20 %) bzw. (B) RGD-modifizierten 100 % GA-qv-NP (RGD 100 %). Parallel wurden
HEK293T-Zellen mit (C) RGD-modifizierten 20 % GA-qv-NP bzw. (D) RGD-modifizierten 100 % GA-

qv-NP

inkubiert. Zur Kontrolle wurden aquivalent RAD-modifizierte GA-qv-NP (RAD 20 %,

RAD 100 %) mitgefiihrt. Die Interaktion wurde nach 24 h durchflusszytometrisch untersucht. Die GA-
gv-NP wurden anhand ihrer griinen Autofluoreszenz detektiert. Die Werte stellen die prozentuale
Anzahl grun fluoreszierender Zellen als statistischen Mittelwert mit Standardabweichung dar (n = 3).

Funktionale Analysen der RGD-modifizierten Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP

Werden Nanopartikel erfolgreich von der Zelle internalisiert und ins Zytoplasma transportiert,

kann die Plasmid-DNA aus der Nanopartikel-Matrix freigesetzt werden. Damit es zur

Expression der auf dem Plasmid codierten Gene kommen kann, muss die Plasmid-DNA

anschlieRend vom Zytoplasma in den Kern der Zelle gelangen. Anhand der Transfektionsrate

kann demnach beurteilt werden, wie effizient die Freisetzung und der Transport der
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inkorporierten Plasmid-DNA ist. Damit stellt die Transfektionseffizienz einen der wichtigsten
Parameter eines Gentransportsystems dar. Die Genexpression der HSA-NP wurde mittels
Expression des Reportegens eGFP nach 72 h analysiert.
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Abbildung 16: Genexpressionsrate RGD-modifizierter Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP
in HEK293T-Zellen. Inkubation der HEK293T-Zellen mit RGD-modifizierten 20 % bzw. 100 % GA-
gv-NP in Kultivierungsmedium (KM) mit und ohne 0,1 mM Chloroquin fiir 24 h. Zur Kontrolle wurden
aquivalent RAD-modifizierte GA-qv-NP, eine Plasmidkontrolle (PK) und eine Zellkontrolle (ZK)
mitgefihrt. Nach 72 h wurde die Expression des Reportergens eGFP fluoreszenzmikroskopisch
analysiert. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte der Dokumentation mittels Phasenkontrast und
FITC-Filter. Der Messbhalken entspricht 200 pm.
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HEK293T-Zellen, die mit RGD- oder RAD-modifizierten 100 % GA-gv-NP in Kultivierungs-
medium inkubiert wurden, zeigten keine Expression des Reportergens (Abb. 16, linke Spalte,
Mitte). Dagegen konnte in Proben, die mit RGD-modifizierten 20 % GA-qv-NP behandelt
wurden, vereinzelt eGFP exprimierende Zellen dokumentiert werden (Abb. 16, linke Spalte,
unten).

Um den Einfluss der RGD-Modifizierung auf den Gentransport verifizieren zu kénnen, sollte
die Transfektionsrate mittels Chloroquin, einem lysosomotropischen Reagenz, erhht werden
(Abb. 16, rechte Spalte). Nach der Chloroquin-Behandlung stieg die Anzahl eGFP-
exprimierender Zellen in der Plasmidkontrolle. Zellen, die mit RAD-modifizierten (20 % und
100 %) GA-gv-NP in chloroquinhaltigem Medium inkubiert wurden, zeigten kaum
Genexpression. Inkubation der RGD-modifizierten GA-qv-NP in chloroquinhaltigem Medium
erhdhte dagegen deutlich die Anzahl eGFP-exprimierender Zellen. Auffallig war zudem, dass
die Genexpressionsrate nach Inkubation mit 20 % GA-qv-NP deutlich héher als mit 100 % GA-
gv-NP war. Damit konnte die Kombination aus RGD-Maodifizierung mit geringer Glutaraldehyd-
Quervernetzung als bisher effektivste HSA-NP-Formulierung zum Gentransfer ermittelt
werden. Da die Anzahl positiver Zellen in der Plasmidkontrolle hdher als in den Nanopartikel-
behandelten Proben war, wurde die Nanopartikelformulierung auf Basis dieser Ergebnisse
weiterentwickelt.

Die erfolgreiche Steigerung der Transfektionsrate mittels Chloroquin deutete darauf hin, dass
die Nanopartikel im Lysosom angereichert werden. Dies sollte mittels Ko-Lokalisations-
Analyse in hMSC uberprift werden. Zur Markierung der Lysosomenmembran dienten
spezifische Antikorper, die gegen das lysosomal assoziierte Membranprotein-1 (LAMP-1)
gerichtet sind. Die CLSM-Analyse zeigte, dass sich nach 48-stuindiger Inkubationszeit die
Mehrheit der RGD-modifizierten 100 % GA-qv-NP in Lysosomen angereichert hatten, was
diese Anschwellen lie3 (Abb. 17). Damit konnten die zuvor beobachteten vesikuléaren
Strukturen der Zellen, die mit RGD-madifizierten Nanopartikel inkubiert wurden, als Lysosome

identifiziert werden, in denen sich GA-v-NP angereichert hatten.
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Anti-Lamp-1 Keine GA-qv-NP Overlay

Zellkontrolle

Anti-Lamp-1 GA-qv-NP Overlay

RGD-modifizierte 100 % GA-qv NP

Abbildung 17: Ko-Lokalisationsanalyse RGD-modifizie rter Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-

NP mit Lysosomen. Inkubation der hMSC mit RGD-modifizierten 100 % GA-qv-NP fur 48 h.
AnschlieBend immunzytochemische Farbung der Zellen mit anti-LAMP-1-Antikérper. Ko-
Lokalisations-analyse von GA-qv-NP anhand ihrer Autofluoreszenz (griin; GA-qv-NP) und LAMP-1
(rot; Anti-Lamp-1) mittels CLSM. Darstellung der einzelnen Fluoreszenzen sowie deren Overlay.
Obere Reihe: Zellkontrolle; mittlere Reihe: RGD-modifizierte 100 % GA-qv-NP; untere Reihe:
vergréRRerter Ausschnitt der RGD-modifizierte 100 % GA-qv-NP. Die Messbalken entsprechen 10 um.
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3.1.2.3 Tat-modifizierte Glutaraldehyd-quervernetzte HSA-Nanopartikel

Die Anreicherung von Nanopartikeln im Lysosom sollte vermieden werden, da es dort zur
Degradierung bzw. zum Funktionsverlust der inkorporierten Plasmid-DNA kommen kann. Eine
Alternative zur Modifizierung mit Rezeptor-spezifischen Liganden bieten zellpenetrierende
Peptide (CPP). Sie sind in der Lage durch Porenbildung oder Membraninsertion in die Zelle
zu gelangen [87] und umgehen damit die Endosom-Lysosom-Route der Clathrin-vermittelten
Endozytose. Daher sollten die GA-qv-NP mit dem CPP Tat (Transaktivator der Transkription)
modifiziert werden. Die Bindung des Tat-Peptides an die HSA-NP erfolgte, wie bei den RGD-
Peptiden auch, mittels bifunktionaler PEG-Linker. Als Kontrolle zur Tat-vermittelten
Internalisierung dienten PEGylierte GA-qv-NP ohne Liganden, da kein aquivalentes Mock-
Peptid fir Tat bekannt ist. Die physikochemischen Eigenschaften der Tat-modifizierten GA-qv-
NP anderten sich im Vergleich zu RGD-madifizierten GA-gv-NP nicht (Tab. 1).

In-vitro-Charakterisierung der Tat-modifizierten Glutaraldehyd-qguervernetzten HSA-NP

Die Interaktion der Tat-modifizierten GA-qv-NP mit unterschiedlichen Zelltypen wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Dazu wurden hMSC, BJ-Fibroblasten und HEK293T-Zellen
fur 24 h mit Tat-modifizierten 20 % oder 100 % GA-qv-NP inkubiert (Abb. 18). Tat-modifizierte
20 % GA-gqv-NP interagierten mit 47,9 % (+ 17,91) der HEK293T-Zellen, allerdings kaum mit
hMSC oder BJ-Fibroblasten. Dagegen interagierten Tat-modifizierte 100 % GA-gv-NP mit
mindestens 66,2 % (+9,2) bzw. 80,7 % (+ 6,2) der drei Zelltypen nach Inkubation mit 50 pg/cm?
bzw. 100 pg/cm? Nanopartikel. Im Vergleich fiihrte die Inkubation mit PEGylierten 100 %
Glutaraldehyd quervernetzten Kontroll-Nanopartikel bei maximal 11,6 % (+ 12,6) der Zellen zu
einer zellularen Interaktion.

Zur detaillierteren Analyse der Interaktion wurden hMSC, BJ-Fibroblasten und HEK293T-
Zellen mit Tat-modifizierten 100 % GA-qv-NP inkubiert und mittels CLSM untersucht (Abb. 19).
Nach 48 h waren in allen Zelltypen die Nanopartikel perinuklear detektierbar. Inkubation der
Tat-modifizierten GA-qv-NP mit BJ-Fibroblasten fuihrte zudem zu vielen Zell-unspezifischen
Nanopartikelsignalen. Der Vergleich mit PEGylierten GA-qv-NP zeigte, dass die Modifizierung
mit Tat erfolgreich die Interaktion und Internalisierung der HSA-NP mit bzw. in alle(n) drei

Zelltypen erhohte.
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Abbildung 18: Interaktion Tat-modifizierter Glutara
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Idehyd-quervernetzter HSA-NP mit Zellen.

Inkubation der hMSC mit Tat-modifizierten (A) 20 % GA-qv-NP (Tat 20 %) bzw. (B) 100 % GA-qv-NP
(Tat 100 %). Parallel wurden BJ-Fibroblasten mit Tat-modifizierten (C) 20 % GA-qv-NP bzw. (D) 100 %
GA-qv-NP und HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten (E) 20 % GA-qv-NP bzw. (F) 100 % GA-qv-NP
inkubiert. Zur Kontrolle wurden &quivalent PEGylierte GA-qv-NP (PEG 20 %, PEG 100 %) mitgeflhrt.
Die Interaktion wurde nach 24 h durchflusszytometrisch untersucht. Die GA-qv-NP wurden anhand ihrer
grinen Autofluoreszenz detektiert. Die Werte stellen die prozentuale Anzahl grin fluoreszierender
Zellen als statistischen Mittelwert mit Standardabweichung dar (n = 3).
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hMSC BJ-Fibroblasten HEK293T
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Abbildung 19: Aufnahme Tat-modifizierter Glutaralde hyd-quervernetzter HSA-NP in
verschiedene Zelltypen. CLSM-Analyse von hMSC, BJ-Fibroblasten und HEK293T-Zellen. Die
Zellen wurden fir 48 h mit PEGylierten oder Tat-modifizierten 100 % GA-qv-NP inkubiert und
anschlieBend mit CellTracker™blue gefarbt (blau). Die Autofluoreszenz der HSA-NP ist in grin
dargestellt. Der Messbalken entspricht 10 pm.

Funktionale Analysen der Tat-modifizierten Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP

Tat-modifizierte GA-qv-NP zeigten in Durchflusszytometrie- und CLSM-Analysen eine gute
Interaktion und Aufnahme mit den bzw. in die verschiedenen Zelltypen. Ihre Funktionalitat zum
Gentransfer wurde Uber Transfektionsstudien untersucht. Da bereits fur RGD-modifizierte GA-
gv-NP gezeigt wurde, dass ein niedrigerer Quervernetzungsgrad den Gentransport fordert,
wurden die HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten 20 % und 40 % GA-qv-NP in Kulturmedium
mit und ohne Chloroquin inkubiert. Zur Kontrolle wurden Zellen parallel mit PEGylierten GA-
gv-NP oder freier Plasmid-DNA behandelt. Eine groRe Anzahl der Zellen, die mit Tat-
modifizierten GA-qv-NP inkubiert wurden, zeigten nach 72 h Expression des Reportergens
eGFP (Abb. 20). Dabei fuhrt, wie bei RGD-maodifizierten GA-qv-NP, die Inkubation mit geringer
Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP zu mehr eGFP-exprimierenden Zellen als mit starker
guervernetzten. Zellen, die mit gering quervernetzten Tat-modifizierten GA-qv-NP inkubiert
wurden, exprimierten dabei auch in Kultivierungsmedium ohne Chloroquin das Reportergen
eGFP. Durch Zugabe von Chloroquin stieg wiederum erheblich die Genexpressionsrate der
Zellen, die mit Tat-modifizierten Nanopartikeln inkubiert wurden. Im Vergleich dazu zeigten
Zellen, die mit PEGylierten GA-qv-NP inkubiert wurden, kaum Genexpression und auch die

Plasmidkontrolle zeigte deutlich weniger eGFP-exprimierende Zellen.
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Abbildung 20: Genexpressionsrate Tat-modifizierter Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP in
HEK293T-Zellen. Inkubation der HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten 20 % bzw. 40 % GA-qv-NP
in Kultivierungsmedium (KM) mit und ohne 0,1 mM Chloroquin fir 24 h. Zur Kontrolle wurden
aquivalent PEGylierte GA-qv-NP, eine Plasmidkontrolle (PK) und eine Zellkontrolle (ZK) mitgefihrt.
Nach 72 h wurde die Expression des Reportergens eGFP fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Zur
Dokumentation wurde die extrazellulare HSA-Autofluoreszenz mittels Trypanblau gequencht.
Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte der Dokumentation mittels Phasenkontrast und FITC-
Filter. Der Messbalken entspricht 200 um.

Inkubation Tat-modifizierter GA-qv-NP in chloroquinhaltigem Medium steigerte die
Genexpressionsrate der Zellen. Daher wurde mittels Ko-Lokalisationsanalyse untersucht, ob

auch Tat-modifizierte GA-gv-NP von der Zelle im Lysosom eingelagert werden. CLSM-Studien
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zeigten, dass hach 48-stiindiger Inkubation der hMSC und HEK293T-Zellen mit Tat-
modifizierten 100 % GA-qv-NP Fluoreszenzsignale der Nanopartikel mit dem der Lysosome
ko-lokalisiert werden konnten (Abb. 21).

Die Tat-modifizierten GA-gv-NP waren verglichen mit RGD-maodifizierten GA-gqv-NP beziiglich
der Interaktion mit Zellen und im Gentransfer effektiver. Wie RGD-modifizierte GA-qv-NP auch,
akkumulierten die Tat-modifizierte GA-qv-NP im Lysosom, wodurch die Transfektionseffizienz

durch den Einsatz von Chloroquin in HEK293T-Zellen erheblich gesteigert werden konnte.

Ubersicht VergroRerung
Overlay Anti-Lamp-1 HSA-NP Overlay

hMSC

HEK293T

Abbildung 21: Ko-Lokalisationsanalyse Tat-modifizie rter Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-
NP. Inkubation der hMSC und HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten 100 % GA-qv-NP.
Immunzytochemische Farbung der Zellen mit Anti-LAMP-1-Antikérper nach 48h. Ko-
Lokalisationsanalyse von GA-qv-NP (grun; Autofluoreszenz) und Anti-LAMP-1 (rot) mittels CLSM.
Darstellung des Overlays zur Ubersicht sowie eine vergroRerte Ansicht der einzelnen Fluoreszenzen
und des Overlays. Die weil3en Pfeile markieren Bereiche, in denen die GA-qv-NP angereichert sind.
Die Messbalken entsprechen 10 pm.

Modulatoren der Genexpressionsrate Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP

Chloroquin bt sich nicht nur positiv auf die Transfektionseffizienz aus, sondern hat auch einen
negativen Einfluss auf die Zellviabilitat [105]. Daher sollten weitere Modulatoren der
Nanopartikel-vermittelten Transfektion identifiziert werden, um chloroquinfrei eine Erhéhung
der Genexpressionsrate zu erreichen.

Es ist bekannt, dass fotales Kélberserum (FKS), welches dem Kultivierungsmedium von Zellen
zugesetzt wird, einen negativen Einfluss auf die Transfektionseffizienz Lipid-ver-mittelter
Transfektionsmethoden hat [163, 164]. Daher sollte der Einfluss von FKS auf die
Transfektionsrate der HSA-NP mittels Genexpressionsanalyse ermittelt werden. Dafir wurden
HEK293T-Zellen fur 24 h mit Tat-modifizierten 20 % GA-qv-NP in unterschiedlichen Medien
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inkubiert: Kultivierungsmedium, Basalmedium (Kultivierungsmedium ohne FKS), OptiMEM®,
OptIMEM® mit 10 % FKS, OptiMEM® mit 5 mg/ml BSA oder OptiMEM® mit 5 mg/ml HSA
(Abb. 22). Zellen, die mit Tat-modifizierten 20 % GA-gqv-NP in Kultivierungs-medium und
Basalmedium inkubiert wurden, zeigten kaum Genexpression. Die Nanopartikel-Inkubation in
OptIMEM®, einem serumfreien Medium, fuhrte dagegen zu einer grof3en Anzahl eGFP-
exprimierender Zellen. Wurde dem OptiMEM® HSA zugesetzt, reduzierte dies die Anzahl
eGFP-exprimierender Zellen leicht, wurden FKS oder BSA zugesetzt, war keine Gen-
expression detektierbar. Damit konnte ein negativer Einfluss von FKS und BSA auf die HSA-
NP-vermittelte Transfektion gezeigt werden.
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Abbildung 22: Einfluss von Serum auf die Genexpress ion Tat-modifizierter Glutaraldehyd-
quervernetzter HSA-NP. Inkubation der HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten 20 % GA-qv-NP in
unterschiedlichen Inkubationsmedien: Kaultivierungsmedium (KM), Basalmedium (BM) oder
OptiIMEM® (OM) bzw. OptiMEM® mit FKS, BSA oder HSA als Zusatz. Nach 72 h wurde die
Expression des Reportergens eGFP fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Dargestellt sind
reprasentative Ausschnitte der Dokumentation mittels Phasenkontrast und FITC-Filter. Der
Messbalken entspricht 200 um.

Nachdem mit Tat-modifizierten 20 % GA-qv-NP eine effiziente Nanopartikelformulierung
identifiziert wurde, sollte die Genexpressionsrate dieser in den optimierten Inkubations-medien
mittels Luciferase-Assay quantifiziert werden. Dazu wurde das Plasmid pCMV-LUC in 20 %
GA-gv-NP inkorporiert, welches fur die Luciferase des Photinus pyralis codiert. HEK293T-
Zellen wurden mit den Tat-modifizierten 20% GA-qv-NP in  OptiMEM® oder
Kultivierungsmedium mit und ohne Chloroquin fur 72 h inkubiert. Die Analyse der Luciferase-
aktivitat zeigte, dass sowohl der Zusatz von Chloroquin die Genexpressionsrate der 20 % GA-

gv-NP, als auch der freien Plasmid-DNA steigerte (Abb. 23). Die Inkubation der Zellen in
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OptiMEM® flhrte zur spezifischen Erhéhung der Nanopartikel-vermittelten Transfektionsrate.
Die Zugabe von Chloroquin in OptiMEM® steigerte die Luciferaseaktivitéat verglichen mit
OptIMEM® ohne Zusatz um das 66-fache, reduzierte aber den spezifischen Einfluss auf die
Nanopartikel-vermittelte Transfektion. Der Vorteil der Tat-Modifizierung auf die Gen-

expressionsrate zeigte sich in allen getesteten Konditionen.

8e+5 1
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Abbildung 23: Genexpression Tat-modifizierter 20 % Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP in
unterschiedlichen Inkubationsmedien. Inkubation der HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten 20 %
GA-qv-NP in Kultivierungsmedium (KM) oder OptiMEM® (OM) mit zusétzlich 0,1 mM Chloroquin (CH)
oder ohne. Zur Kontrolle wurden die Zellen aquivalent mit Plasmid-DNA (PK) bzw. nur dem
Inkubationsmedium (ZK) behandelt. Quantifizierung der Genexpressionsrate mittels Luciferase-
Assay 72 h nach Nanopartikel-Inkubation. Die Werte stellen die relative Luciferaseaktivitat (relative
light units, RLU) pro 24-Well als statistischen Mittelwert mit Standardabweichung dar (n = 3).

Die Beobachtung, dass die Inkubation in OptiMEM® spezifisch die Nanopartikel-vermittelte
Transfektionsrate erhoht, macht es zu einem optimalen Inkubationsmedium fir HSA-NP.
Daher sollte versucht werden, chloroquinfrei die Genexpressionsrate in OptiMEM® zu
steigern. Dazu wurden bekannte Modulatoren der Transfektionseffizienz als Zusatz in
OptiMEM® getestet. Fluoreszenzmikroskopische Analysen nach Inkubation von HEK293T-
Zellen mit Tat-modifizierten 20 % GA-qv-NP in OptiMEM mit zusatzlich TNFa (15 ng/ml), IFNy
(15 ng/ml) oder Ca?* (2.5 mM) zeigten allerdings keine Erhdhung der Gen-expressionsrate
(Daten nicht gezeigt). Die Zell-penetrierenden Peptide MPGa (2 uM) und E5-Tat (2 uM), die
mit Tat-modifizierten GA-qv-NP, PEGylierten GA-qv-NP und freier Plasmid-DNA in OptiMEM®
ko-inkubiert wurden, steigerten zumindest die Transfektions-effizienz der freien Plasmid-DNA.
Die Transfektionsrate der Tat-modifizierten 20 % GA-qv-NP blieb aber unveréandert (Abb. 24).
Die PEGylierten GA-qv-NP fuhrten nur nach Inkubation in OptiMEM® mit zusatzlich MPGa
vereinzelt zu eGFP-exprimierenden Zellen. Damit wurde durch Ko-Inkubation mit den
getesteten Modulatoren bzw. Peptiden keine Steigerung der Genexpressionsrate Tat-
modifizierter 20 % GA-qv-NP in OptiMEM® erreicht.
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Abbildung 24: Einfluss von MPG a und E5-Tat auf die Genexpression Tat-modifizierter
Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP.  Inkubation der HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten 20 %
GA-qv-NP in OptiMEM® (OM) mit zusatzlich MPGa oder E5-Tat. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit
Plasmid-DNA (PK) in OptiMEM® mit zusatzlich MPGa oder E5-Tat inkubiert. Nach 72 h wurde die
Expression des Reportergens eGFP fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Dargestellt sind
reprasentative Ausschnitte der Dokumentation mittels FITC-Filter. Der Messbalken entspricht
200 pm.

Da auf dem intrazellularen Weg zum Zellkern ein Grof3teil der Plasmid-DNA degradiert wird
[165], kann neben der Zusammensetzung des Inkubationsmediums die eingesetzte Menge an
Plasmid-DNA erheblichen Einfluss auf die Transfektionseffizienz haben. Daher sollte mit der
zuvor etablierten Kombination aus Nanopartikelformulierung und Inkubationsmedium die
kritische Plasmid-Menge fir eine erfolgreiche HSA-NP-vermittelte Transfektion ermittelt
werden. Im Fall der HSA-NP gibt es zwei Moglichkeiten die eingesetzte Plasmidmenge zu
variieren. Zum einen wurden Nanopartikel hergestellt, in die unterschiedliche Mengen an
Plasmid-DNA inkorporiert wurden, zum anderen wurden unterschiedliche Konzentrationen
dieser Nanopartikel zur Transfektion eingesetzt. HEK293T-Zellen wurden in OptiMEM® mit
den unterschiedlichen 20 % GA-gv-NP in verschiedenen Konzentrationen (25, 50, 100 bzw.
150 pg/cm?) inkubiert und die Genexpressionsrate nach 72 h mittels Luciferase-Assay
guantifiziert. Zellen, die mit Tat-modifizierten 20 % GA-qv-NP mit der einfachen inkorporierten
Plasmidmenge inkubiert wurden, zeigten eine Konzentrations-abhéngige Genexpressionsrate,
mit einem Maximum bei 50 pg/cm? Nanopartikel (Abb. 25 A). Die Erhéhung der Nanopartikel-
Konzentration fihrte zu einer Abnahme der Genexpressionsrate. Dagegen zeigte die
Inkubation der Nanopartikel mit der doppelten inkorporierten Plasmid-menge eine 1,5-mal so

hohe Luciferaseaktivitat, die erst ab einer Nanopartikel-Konzentration von 100 pg/cm?
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stagnierte (Abb. 25 B). Daraus lasst sich schlieRen, dass das Inkorporieren von einer erhéhten

Plasmidmenge sich positiv auf die Genexpressionsrate auswirkt.
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Abbildung 25: Einfluss der inkorporierten DNA-Menge

Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP.
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auf die Genexpression Tat-modifizierter

HEK-293T-Zellen wurden fir 24 h mit unterschiedlichen

Konzentrationen (25, 50, 100, 150 pg/cm?) Tat-modifizierter 20 % GA-qv-NP (Tat 20 %) in OptiMEM®
inkubiert. (A) 100 pg Plasmid (pCMV-Luc) pro mg HSA inkorporiert. (B) 200 ug Plasmid-DNA pro mg
HSA inkorporiert. Zur Kontrolle wurden die Zellen &quivalent mit Plasmid-DNA (PK) bzw. PEGylierten
20 % GA-qv-NP (PEG 20 %) behandelt. Die Genexpressionsrate wurde nach 72 h mittels Luciferase-
Assay analysiert. Die Werte stellen die relative Luciferaseaktivitat (relative light units, RLU) pro 24-
Well als statistischen Mittelwert mit Standardabweichung dar (n = 3).
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3.1.3 Hitze-quervernetze HSA-Nanopartikel

Der Einfluss der Quervernetzung der HSA-NP auf die Transfektionseffizienz wurde anhand
der unterschiedlich Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP deutlich. Dabei erwies sich ein
geringerer Glutaraldehyd-Vernetzungsgrad fur den Gentransport in HEK293T-Zellen als
forderlich. Da die Effizienz der GA-qv-NP, besonders unter chloroquinfreien Bedingungen,
steigerbar ist, die Glutaraldehyd-Quervernetzung aber nicht mehr weiter reduziert werden
konnte, sollte eine alternative Stabilisierungsmethode fur HSA-NP etabliert und getestet
werden. Die Stabilisierung der HSA-NP mittels Hitze stellt im Vergleich zu Glutaraldehyd
zudem eine attraktive Alternative dar, da komplett auf toxische Reagenzien verzichtet werden
kann. Die In-vitro-Charakterisierung der DNA-beladenen Hitze-quervernetzten HSA-NP (H-qv-
NP) sollte dem Vergleich mit GA-quervernetzten HSA-NP dienen, um eine effiziente

Nanopartikelformulierung zum Gentransfer zu ermitteln.
3.1.3.1 Unmodifizierte Hitze-quervernetze HSA-Nanopartikel

In-vitro-Charakterisierungen der Hitze-qguervernetzen HSA-NP

H-gv-NP haben keine Glutaraldehyd-vermittelte Autofluoreszenz. Um die Interaktion mit Zellen
analysieren zu kénnen, wurden PF633-markierte H-qv-NP hergestellt. Nach 24-stindiger
Inkubation wurde die Interaktion der PF633-markierten H-qv-NP mit hMSC, BJ-Fibroblasten
und HEK293T-Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abb. 26). Die PF633-markierten
H-gv-NP zeigten eine Interaktion mit mindestens 64,9 % (+ 1,5) der Zellen und sind somit
beziglich ihrer Interaktion mit unmodifizierten 100 % Glutaraldehyd-quervernetzten
Nanopartikel vergleichbar (66,6 % * 2,9; siehe Abschnitt 3.1.2.1).

100 H
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Abbildung 26: Interaktion PF633-markierter Hitze-qu  ervernetzter HSA-NP mit Zellen. Inkubation
der hMSC, BJ-Fibroblasten und HEK293T-Zellen mit 50 pg/cm? PromoFluor633-markierter H-qv-NP.
Nach 24 h durchflusszytometrische Analyse der Zellen. Die Werte stellen die prozentuale Anzahl
tiefrot fluoreszierender Zellen als statistischen Mittelwert mit Standardabweichung dar (n = 3).
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3.1.3.2 Tat-modifizierte Hitze-quervernetze HSA-Nanopartikel

Ebenso wie die GA-qv-NP, wurden die H-qv-NP zur verbesserten Internalisierung mit
Liganden modifiziert. Die H-qv-NP wurden mit Tat-Peptiden modifiziert, da diese im Vergleich
zur Modifizierung mit RGD-Peptiden einen effizienteren Gentransfer bewirkten. Die
Markierung der Tat-modifizierten H-qv-NP mit PF633 war nicht erfolgreich, weshalb die
Analyse der Interaktion Tat-modifizierter H-qv-NP mit Zellen nicht méglich war. Da aber bereits
unmodifizierte PF633-markierte H-qv-NP eine gute Interaktion mit den Zellen zeigten und sich
die physikochemischen Eigenschaften der Tat-modifizierten H-qv-NP im Vergleich zu Tat-
modifizierten GA-qv-NP nicht anderten, wurde direkt die Effizienz der Tat-modifizierten H-qv-

NP zum Gentransfer analysiert.

Funktionale Analysen der Tat-modifizierten Hitze-quervernetzen HSA-NP

Das wichtigste Kriterium von Gentransfersystemen ist ihre Transfektionseffizienz. Zur Analyse
der Effizienz der Tat-modifizierten H-qv-NP wurden diese mit HEK293T-Zellen in
Kultivierungsmedium mit bzw. ohne Chloroquin inkubiert. Nach 72 h wurde die eGFP-
Expression der behandelten Zellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

Die Inkubation Tat-modifizierter H-qv-NP in Kultivierungsmedium ohne Chloroquin fihrte in
sehr wenigen Zellen zur Expression des eGFP (Abb. 27 A, links). Chloroquin-Zugabe
hingegen erhdhte die Anzahl eGFP-exprimierender Zellen der Tat-modifizierten H-qv-NP
erheblich, auch der Plasmidkontrolle oder PEGylierter H-qv-NP (Abb. 27 A, rechts). Durch die
Inkubation Tat-modifizierter H-qv-NP in OptiMEM® konnte auch ohne Chloroquin-Zusatz eine
moderate Anzahl der Zellen zur eGFP-Expression gebracht werden (Abb. 27 B, links). Die
Inkubation in OptiIMEM® nach Chloroquin-Zugabe fiihrte zur hochsten Anzahl eGFP
exprimierender Zellen (Abb. 27 B, rechts).

Die Quantifizierung der Transfektionseffizienz Tat-modifizierter H-qv-NP in unterschiedlichen
Inkubationsmedien mittels Durchflusszytometrie bestétigte die Ergebnisse der qualitativen
Analyse (Abb. 28 A). Die Modifizierung mit dem Peptid Tat erhdhte in Kultivierungsmedium mit
Chloroquin, wie auch in OptiMEM® mit und ohne Chloroquin, die Genexpressionsrate der H-
gv-NP. Dabei war die Inkubation der Tat-modifizierten H-qv-NP in OptiMEM® mit 7,3 %
(x 1,09) eGFP-exprimierenden Zellen hdher als in chloroquinhaltigem Kultivierungsmedium
mit 3,8 % (z 0,38). Inkubation in chloroquinhaltigem OptiMEM® fuhrte mit 13,4 % (+ 0,71) zur
hdchsten Transfektionseffizienz. Dagegen exprimierten maximal 4,3 % (+ 1,9) der Zellen, die
in chloroquinhaltigem OptiIMEM® mit Plasmid-DNA behandelt wurden, das Reportergen
eGFP.
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Abbildung 27: Genexpressionsrate Tat-modifizierter Hitze-quervernetzter HSA-NP in

HEK293T-Zellen. (A) Inkubation der HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten H-qv-NP in
Kultivierungsmedium (KM) mit bzw. ohne 0,1 mM Chloroquin fir 24 h. Zur Kontrolle wurden
PEGylierte H-qv-NP sowie eine Plasmidkontrolle (PK) mitgefiihrt. (B) Parallel wurden HEK293T-
Zellen mit Tat-modifizierten H-qv-NP in OptiMEM® (OM) inkubiert. Nach 72 h wurde die Expression
des Reportergens eGFP fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Dargestellt sind représentative
Ausschnitte der Dokumentation mittels Phasenkontrast und FITC-Filter. Die Messbalken entsprechen
200 pm.
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Zum Vergleich der Transfektionseffizienz beider HSA-Formulierungen wurden Tat-modifizierte
H-qv-NP mit inkorporiertem pCMV-Luc-Plasmid hergestellt. Die Quantifizierung der
Transfektionseffizienz der Tat-modifizierten H-qv-NP mit inkorporiertem Luciferase-
Reportergen erfolgte nach 72 h mittels Luciferase-Assay (Abb. 28 B). Die Inkubation der
HEK293T-Zellen mit H-qv-NP in Kultivierungsmedium ohne Zusétze zeigte kaum detektier-
bare Luciferaseaktivitat. Die Tat-modifizierten H-qv-NP zeigten eine gute Transfektions-
effizienz in chloroquinhaltigem Medium sowie in OptiMEM®. Die Luciferaseaktivitat der
Plasmidkontrolle war im Vergleich zu Tat-modifizierten H-qv-NP deutlich geringer. Auffallig
war, dass die Inkubation in OptiMEM® nur die Genexpressionsrate der Tat-modifizierten H-
gv-NP erhohte.

Damit sind die H-qv-NP in ihrer Effizienz zum Gentransport mit 20 % GA-qv-NP vergleichbar.
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Abbildung 28: Genexpression Tat-modifizierter Hitze  -quervernetzter HSA-NP. Inkubation der
HEK?293T-Zellen mit Tat-modifizierten H-qv-NP (Tat H) in Kultivierungsmedium (KM) bzw. OptiMEM®
(OM) mit oder ohne 0,1 mM Chloroquin (CH). Zur Kontrolle wurden &quivalent PEGylierte GA-qv-NP
(PEG H), eine Plasmidkontrolle (PK) und eine Zellkontrolle (ZK) mitgefihrt. (A) Tat-modifizierte H-qv-
NP (TatH) mit inkorporiertem peGFP-N1-Plasmid: Nach 72 h wurde die Expression des
Reportergens eGFP durchflusszytometrisch analysiert. Die Werte stellen die prozentuale Anzahl griin
fluoreszierender Zellen als statistischen Mittelwert mit Standardabweichung dar (n = 3). (B) Tat-
modifizierte H-qv-NP  mit  inkorporiertem pCMV-Luc-Plasmid:  Quantifizierung  der
Transfektionseffizienz mittels Luciferase-Assay nach 72 h. Die Werte stellen die relative
Luciferaseaktivitat (relative light units, RLU) pro 24-Well als statistischen Mittelwert mit
Standardabweichung dar (n = 3).
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3.1.4 Disulfidbriicken-stabilisierte HSA-Nanopartikel

Neben der Quervernetzung mittels Glutaraldehyd oder Hitze kdnnen HSA-NP (ber
Disulfidbriicken stabilisiert werden [138]. Die Stabilisierung tber Disulfidbriicken hat, wie die
Quervernetzung mittels Hitze, den Vorteil, dass bei der Herstellung auf Glutaraldehyd
verzichtet werden kann, wodurch die Biokompatibilitat der Nanopartikel gesteigert wird. Zudem
kénnen Disulfidbriicken im Zytoplasma reduziert werden, was die Biodegradierbarkeit der
HSA-NP erhthen sollte. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Herstellung Plasmid-
beladener Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-NP (D-qv-NP) etabliert und als alter-native

Quervernetzungs-Methode fir HSA-NP zum Gentransfer evaluiert.
3.1.4.1 Etablierung Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-Nanopartikel

Physikochemische Charakterisierung der Disulfidbriicken-stabilisierten HSA-NP

Zur Herstellung der D-qv-NP wurden in einem ersten Schritt die Disulfidbricken der HSA-
Molekile mittels Glutathion (GSH) reduziert. Nach der Nanopartikel-Préazipitation wurde das
GSH wieder entzogen, wodurch sich die Disulfidbriicken zuriickbilden konnten und die
Nanopartikel-Struktur stabilisierte. Zur Kontrolle wurden D-qv-NP ohne GSH hergestellt. Unter
diesen Bedingungen konnten keine stabilen HSA-NP ausgebildet werden (Daten nicht
gezeigt).

Zur Verifizierung, dass die D-qv-NP (Uber Disulfidbricken stabilisiert werden, wurde ihre
Loslichkeit nach Zugabe reduzierender Reagenzien untersucht. Als solches wurde wieder
GSH eingesetzt. HSA-NP fuhren in Suspension zu einer Triibung, die sich verringert, wenn
die Nanopartikel degradiert werden. Photometrische Analysen der D-qv-NP-Suspension
zeigten wenige Stunden nach GSH-Zugabe eine Reduzierung der Tribung. (Abb. 29). Bereits
nach 30 min war die Tribung um die Halfte reduziert und nach 3 h war keine Tribung mehr
detektierbar, was auf eine GSH-vermittelte Degradierung der D-qv-NP schliel3en liel3.

Damit konnte die erfolgreiche Etablierung D-qv-NP gezeigt werden. Zudem lasst die
erfolgreiche Reduzierung der Disulfidbriicken der DS-qv-NP auf eine gute Biodegradier-barkeit
und eine damit einhergehende intrazellulare Plasmidfreisetzung schlief3en, welche sich positiv

auf die Genexpressionsrate auswirken sollte.
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Abbildung 29: Etablierung Disulfidbriicken-stabilisi

Zeit [h]

erter HSA-NP. Mittels Tribungsmessung bei
690 nm im Photometer wurde die Stabilitat bzw. die Degradierung der D-qv-NP nach Zugabe von
0,1 M GSH Uuber 3 h verfolgt (D+GSH). Zur Kontrolle wurden D-qv-NP ohne GSH (Negativkontrolle;
D-GSH) und parallel 100 % Glutaraldehyd-quervernetzte Nanopartikel inkubiert (G+GSH, G-GSH).
Nach Abzug der Absorptionswerte von destilliertem Wasser wurden die Messergebnisse fur die
jeweiligen Proben als statistische Mittelwerte bestimmt. Die Reduktion der Tribung der Proben wird
als relativer Wert im Verhaltnis zur jeweiligen Negativkontrolle (100 %) angegeben.

Ein wichtiges Kriterium zur Internalisierung von Nanopartikeln ist ihre Grof3e. Dabei werden

kleinere Nanopartikel effizienter von Zellen aufgenommen als grol3e [93]. Charakteri-sierungen

von D-gqv-NP mittels Zetasizer zeigten, dass die eingesetzte HSA-Konzentration erheblichen

Einfluss auf die Partikelgré3e der D-qv-NP hat (Tab. 8).

Tabelle 8: Physikochemische Charakterisierung Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-NP. D-qv-NP mit
einer HSA-Konzentration von 10 mg/ml, 20 mg/ml und 30 mg/ml wurden hergestellt. Grof3e und
Zetapotential wurden im Zetasizer bestimmt, die Ausbeute mittels Bradford-Assay bestimmt.
(Mittelwert (MW) £ Standardabweichung (SD); n = 3)

HSA-Konz. [mg/ml] 10 20 30
Partikelgrofze [nm] 82,4 120,8 146,1
(MW + SD) +4.8 +49 +0,7
Ausbeute [%] 88,5 75,44 65,6
(MW + SD) +3,5 +3,9 +10,6
Zetapotential [mV] 13,2 12,5 15,6
(MW + SD) +2,0 +2,3 +1,2

Mit steigender HSA-Konzentration wurden die D-qv-NP gro3er. Die kleinsten D-qv-NP

(82,4 nm % 4,8) wurden mit 10 mg/ml eingesetzter HSA-Konzentration erreicht. Dagegen sank

mit ansteigender HSA-Konzentration von 10 mg/ml auf 30 mg/ml die Ausbeute von 88,5 % (+
3,5 %) auf 65,6 % (+ 10,6 %) (Tab. 8). Das Zetapotenzial der D-qv-NP blieb unabhangig von
der initialen HSA-Konzentration konstant bei durchschnittlich 13,8 mV (+ 1,6). Damit sind D-

gv-NP etwa gleich gro3 wie GA- und H-qv-NP, weisen allerdings in dH.O ein positives

Zetapotenzial auf.
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Nach Etablierung des Herstellungsprotokolls fur D-qv-NP wurden Plasmid-beladene D-qv-NP
zum Gentransfer hergestellt. Bevor diese in Transfektionsstudien eingesetzt wurden, sollte die
Funktionalitat der inkorporierten Plasmide Uberprift werden. Hierzu wurden die Plasmide aus
den D-qv-NP isoliert und anschlieRend HEK293T-Zellen mit diesen transfiziert (Abb. 30).
Mittels durchflusszytometrischer Quantifizierung wurde im Vergleich zu Plasmiden, die nicht
in Nanopartikel inkorporiert wurden, keine Reduktion der Genexpressionsrate der aus D-qv-

NP isolierten Plasmide festgestellt.
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Abbildung 30: Funktionalitdt der Plasmid-DNA nach | nkorporierung in Disulfidbricken-
stabilisierte HSA-NP. Die Plasmide wurden mittels DNeasy Blood & Tissue Kit aus D-qv-NP isoliert.
Mittels FuGene® HD-Transfektion wurden HEK-293T-Zellen mit den isolierten Plasmiden (PI-D-qv-
NP) sowie zuvor nicht inkorporierten Plasmiden (PK-FG) transfiziert. Die Genexpressionsrate der
Zellen wurde nach 24 h durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt ist die prozentuale Anzahl griin
fluoreszierender Zellen als statistischer Mittelwert mit Standardabweichung (n = 3).

In-vitro-Charakterisierung Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-NP

Mittels durchflusszytometrischen Analysen sollte die Interaktion der unmodifizierten D-qv-NP
mit Zellen analysiert werden. Da D-qv-NP keine Autofluoreszenz besitzen, wurden sie mit
PF488 oder PF633 markiert.

Nach 24-stiindiger Inkubation zeigten alle analysierten hMSC eine Interaktion mit den PF488-
oder PF633-markierten D-qv-NP (Abb. 31 A). Dagegen zeigten nur 21,8 % (+ 10, 0) der
HEK293T-Zellen eine Interaktion mit PF488-markierten D-qv-NP, wéhrend 99,3 % (+ 0,9) der
HEK293T-Zellen positiv fir PF633-markierte D-qv-NP waren. Anhand der Analyse der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) konnte auch eine Differenz bezlglich der Interaktion
unterschiedlich PF-markierter D-qv-NP mit hMSC festgestellt werden (Abb. 31 B). Die MFI der
hMSC nach Inkubation mit PF633-markierten D-qv-NP war 27-mal héher als mit PF488-
markierten D-qv-NP. Zudem konnte festgestellt werden, dass hMSC nach Inkubation mit
PF633-markierten D-qv-NP im Vergleich zu HEK293T-Zellen eine im Mittel 6-mal so hohe
Fluoreszenzintensitat hatten.

Zur detaillierten Analyse wurden hMSC und HEK293T-Zellen mit PF488-markierten D-qv-NP

inkubiert und fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb. 31 C). Nach Quenchen der
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extrazellularen Fluoreszenz mittels Trypanblau konnten in jeder Zelle internalisierte PF488-
markierte D-qv-NP detektiert werden. Demnach zeigten bereits unmodifizierte D-qv-NP eine
sehr gute Interaktion mit den unterschiedlichen Zelltypen.
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Abbildung 31: Interaktion PromoFluor-markierter Dis ulfid-stabilisierter HSA-NP mit Zellen.
Inkubation der hMSC und HEK293T-Zellen mit 50 pg/cm? PromoFluor(PF)488 bzw. PF633-
markierten D-qv-NP. Nach 24 h durchflusszytometrische bzw. fluoreszenzmikroskopische Analyse
der Zellen. (A) Die Werte stellen die prozentuale Anzahl griin bzw. tiefrot fluoreszierender Zellen als
statistischen Mittelwert mit Standardabweichung dar (n=3). (B) Darstellung der mittleren
Fluoreszenzintensitdt als statistischen Mittelwert mit Standardabweichung (n=3). (C)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der HEK293T nach Inkubation mit PF488-markierten D-qv-
NP nach Trypanblau-Quenchen. Die Messbalken entsprechen 100 pum.

3.1.4.2 Tat-modifizierte Disulfidbriicken-stabilisierte HSA-Nanopartikel

Die Plasmid-beladenen D-qv-NP wurden mit Tat-Liganden modifiziert, um ihre Effizienz zum
Gentransport mit den Glutaraldehyd- und Hitze-quervernetzten HSA-NP vergleichen zu
koénnen.

Physikochemische Charakterisierungen Tat-modifizierter Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-
NP

Zur Modifizierung der D-qv-NP wird, wie bei GA- und H-quervernetzten HSA-NP, in einem

ersten Schritt die Nanopartikeloberflache mit bifunktionalen PEG-Linkern abgeséttigt. Durch
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Kopplung des Tat-Peptides an den PEG-Linker wird eine spezifische Interaktion des
Nanopartikel Giber den Liganden an der Zelle erreicht. Aufgrund der Lange des PEG-Linkers
und des Liganden waren Tat-modifizierte D-qv-NP durchschnittich 40 nm groRRer als
unmodifizierte D-qv-NP (Tab. 9). Zudem verschob sich das Zetapotential der D-qv-NP nach
Modifizierung mit dem Tat-Peptid von 9,7 mV (£ 3,1) auf -7,6 mV (x 3,1).

Tabelle 9: Physikochemische Charakterisierung Tat-modifizierter Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-
NP. GroRe und Zetapotential der unmodifizierten und Tat-modifizierten D-qv-NP wurden im ZetaSizer
ermittelt. (Mittelwert (MW) £ Standardabweichung (SD); n = 3)

HSA-Modifizierung unmod. Tat
Partikelgrofze [nm] 167,0 207,0
(MW % SD) +10,5 +11,0
Zetapotential [mV] 9,7 -7,6
(MW % SD) 31 +10,9

Das erfolgreiche Modifizieren der D-qv-NP mit Tat-Peptiden wurde mittels immunzyto-
chemischer Farbung mit Antikorpern, die gegen Tat und HSA gerichtet sind, untersucht.
CLSM-Analysen zeigten, dass in Zellen, die mit Tat-modifizierten D-qv-NP inkubiert wurden,
die Fluoreszenzsignale der Tat-Peptide mit denen des HSA ko-lokalisiert werden konnten

(Daten nicht gezeigt).

Funktionale Analysen der Tat-modifizierter Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-NP

Im Folgenden sollte die Effizienz der Tat-modifizierten D-qv-NP zum Gentransfer ermittelt
werden. Dazu wurden HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten D-qv-NP in chloroquinhaltigem
Kultivierungsmedium und in OptiMEM® inkubiert. Nach 72h wurden die Zellen
fluoreszenzmikroskopisch bezuglich ihrer eGFP-Expression untersucht (Abb. 32 A). Zellen,
die mit 50 pg/cm? Tat-modifizierter D-qv-NP inkubiert wurden, zeigten im Vergleich zu
welchen, die mit der freien Plasmid-DNA oder unmodifizierten D-qv-NP behandelt wurden,
verstarkt eine Expression des eGFP. Dabei war die Inkubation in chloroquinhaltigem
Kultivierungsmedium fir die Transfektionseffizienz forderlicher als in OptiMEM®. Die
Genexpressionsrate der Zellen, die in chloroquinhaltigem Kultivierungsmedium inkubiert
wurden, wurde im Durchflusszytometer quantifiziert (Abb. 32 B). Dabei fiihrte die Inkubation
von Tat-modifizierten D-qv-NP in 31,5% (x 17,2) der Zellen zur Expression des eGFP.

Unmodifizierte D-qv-NP sowie freie Plasmid-DNA lagen mit weniger als 5 % deutlich darunter.
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Abbildung 32: Genexpression des eGFP Tat-modifizier  ter Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-
NP. Inkubation der HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten D-qv-NP (peGFP-N1-Plasmid inkorporiert)
in OptiMEM® (OM) bzw. Kultivierungsmedium (KM) mit 0,1 mM Chloroquin fir 24 h. Zur Kontrolle
wurden die Zellen aquivalent mit unmodifizierten D-qv-NP, Plasmid-DNA (PK) oder nur dem
jeweiligen Medium (ZK) inkubiert. (A) Nach 72 h wurde die Expression des Reportergens eGFP
fluoreszenz-mikroskopisch dokumentiert. Der Messbalken entspricht 200 um. (B) Nach 72 h
durchfluss-zytometrische Analyse der Zellen, die mit D-qv-NP in Kultivierungsmedium mit Chloroquin
inkubiert wurden. Die Werte stellen die prozentuale Anzahl griin fluoreszierender Zellen nach Abzug
der Zellkontrolle als statistischen Mittelwert mit Standardabweichung dar (n = 3). Unmaodifizierte D-
gv-NP (unm D), Tat-modifizierte D-qv-NP (Tat D).
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Zur Vergleichbarkeit der Transfektionseffizienz aller HSA-Formulierungen wurden Tat-
modifizierte D-qv-NP mit inkorporiertem pCMV-Luc-Plasmid hergestellt. HEK293T-Zellen
wurden mit den Tat-modifizierten D-qv-NP in OptiMEM® und chloroquinhaltigem
Kultivierungsmedium inkubiert und nach 72 h die Luciferaseaktivitat ermittelt (Abb. 33). Die
Inkubation der Zellen mit D-qv-NP in OptiMEM® zeigte dabei eine kaum detektierbare
Luciferaseaktivitdt. Dagegen fihrten Tat-modifizierte D-qv-NP in chloroquinhaltigem
Kultivierungsmedium zu einer sehr guten Transfektionseffizienz. Die Luciferaseaktivitaten der
unmodifizierten D-qv-NP und der Plasmidkontrolle waren im Vergleich deutlich geringer.

Damit konnte der positive Einfluss der Tat-Modifizierung auf die Transfektionseffizienz auch
fur D-qv-NP gezeigt werden. Zum effizienten Gentransfer musste dem Medium, wie bei der
Inkubation mit den anderen HSA-Formulierungen auch, Chloroquin zugesetzt werden. Die
Inkubation in OptiIMEM® erhéhte die Genexpressionsrate der D-qv-NP, allerdings nicht

vergleichbar wie mit chloroquinhaltigem Kultivierungsmedium.
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Abbildung 33: Luciferaseaktivitdt Tat-modifizierter Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-NP.

Inkubation der HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten H-qv-NP (Tat D) mit inkorporiertem pCMV-Luc-
Plasmid in OptiMEM® bzw. in Kultivierungsmedium mit 0,1 mM Chloroquin fiir 24 h. Zur Kontrolle
wurden die Zellen aquivalent mit unmaodifizierten D-qv-NP (unm D), Plasmid-DNA (PK) oder nur in
Inkubationsmedium (ZK) inkubiert. Die Quantifizierung der Genexpressionsrate erfolgte 72 h nach
Nanopartikel-Inkubation mittels Luciferase-Assay. Die Werte stellen die relative Luciferaseaktivitat
(relative light units, RLU) pro 24-Well als statistischen Mittelwert mit Standardabweichung dar (n = 3).
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3.2 Evaluierung der HSA-Nanopartikel flr den virusfreien Gentransfer

Die HSA-NP wurden anhand unterschiedlicher Quervernetzungsmethoden und Modifi-
zierungen fur den Gentransfer optimiert. Der Vergleich mit Standard-Transfektionsmethoden
(STM) beziglich Transfektionseffizienz und Zytotoxizitdt sollte der Evaluierung der
entwickelten HSA-NP dienen, wenngleich die STM nicht in der Gentherapie zum Einsatz

kommen und nur der Einordnung der HSA-NP dienen.

3.2.1 Transfektionseffizienzen von Standard-Transfektions methoden

Gentransfersysteme werden stets beziglich ihrer Transfektionseffizienz und Zytotoxizitat
beurteilt. Der verbreitete Einsatz der ausgewdahlten Standard-Reagenzien basiert auf ihrer
Fahigkeit, in vitro unterschiedliche Zelllinien bzw. Zelltypen effizient transfizieren zu kénnen.
Zum Vergleich mit den entwickelten HSA-NP wurden hMSC, BJ-Fibroblasten und HEK293T-
Zellen mittels Calcium-Phosphat, FuGene® HD und Lipofectamine®2000 mit dem peGFP-N1-
Plasmid transfiziert. Nach 24 h, 48 h und 72 h der Transfektion wurde die Gen-expressionsrate
in den Zellen durchflusszytometrisch quantifiziert. Die Transfektion mit FuGene® HD und
Lipofectamine®2000 zeigte fir alle drei Zeitpunkte in Gber 90 % der HEK293T-Zellen eine
Expression des eGFP (Abb. 34 A). Die Transfektion der HEK293T-Zellen mit Calcium-
Phosphat fihrte zu einer maximalen Transfektionsrate von 41,1 % (+ 23,2) nach 48 h.
BJ-Fibroblasten zeigten die héchste Transfektionsrate (54,4 % + 1,5) 24 h nach Inkubation mit
Lipofectamine®2000 (Abb. 34 B). Dagegen wurden nach 72 h nur noch bei 36,2 % (+ 2,9) der
BJ-Fibroblasten Expression des eGFP detektiert. Ahnlich war es in hMSC. 24 h nach
Lipofectamine®2000-Inkubation mit 17,6 % (+ 0,77) war die maximale Transfektionsrate
erreicht, welche nach 72 h auf 8,4 % (x 1,5) sank (Abb. 34 C). Dagegen stieg die Anzahl
eGFP-exprimierender hMSC nach FuGene® HD-Behandlung von 8,7 (£ 0,34) nach 24 h auf
15,9 % (£ 1,5) nach 72 h an.

Damit konnte deutlich die unterschiedliche Effizienz der STM in verschiedenen Zellsystemen
gezeigt werden. Wahrend die Zelllinie HEK293T effizient mit FuGene® HD und
Lipofectamine®2000 transfiziert werden konnte, war deren Transfektionseffizienz in BJ-

Fibroblasten und vor allem in hMSC stark reduziert.
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Abbildung 34: Effizienz der Standard-Transfektionsm ethoden. (A) HEK293T, (B) BJ-
Fibroblasten und (C) hMSC wurden mittels Calcium-Phosphat-Methode (CaPhos), FuGene® HD (FG
HD) oder Lipofectamine®2000 LF 2T) mit dem Plasmid peGFP-NL1 transfiziert. Zur Kontrolle wurden
die Zellen mit Plasmid-DNA (PK) inkubiert. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektion wurde die
prozentuale Anzahl eGFP-exprimierender Zellen im Durchflusszytometer quantifiziert. Die Werte

stellen die prozentuale Anzahl griin fluoreszierender Zellen als statistischen Mittelwert mit
Standardabweichung dar (n = 3).
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3.2.2 Zytotoxizitat im Vergleich zu Standard-Transfektion smethoden

Die Genexpressionsrate der entwickelten HSA-NP lag unter der der getesteten STM (Calcium-
Phosphat-Methode, FuGene® HD wund Lipofectamine®2000). Doch sind die STM
hauptséchlich bezuglich ihrer Transfektionseffizienz optimiert und weniger bezuglich ihrer
Biokompatibilitat. Da fur einen effizienten Einsatz die Uberlebensrate der Zellen eine
essentielle Rolle spielt, sollte die Zytotoxizitat der modifizierten HSA-NP als auch STM
untersucht werden. Die Zytotoxizitats-Assays wurden gemaf DIN EN 1SO 10993-5:2009 mit
humanen Fibroblasten (MrC-5) durchgefiihrt [156].

Nach 24-stindiger Behandlung mit Tat-modifizierten 20 % GA-qv-NP oder H-qv-NP bzw. den
zuvor erwadhnten STM wurden die relative Stoffwechselaktivitat und Proliferationsrate der
Zellen bestimmt. Weder eine der STM, noch die Tat-modifizierten HSA-NP beeinflussten die
relative Stoffwechselaktivitat der MrC-5-Zellen negativ (Abb. 35 A). Dagegen reduzierte die
Inkubation der Zellen mit Calcium-Phosphat und Lipofectamine®2000 die relative
Proliferationsrate auf 82,4 % (+ 7,9) bzw. 58,7 % (+ 10,9) (Abb. 35 B). Die Behandlung mit
FuGene® HD oder Tat-modifizierten HSA-NP zeigte auch auf die Proliferationsrate keinen

negativen Einfluss. Demnach sind die Tat-modifizierten HSA-NP biokompatibel, was ein

wichtiges Kriterium fir den nicht-viralen Gentransport darstellt.

A (WST-1) B (Brdu)

< 140 | 140 -

= S

& 120 | 1 o 120 | T

s il g 1 1

=] i 5 i T

g 100 li 2100 1

3 801 2 801

5} o

éeo— £ 60

£ S

& 40 | o 40 |

o 2

Z 20 | g 20 |

o °

S A — 0 L —

2] ~ 2] ~
NESEgRaST NESEgRaST

T o 4 N < T o 4 N
T g ~ ~ T g ~ A~ ~
© g © g

Abbildung 35: Zytotoxizitat der Standard-Transfekti onsmethoden im Vergleich zu HSA-NP.
MrC-5-Zellen wurden mittels Calcium-Phosphat-Methode (CaPhos), FuGene® HD (FG HD) oder
Lipofectamine®2000 (LF 2T) bzw. Tat-modifizierten 20 % GA-qv-NP (Tat 20 %) sowie Tat-modifi-
zierten H-qv-NP (Tat H) behandelt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit dquivalenten Mengen an
Plasmid-DNA (PK) oder Losemittel (Wasser, WK) inkubiert wurden. Nach 24-stindiger Behandlung
wurden die Proben mit WST-1- bzw. BrdU-Reagenz inkubiert. (A) Die Umsetzung des
Tetrazoliumsalzes (WST-1) bzw. (B) der Einbau des BrdU wurde mittels Photometer gemessen. Nach
Abzug der Leerwerte wurden die Messergebnisse fur die jeweiligen Proben als statistische
Mittelwerte bestimmt. Der Einfluss der Proben wird als relativer Wert im Verhéltnis zur negativen
Referenz (100 %) angegeben.
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3.3 Potentieller Einsatz HSA-basierender Gentransfersystemen zur
virusfreien Gen- und Zelltherapie

In dieser Arbeit sollten HSA-basierende Gentransfersysteme fir die Gen- und Zelltherapie
entwickelt werden. Die Analysen der Genexpressionsrate der unterschiedlichen Formu-
lierungen wurden mit HEK293T-Zellen durchgefihrt. Im Folgenden sollte daher der potentielle
Einsatz des entwickelten HSA-basierenden nanopartikularen Systems zum Gentransfer in

Primar- und Stammzellen ermittelt werden.

3.3.1 Funktionale Analysen der HSA-Nanopartikel in Primar - und Stammzellen

Die Genexpressionsrate unmodifizierter GA-qv-NP wurde bereits, neben HEK293T-Zellen, in
BJ-Fibroblasten und hMSC analysiert. Diese erste Nanopartikelformulierung zeigte allerdings
in keinem der getesteten Zelltypen eine Expression des inkorporierten peGFP-N1-Plasmides.
Daher wurden die HSA-NP zum effizienten Gentransfer modifiziert und weitere
Quervernetzungsmethoden getestet. Im Laufe der Arbeit wurden mit Tat-modifizierten
20 % Glutaraldehyd-, Hitze- und Disulfidbricken-quervernetzten HSA-NP erfolgreich Gen-
transfersysteme entwickelt, die eine gute Transfektionseffizienz in HEK293T-Zellen zeigten.
Zur effizienten eGFP-Expression war die Inkubation in chloroquinhaltigem Medium nétig,
wobei auch nach Inkubation in OptiMEM® chloroquinfrei eGFP-Expression gezeigt werden
konnte.

BJ-Fibroblasten und hMSC wurden daher mit den unterschiedlichen Tat-modifizierten HSA-
NP in OptiMEM® und chloroquinhaltigem Kultivierungsmedium inkubiert und nach 72 h die
eGFP-Expression der Zellen fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Nach Inkubation Tat-
modifizierter H-qv-NP in Kultivierungsmedium (mit und ohne Chloroquin) konnten keine eGFP-
exprimierenden Zellen detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Anders zeigten BJ-
Fibroblasten, die mit Tat-modifizierten H-qv-NP oder freier Plasmid-DNA in OptiMEM®
inkubiert wurden, vereinzelt eGFP-Expression (Abb. 36, linke Spalte). Dabei fuhrte die
Inkubation der BJ-Fibroblasten mit unmodifizierten H-gqv-NP in OptiMEM® zur hdchsten
Anzahl eGFP-exprimierender Zellen. Die Zugabe von Chloroquin in OptiMEM® reduzierte die
Genexpressionsrate wieder (Abb. 36, rechte Spalte). Die Versuche mit GA-qv-NP und D-qv-
NP verliefen identisch (Daten nicht gezeigt).

Da chloroquinhaltiges Inkubationsmedium keinen positiven Einfluss auf die Transfektions-
effzienz der BJ-Fibroblasten hatte, war die Genexpressionsrate in BJ-Fibroblasten verglichen
mit HEK293T-Zellen sehr viel geringer. Dennoch konnte erstmals ein HSA-NP-vermittelter

Gentransfer in den schwer zu transfizierenden BJ-Fibroblasten nachgewiesen werden.
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Abbildung 36: Genexpression Tat-modifizierter Hitze  -quervernetzter HSA-NP in BJ-
Fibroblasten. Inkubation der Zellen mit Tat-modifizierten H-qv-NP (peGFP-N1-Plasmid inkorporiert)
fur 24 h in OptiMEM® mit oder ohne 25 pM Chloroquin. Zur Kontrolle wurden die Zellen aquivalent
mit unmodifizierten H-qv-NP, PEGylierten H-qv-NP, Plasmid-DNA (PK) oder nur im jeweiligen
Inkubationsmedium (ZK) inkubiert. Nach 72 h wurde die Expression des Reportergens eGFP
fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte der
Dokumentation mittels Phasenkontrast und FITC-Filter. Der Messbalken entspricht 200 um.

Nach Inkubation von hMSC mit Tat-modifizierten GA-qv, H-qv-NP und D-qv-NP in OptiMEM®
konnten nur vereinzelt eGFP-exprimierende Zellen detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
Wie bei BJ-Fibroblasten zeigte chloroquinhaltiges Inkubationsmedium keinen positiven
Einfluss auf die Genexpressionsrate.

Damit war die Effizienz der optimierten HSA-NP in den schwer zu transfizierenden Primar- und
Stammzellen sehr viel geringer als in HEK293T-Zellen. Chloroquin wirkte sich nicht positiv auf
die Genexpressionsrate in hMSC und BJ-Fibroblasten aus. Im Gegensatz dazu forderte die
Inkubation in OptiMEM® die Transfektionseffizienz.



Ergebnisse

3.3.2 Verstarkung des Gentransfers in Primar- und Stammze llen mittels

Polyethylenimin

Chloroquin zeigte keinen positiven Effekt auf den Gentransport in Primar- und Stammzellen.
Da die Liganden-modifizierten HSA-NP aber vorwiegend in Lysosomen eingelagert werden,
sollte fir deren Gentransport in Primér- und Stammzellen eine Alternative zu Chloroquin
gefunden werden. Genau wie Chloroquin ist auch Polyethylenimin (PEI) in der Lage, Molekiile
aus dem Endosom freizusetzen. Daher sollte untersucht werden, ob die Inkubation mit PEI
einen positiven Effekt auf die Genexpressionsrate hat.

Dazu wurden Tat-modifizierte 20 % GA-gv-NP, unmodifizierte und PEGylierte GA-qv-NP
sowie Plasmid-DNA mit PEI kombiniert und anschlieend mit HEK293T-Zellen inkubiert
(Abb. 37). Es konnte gezeigt werde, dass PEI, welches mit der freien Plasmid-DNA kombiniert
wurde, zu einer sehr guten Transfektionseffizienz in HEK293T-Zellen flhrte. Beschichtung der
PEGylierten und Tat-modifizierten HSA-NP mit PEI Ubte sich dagegen nicht positiv auf deren
Genexpressionsrate aus. Nur die Effizienz der unmodifizierten 20 % Glutaraldehyd-
guervernetzten Nanopartikel konnte mittels PEI-Beschichtung erhdht werden.

Das gleiche Experiment wurde mit Disulfid-quervernetzten Nanopartikel durchgefihrt
(Abb. Anhang 3). Zellen, die mit PEI-beschichteten Tat-modifizierten Nanopartikel inkubiert
wurden, zeigten eine geringere eGFP-Expressionsrate als Tat-modifizierte Nanopartikel ohne
PEI. Die Transfektionsrate unmodifizierter D-qv-NP wurde mittels PEI-Beschichtung leicht
erhoht.
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Abbildung 37: Genexpression PEIl-beschichteter Gluta  raldehyd-quervernetzter HSA-NP in
HEK293T-Zellen. Inkubation der HEK293T-Zellen mit PEI-beschichteten 20 % GA-qv-NP mit
inkorporiertem peGFP-N1-Plasmid fur 24 h in Kulturmedium. Zur Kontrolle wurden die Zellen
aquivalent mit PEI-beschichteter Plasmid-DNA (PK) sowie mit GA-qv-NP ohne PEI-Beschichtung
inkubiert. Nach 72 h wurde die Expression des Reportergens eGFP fluoreszenzmikroskopisch
dokumentiert. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte der Dokumentation mittels Phasenkontrast
und FITC-Filter. Der Messbhalken entspricht 200 um.

Dies lasst den Schluss zu, dass sich die Kombination aus Tat-Modifizierung mit PEI-
Beschichtung negativ auf die Transfektionseffizienz auswirkt. PEI alleine ist aber ein effizientes
Polymer zur Steigerung des Gentransfers.

Daher sollte die Effizienz von PEI zum Gentransfer in Priméar- und Stammzellen getestet
werden. BJ-Fibroblasten und hMSC wurden mit PEI modifizierter Plasmid-DNA inkubiert und
die eGFP-Expression fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Nach 72-stlindiger Behandlung
zeigten nicht nur eine Vielzahl an BJ-Fibroblasten, sondern auch hMSC eine Expression des
Reportergens eGFP (Abb. 38). PEI erhdhte erheblich den Gentransport der Plasmid-DNA und
stellt damit fir Primér- und Stammzellen eine endosomolytische Alternative zu Chloroquin dar.



Ergebnisse IECHINE

A (BJ-Fibroblasten)

- PEI + PEI
! - -

N

! - -

o

B (hMSC)

X

N

X

o

Abbildung 38: Genexpression von PEI-PolyplexeninB  J-Fibroblasten und hMSC. Inkubation der
(A) BJ-Fibroblasten und (B) hMSC mit PEI-modifizierter Plasmid-DNA fir 24 h in Kulturmedium. Zur
Kontrolle wurden die Zellen &quivalent nur mit Medium (ZK) sowie der Plasmid-DNA ohne PEI
inkubiert. Nach 72 h wurde die Expression des Reportergens eGFP fluoreszenzmikroskopisch
dokumentiert. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte der Dokumentation mittels Phasenkontrast
und FITC-Filter. Der Messbalken entspricht 200 pm.
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3.4 Etablierung von Trypanblau zum Quenchen extrazellularer

Fluoreszenzsignale

Die Durchflusszytometrie- und CLSM-Analysen der HSA-NP lieRen erkennen, dass eine
eindeutige Lokalisierung der Nanopartikel anhand der etablierten Methoden nicht mdglich ist.
Dabei erleichterte die Autofluoreszenz der GA-qv-NP die direkte fluoreszenzmikroskopische
sowie durchflusszytometrische Analyse. Mit diesen Methoden konnte jedoch nicht differenziert
werden, ob die Nanopartikel an die Zellmembran gebunden oder internalisiert wurden.
Wahrend mittels Durchflusszytometrie diese Frage generell nicht geklart werden kann, ist die
Aussage mittels CLSM-Analyse Zell-abhangig. Aufgrund der Charakteristik der BJ-
Fibroblasten und hMSC sich in vitro sehr flach auf der Kultivierungsflache auszubreiten, war
die Lokalisierung in diesen Zellen auch mittels CLSM-Analyse nicht mdglich. Daher sollte eine
alternative Methode entwickelt werden, mit der eine eindeutige Lokalisierung der HSA-NP in
unterschiedlichen Zelltypen erreicht werden kann.

Die Fahigkeit von Trypanblau die Fluoreszenz von FITC-Fluorophoren zu quenchen machte
man sich bereits fir Phagozytose-Untersuchungen zunutze [166]. Da Trypanblau die intakte
Zellmembran vitaler Zellen nicht Uberwinden kann, quencht es selektiv die extrazellulare
Fluoreszenz. Dies ermdoglicht eine Differenzierung zwischen dem Zellinneren und -aulReren.
Daher sollte im Folgenden untersucht werden, ob Trypanblau die Autofluoreszenz
Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP quencht und dadurch eine Differenzierung zwischen

gebundenen und internalisierten HSA-Nanopartikeln moglich ist.

3.4.1 Etablierung des Trypanblau-Quenchens fir die Durchf  lusszytometrie

Durchflusszytometrie-Analysen kdnnen keinen Hinweis darauf geben, ob Nanopartikel an die
Zellmembran gebunden haben oder bereits internalisiert wurden. Das Quenchen mittels
Trypanblau kdnnte damit zur Erweiterung durchflusszytometrischer Ergebnisse beitragen. Die
Anwendbarkeit des Trypanblau-Quenchens fur die Autofluoreszenz Glutaraldehyd-
guervernetzter HSA-NP (GA-qv-NP) sollte daher mittels Durchflusszytometrie etabliert
werden. Dafir wurden hMSC mit 100 % GA-gv-NP inkubiert und nach 24 h durchfluss-
zytometrisch analysiert (Abb. 39 A, oben links). Wurde den Zellen anschlieend Trypanblau
zugesetzt und diese erneut analysiert, anderte sich die Anzahl positiver Zellen nur gering (Abb.
39 A, unten links). hMSC, die nach der NP-Inkubation permeabilisiert wurden, zeigten im
Durchflusszytometer noch 82,9 % (+ 0,79) grin fluoreszierende Zellen (Abb. 39 A, oben
rechts). Nach Zugabe von Trypanblau konnten dagegen keine griin fluoreszierende Zellen
mehr detektiert werden (0,13 % £ 0,05) (Abb. 39 A, unten rechts). Durch die Permeabilisierung
gelangt das Trypanblau auch in das Zellinnere. Somit kann neben der extrazellularen
Fluoreszenz auch die intrazellular lokalisierte Fluoreszenz gequencht werden. Das komplette

Erloschen detektierbarer, griiner Fluoreszenz in der Durchflusszytometrie lasst den Schluss
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zu, dass Trypanblau zum Quenchen der griinen Autofluoreszenz der GA-qv-NP eingesetzt
werden kann.

Zum weiteren Einblick in die Kinetik der Internalisierung wurden hMSC fir 1 h, 3 h, 24 h und
48 h mit 100 % GA-qv-NP inkubiert. Die durchflusszytometrische Analyse mit und ohne
Trypanblau zeigte, dass bereits nach einstindiger Inkubation kaum Signal gequencht wurde
(10,2 % Differenz). Damit scheinen hMSC die 100 % GA-qv-NP bereits kurz nach dem Binden
zu internalisieren. Nach 24- und 48-stundiger Inkubation schienen die GA-qv-NP von allen
untersuchten Zellen internalisiert, da Trypanblau-Quenchen keinen Einfluss auf die Anzahl
grin fluoreszierender Zellen hatte. Damit konnte gezeigt werden, dass nahezu alle
analysierten hMSC nach Inkubation mit 100 % GA-qv-NP diese internalisiert und nicht nur
gebunden hatten.

Durch die Zugabe von Trypanblau konnte die Autofluoreszenz Glutaraldehyd-quervernetzter
Nanopartikel erfolgreich gequencht werden. Somit konnte eine Methode etabliert werden, mit
deren Hilfe die Internalisierung von Nanopartikel mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen

und quantifiziert werden kann.
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Abbildung 39: Differenzierung von gebundenen und in ternalisierten Glutaraldehyd-quervernetzten
HSA-NP mittels Trypanblau im Durchflusszytometer. (A) Nach 24-stundiger Inkubation der hMSC mit
100 % GA-qv-NP wurden die Zellen abgeldst, und ohne Permeabilisierung (- Permeabilisierung) oder
permeabilisiert (+ Permeabilisierung) in PBS aufgenommen. Die Proben wurden durchflusszytometrisch
vermessen (- Trypanblau), Trypanblau zugesetzt und erneut ver-messen (+ Trypanblau). Darstellung der
DotPlots (Kanal FL-1-H gegen Forwarts-Scatter (FSC-H)) reprasentativer Proben. (B) hMSC wurden fir
1h, 3h, 24 h oder 48 h mit 100 % GA-qv-NP inkubiert. Die Zellen wurden abgeldst und in PBS im
Durchflusszytometer vermessen (- Trypanblau). Den Proben wurde Trypanblau zugegeben und erneut
vermessen (+ Trypanblau). Die Werte stellen die prozentuale Anzahl griin fluoreszierender Zellen nach
Abzug der Zellkontrolle als statistischen Mittelwert mit Standardabweichung dar (n = 3).



Ergebnisse

3.4.2 Etablierung des Trypanblau-Quenchens fir die Fluore  szenzmikroskopie

Mittels Durchflusszytometer-Analysen konnte gezeigt werden, dass Trypanblau die
Autofluoreszenz der Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP quencht. Um die Lokalisierung
der Nanopartikel detaillierter beschreiben zu kdnnen, missen die Zellen mittels CLSM
analysiert werden. Daher sollte die Trypanblau-Methode auch fir Fluoreszenzmikroskopie-
basierte Methoden etabliert werden. Hierzu wurden hMSC fir 48 h mit 100 % GA-qv-NP
inkubiert und mittels Methanol permeabilisiert. Die Methanol-Behandlung beeintrachtigte die
Autofluoreszenz der GA-qv-NP nicht (Abb. 40, Overlay; HSA-NP ohne TB). Wurden die
permeabilisierten Zellen mit Trypanblau inkubiert, erlosch dagegen die HSA-Autofluoreszenz
komplett (Abb. 40, HSA-NP ohne TB). Damit eignet sich Trypanblau auch als Quencher der

HSA-Autofluoreszenz in der Fluoreszenzmikroskopie.

Overlay (Zellen/HSA-NP) HSA-NP ohne TB HSA-NP mit TB

permeabilisierte Zellen

Abbildung 40: Fluoreszenzmikroskopische Differenzie rung von gebundenen und inter-
nalisierten Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP mit  tels Trypanblau. hMSC wurden fir 48 h mit
100 % GA-qv-NP inkubiert. Die Zellen wurden mit CellTracker™blue (rot) markiert und mit Methanol
permeabilisiert und fixiert. Die HSA-Autofluoreszenz (grin) nach Methanol-Behandlung wurde mittels
CLSM analysiert (Overlay). Der gleiche Bildausschnitt ist einzeln fur die Fluoreszenz der HSA-NP vor
der Trypanblau-Inkubation (HSA-NP ohne TB) und danach (HSA-NP mit TB) als Graustufenbild
dargestellt. Der Messbalken entspricht 25 pm.

Die CLSM-Analyse von hMSC, die fur 3 h und 48 h mit 100 % GA-quervernetzt HSA-NP
inkubiert wurden, machte mittels Trypanblau-Quenchens den Unterschied gebundener und
internalisierter HSA-NP deutlich. Nach 3 h wurde das HSA-Signal hauptsachlich extrazellular
detektiert und mittels Trypanblau fast komplett gequencht (Abb. 41, obere Reihe, HSA-NP mit
TB). Nach 48 h dagegen wurden von allen Zellen 100 % GA-quervernetzt HSA-NP
internalisiert und perinuklear in Vesikeln eingelagert, und damit lediglich die wenigen nicht
internalisierten Nanopartikel gequencht (Abb. 41, untere Reihe).

Trypanblau eignet sich somit zum Quenchen der HSA-Autofluoreszenz und ermdglicht die
Unterscheidung zwischen Nanopartikel, die an die Zelle gebunden haben von welchen, die

bereits internalisiert wurden.
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Overlay (Zellen/HSA-NP) HSA-NP ohne TB HSA-NP mit TB

48 h

Abbildung 41: Zeitabhangige Internalisierung Glutar aldehyd-quervernetzten HSA-NP in hMSC.
hMSC wurden fiir 3 h und 48 h mit 100 % GA-qv-NP inkubiert. Die Zellen wurden mit CellTracker™blue
markiert, mittels Paraformaldehyd fixiert und im CLSM analysiert. Darstellung des Overlays der
CellTracker™blue-Farbung (rot) und HSA-Autofluoreszenz (griin) ohne Trypanblau (Overlay) sowie der
HSA-Autofluoreszenz einzeln als Graustufenbild ohne Trypanblau (HSA-NP ohne TB) bzw. mit
Trypanblau (HSA-NP mit TB). Die Messbalken entsprechen 25 pm.
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4 Diskussion

Bei der Gentherapie werden fehlerhafte Gene, die Ursache fir die Entstehung einer Krankheit
sind, durch ihre funktionale Kopie ersetzt. Dabei kdnnen neben genetischen Krankheiten, wie
z. B. Mukoviszidose, auch Tumorerkrankungen behandelt werden. Die Anwendungen der
Gentherapie sind aktuell auf sehr seltene Erkrankungen oder austherapierte Patienten
beschréankt, da fur den Transport der Gene nach wie vor virale Vektoren genutzt werden, die
erhebliche Risiken mit sich bringen. Aus Klinischer Sicht besteht grof3es Interesse an
sichereren Gentransfersystemen, weshalb in den letzten Jahren intensiv an effizienten, nicht-
viralen Alternativen (NVA) zum Gentransfer geforscht wurde. Mehrere Studien haben bereits
gezeigt, dass Nanopartikel, welche grof3tenteils zum Transport von Wirkstoffen genutzt
werden, auch geeignete Plattformen fir den Gentransfer bieten [167, 168]. Besonders
humanes Serumalbumin (HSA) zeichnet sich aufgrund seiner Biokompatibilitat und
Biodegradierbarkeit aus und erhielt bereits als Transportsystem fir Paclitaxel als erstes
nanopartikulares Medikament die Zulassung zur Therapie von Mammakarzinomen und
Pankreaskarzinomen [169]. Ein erfolgreicher Gentransfer mit HSA-basierenden Nanopartikeln
(HSA-NP) in schwer zu transfizierenden Primér- und Stammzellen, deren genetische
Veradnderung im Fokus vieler Gentherapie-Ansatze steht, konnte allerdings bisher nicht
gezeigt werden.

Das Ziel dieser Arbeit war daher die Etablierung und Evaluierung eines nicht-viralen
Gentransfersystems basierend auf HSA fur die Gen- und Zelltherapie. Bei der Entwicklung der
Plasmid-beladenen HSA-NP stand vor allem deren Biokompatibilitat im Vordergrund. Daher
wurden neben Glutaraldehyd, biokompatible Quervernetzungsmethoden gesucht, die zu einer
stabilen nanopartikularen Formulierung filhren. Dabei wurden die HSA-NP wahrend ihrer
Entwicklung stetig bezuglich ihrer Effizienz zum Gentransfer analysiert. Im Fokus der In-vitro-
Charakterisierung standen die Interaktion, Aufnahme und Genexpressionsrate der

nanopartikularen Formulierungen in unterschiedlichen Zelltypen.

Einfluss der Glutaraldehyd-Quervernetzung der HSA-basierenden
Nanopartikel auf den Gentransfer

Glutaraldehyd ist der gebréuchlichste Quervernetzer HSA-basierender Nanopartikel mit dem
Vorteil je nach Anwendung den Quervernetzungsgrad einstellen zu koénnen [133]. Die
unterschiedlichen Quervernetzungsgrade konnen zur Groliendnderung und verdnderten
Stabilitat der HSA-NP fuhren [133]. Da der Einfluss des Glutaraldehyd-Quervernetzungs-

grades auf den Gentransport nicht bekannt war, wurden 40 % bis 100 % Glutaraldehyd-
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guervernetzte Plasmid-beladene HSA-NP (GA-qv-NP) hergestellt und bezuglich ihrer
Bindungs- und Transfektionseffizienz in humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC)
analysiert. Die HSA-NP zeigten mit allen getesteten Glutaraldehyd-Quervernetzungsgraden
eine konzentrations- und zeitabhangige Interaktion mit hMSC, wobei niedrig (40 %)
Glutaraldehyd-quervernetzte HSA-NP geringer mit den Zellen interagierten als stark (100 %)
guervernetzte. Dabei ist die grine Autofluoreszenz der GA-qv-NP, mit der die Bindung
detektiert wurde, abhangig von der Hohe der Glutaraldehyd-Quervernetzung und muss bei der
Interpretation dieser Ergebnisse berticksichtigt werden. Die zusatzliche Markierung von 40 %
und 100 % GA-qv-NP mit PromoFluor633 zeigte aber, dass die mittlere Fluoreszenz-intensitat
von Zellen, die mit 40 % GA-qv-NP inkubiert wurden, im Vergleich zu mit 100 % GA-qv-NP
inkubierten Zellen deutlich geringer war und dass damit dieser Effekt nicht alleine auf der
geringeren Autofluoreszenzintensitat beruht. Es ist wahrscheinlicher, dass die niedrige
Bindung der 40 % GA-qv-NP durch eine geringere Stabilitat der Nanopartikel bedingt ist.
Stabilitatsstudien der GA-gv-NP in Wasser zeigten, dass geringer Glutaraldehyd-
guervernetzte HSA-NP schneller degradieren als starker Glutaraldehyd-quervernetzte HSA-
NP [152], was einerseits hachteilig flr die Langzeitlagerung ist, sich andererseits aber fur die
intrazellulare Plasmidfreisetzung als positiv erweisen kdnnte. Daher wurden in dieser Arbeit
auch niedrig Glutaraldehyd-quervernetzte HSA-NP in den Transfektionsstudien untersucht.
Zur Analyse der Transfektionsrate der unterschiedlich Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP
wurde in diese das Plasmid peGFP-N1 inkorporiert. Ein erfolgreicher Gentransfer sollte damit
zur Expression des Reportergens eGFP fuhren. Analysen zeigten, dass die Plasmid-DNA
erfolgreich in die HSA-NP inkorporiert werden konnte [170]. Jedoch konnte in keinem
untersuchten Zelltyp (HEK293T-Zellen, hMSC oder BJ-Fibroblasten) nach Inkubation mit
unmodifizierten unterschiedlich Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP das Reportergen
eGFP detektiert werden. Hopwood et al. [171] zeigten, dass bei hohen Temperaturen ab 75 °C
Glutaraldehyd mit Nukleinsauren wechselwirken kann. Es kdnnte somit sein, dass die fehlende
Genexpression auf einer Beeintrdchtigung der Plasmidfunktionalitdit wahrend der NP-
Herstellung beruht. Es wurde allerdings keine reduzierte Transfektionseffizienz der Plasmid-
DNA, die aus den unterschiedlich Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP isoliert wurde,
ermittelt. Andererseits wurde bei der Isolierung der Plasmid-DNA aus den unterschiedlich
Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP deutlich, dass zur Degradierung der 100 % GA-qv-NP
im Vergleich zu 40 % GA-qv-NP die dreifache Menge an Proteinase K und eine deutlich
langere Inkubationszeit bendtigt wurde (Daten nicht gezeigt). Somit ist anzunehmen, dass
auch intrazellular die Plasmid-DNA kaum aus den stark Glutaraldehyd-quervernetzten
Nanopartikeln freigesetzt werden kann, was die fehlende Genexpression erklaren wirde. Da
aber auch 40 % GA-qv-NP nicht zur Genexpression flhrten, wird vermutet, dass selbst dieser

Glutaraldehyd-Quervernetzungsgrad noch zu hoch fir eine intrazellulare Plasmidfreisetzung
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ist. Der geringste Glutaraldehyd-Quervernetzungsgrad, mit dem stabile HSA-NP hergestellt
werden konnten, ist 20 %. Diese waren groRer als 100 % GA-qv-NP und zeigten in Wasser
eine verminderte Stabilitdt. Die GroRenunterschiede sind mit einem charakteristischen
Anschwellen der Protein-basierten HSA-NP in wassriger Losung zu erklaren. Dabei ist die
Anschwellrate abhangig von dem Quervernetzungsgrad und eine héhere Quervernetzung
fuhrt zu einem geringeren Anschwellen. Die Inkubation der Zellen mit 20 % GA-gv-NP fiihrte
zu einer geringen Genexpressionsrate im Bereich einer spontanen Transfektion.

Damit wurde gezeigt, dass der Grad der Glutaraldehyd-Quervernetzung einen Einfluss auf die
Stabilitat sowie die Interaktion der HSA-NP mit Zellen hat. Durch die Verringerung der
Glutaradehyd-Quervernetzung konnte eine geringe Genexpression erreicht werden. Ein
effizienter Gentransfer konnte dadurch allerdings nicht erreicht werden. Somit stellt der Grad
der Quervernetzung nicht den alleinigen Grund fur die Ineffizienz der GA-qv-NP beim
Gentransport dar, sondern beruht mdglicherweise auf einem unzureichenden intrazellularen
Transport der HSA-NP.

Einfluss unterschiedlicher Modifizierungen der HSA-basierenden
Nanopartikel auf den Gentransfer

Der Aufnahmemechanismus der NVA hat einen entscheidenden Einfluss auf ihren
anschliel3enden intrazellularen Transport. HSA wird von Endothelzellen mittels verschiedener
Glykoprotein- oder Scavenger-Rezeptoren internalisiert [125, 128, 129]. Unklar dagegen ist,
ob HSA auch von anderen Zelltypen internalisiert wird, bzw. Gber welchen Mechanismus dies
vonstattengeht. Die In-vitro-Charakterisierung der unmodi-fizierten HSA-NP zeigte eine gute
Bindung und Aufnahme mit bzw. in hMSC, eine etwas geringere mit BJ-Fibroblasten und
HEK293T-Zellen. Allerdings konnte in keinem getesteten Zellsystem eine effiziente Expression
des Reportergens detektiert werden. Somit werden die unmodifizierten HSA-NP entweder von
den untersuchten Zelltypen nicht ausreichend internalisiert oder die Translokation in den
Zellkern ist unzureichend.

Aus diesem Grund sollte die Aufnahme der HSA-NP durch die Modifizierung ihrer Oberflache
mit spezifischen Liganden zur Rezeptor-vermittelten Endozytose forciert werden. Daflr
wurden Oberflachenrezeptoren identifiziert, die von den verschiedenen Zelltypen
gleichermal3en exprimiert werden und deren Aktivierung das Schicksal der Zelle nicht
grundsatzlich andert [144, 162]. Besonders hMSC kénnen durch unterschiedliche Stimuli zur
spontanen Differenzierung gebracht werden [118, 119], wodurch ihre Proliferationskapazitat
reduziert werden wirde und sie ihre Potenz flr die Zelltherapie verlieren wirden. Neben
unterschiedlichen Wachstumsfaktorrezeptoren (growth factor receptor, GFR), wie den
epidermalen, Fibroblasten- oder platelet-derived GFR, wurden die Integrine als potentielle
Rezeptoren identifiziert. Analysen zeigten, dass der epidermale GFR sowie die

unterschiedlichen Integrinuntereinheiten von allen getesteten Zelltypen gleichermal3en
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exprimiert werden. Die exprimierten Integrine gehdren zur Gruppe der RGD-Integrine, welche
die spezifische Aminoséureabfolge RGD ihrer Liganden bindet [71]. Studien zeigten, dass
Bindung von RGD-Peptiden an Makromolekiile oder Nanopartikel die Internalisierung dieser
deutlich erh6hen kann [79-81]. Es existieren allerdings widersprtichliche Studien dartber, Uber
welchen Aufnahmemechanismus die RGD-modifizierten Molekiile in die Zelle gelangen. Aber
auch bei hMSC konnte eine gesteigerte Interaktion von Goldnanopartikeln, welche mit RGD-
Liganden modifiziert waren, detektiert werden [172]. Daher wurden 20 % und 100 % GA-qv-
NP HSA-NP mit RGD-Liganden modifiziert.

Bindungsstudien zeigten, dass RGD-modifizierte 100 % GA-qv-NP effizienter mit hMSC
interagierten als RGD-modifizierte 20% GA-qv-NP. Die Etablierung des Quenchens der
extrazellularen Autofluoreszenz der GA-qv-NP mittels Trypanblau ermoglichte zudem eine
Aussage der genauen Lokalisierung dieser Nanopartikel mittels Fluoreszenz-basierten
Analysemethoden. So konnte anhand von CLSM-Analysen eine vesikulédre, perinukleare
Verteilung der RGD-modifizierten 100% GA-gv-NP detektiert werden. In weiterfihrenden Ko-
Lokalisationsstudien wurden diese Vesikel als Lysosome identifiziert. Damit flhrte die
Modifizierung der GA-qv-NP mit RGD-Peptiden zum Transport ins Lysosom, dessen Aufgabe
die Degradierung endozytierter Molekdle ist.

Alleinig durch die Ko-Lokalisierung mit lysosomalen Vesikeln kann der Endozytoseweg der
RGD-modifizierten GA-qv-NP nicht eindeutig bestimmt werden. Wahrend die Clathrin-
vermittelte Endozytose vermehrt den lysosomalen Weg verfolgt, werden die Molekiile nach
Caveolae-vermittelter Endozytose und Makropinozytose vermehrt am Lysosom vorbei gefiihrt,
aber auch in seltenen Fallen zum Lysosom transportiert [70]. Fur die Integrin-rezeptor-
vermittelte Aufnahme sind sowohl Clathrin- als auch Caveolae-vermittelte Endozytose
beschrieben [73, 74], wobei die Internalisierung Uber RGD-Integrine mit B1-Untereinheit
verstarkt Caveolae-vermittelt ablauft [75]. Alle getesteten Zelltypen exprimierten die B1-
Untereinheit auf Uber 90 % der Zellen, wodurch dieser Aufnahmeweg wahrscheinlich ware.
Doch auch die RGD-Sequenz umgebenden Aminosauren sind mitentscheidend dafir tber
welchen Integrin-Rezeptor RGD-modifizierte Makromolekile internalisiert werden [173].
Dadurch ware es auch mdoglich, dass die RGD-modifizierten GA-qv-NP Uber den Integrin-
rezeptor aVB3 internalisiert werden, welcher zur Clathrin-vermittelten Endozytose und damit
zum Transport zu Lysosomvesikeln fihrt [76].

Demnach ist auch eine Internalisierung der RGD-modifizierten GA-qv-NP Uber weitere RGD-
Integrinrezeptoren denkbar, die in der vorliegenden Arbeit nicht analysiert wurden. Dies wirde
erklaren, weshalb die RGD-maodifizierten GA-qv-NP kaum mit BJ-Fibroblasten und HEK293T-
Zellen interagierten, dagegen gut mit hMSC, wahrend auf allen Zelltypen gleiche
Expressionsmuster fir die getesteten Integrinuntereinheiten gemessen wurden. Des Weiteren

wurde nur die Anwesenheit der Integrinuntereinheiten analysiert und nicht, wie stark die
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Integrinrezeptoren pro Zelle exprimiert wurden, wodurch auch maéglich ist, dass die Expression
einer als positiv gemessene Zelle nicht aquivalent zu einer effizienten Internalisierung ist.
Zudem ist bekannt, dass Integrine in einer aktiven Form vorliegen missen, um ihre Liganden
binden zu kénnen [174]. Wurden die Zellen vor der Inkubation mit RGD-modifizierten GA-qv-
NP mit Manganchlorid vorinkubiert, welches die Integrine aktiviert [174], fuhrte dies dennoch
nicht zu einer gesteigerten Interaktion der RGD-modifizierten GA-qv-NP mit HEK293T-Zellen.
Ungeachtet der geringen Interaktion mit HEK293T-Zellen konnte in dieser Arbeit erstmals ein
HSA-NP-vermittelter Gentransport mit RGD-modifizierten 20 % GA-qv-NP detektiert werden.
Die RGD-modifizierten 100 % GA-qv-NP zeigten dagegen keine Genexpression, genauso wie
die RAD-modifizierten Kontrollnanopartikel oder Zellen, die nur mit der Plasmid-DNA inkubiert
wurden. Die Beobachtung, dass nur mit niedrig Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP eine
Genexpression erreicht wurde, bestéatigte die Hypothese, dass ein geringerer
Quervernetzungsgrad die Plasmidfreisetzung beglnstigt und damit auch die Genexpress-
ionsrate fordert.

Aufgrund der Tatsache, dass diese niedrig Glutaraldehyd-quervernetzten HSA-NP allerdings
nur eine geringe Bindung mit den untersuchten Zellen zeigten, muss diskutiert werden, wie die
Bindung bzw. Internalisierung von Nanopartikeln in Bezug auf die Genexpression generell zu
bewerten ist. Wahrend weitlaufig eine Aufnahme von Nanopartikeln und damit ihre
intrazellulare Detektion als erstrebenswert gilt, muss beachtet werden, dass die HSA-NP nicht
einzeln mittels CLSM detektiert werden konnen, sondern lediglich Nanopartikel-
Akkumulationen. Intrazellulare Akkumulationen sind aber oftmals ein Zeichen dafir, dass die
Nanopartikel vesikular — z. B. in Endosomen oder Lysosomen — eingeschlossen sind. Dies
kann zu einer geringen zytoplasmatischen Verteilung und damit verbundenen geringeren
intrazellularen Wirkstofffreisetzung fuhren. Dass die gering quervernetzten GA-qv-NP keine
intrazellulare Akkumulation zeigten, kann demnach auch bedeuten, dass diese nicht so stark
bzw. gar nicht im Lysosom akkumulieren, weil sie entweder dort direkt degradiert werden oder
erst gar nicht dorthin gelangen. Die Degradierung der Nanopartikel noch bevor sie die Zelle
erreichen ist auszuschliel3en, da dies sowohl unmodifizierte, RAD- und RGD-modifizierte HSA-
NP gleichermalRen betreffen misste und demnach alle die gleiche Bindungs- und
Genexpressions-Charakteristik aufweisen missten. Es wurden aber stets hohere
Genexpressionsraten in Proben der RGD-modifizierten HSA-NP gemessen. Damit kann davon
ausgegangen werden, dass diese spezifisch internalisiert wurden, ohne im Lysosom
angereichert zu werden. Da allerdings bereits zuvor gezeigt wurde, dass die RGD-
modifizierten 100 % GA-gv-NP im Lysosom eingelagert werden, wurden die Zellen zuséatzlich
zur Behandlung mit GA-qv-NP mit Chloroquin, einem lysosomotropischen Wirkstoff, inkubiert.
Zellen, die dagegen mit den Nanopartikeln ohne Chloroquin inkubiert wurden, zeigten keine

eGFP-Expression.
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Damit konnte mit RGD-modifizierten GA-qv-NP zwar einerseits erstmals ein erfolgreicher
Gentransfer gezeigt werden, dieser war aber gering und abhangig von Chloroquin. Dies lasst
den Schluss zu, dass die RGD-Modifizierung der HSA-NP die Aufnahme der Nanopartikel in
den untersuchten Zelltypen beginstigt, aber die Genexpression nur unzureichend fordert.
Vor diesem Hintergrund wurden alternative Liganden zum Gentransport der HSA-NP
identifiziert und getestet. Zellpenetrierende Peptide (CPP) wie das Tat, der trans-activator of
transcription des HIV, kdnnen Uber verschiedene Wege in die Zelle gelangen. Neben der
Rezeptor-vermittelten Endozytose, kdnnen CPP alternativ z. B. zur Ausbildung von Poren in
der Zellmembran fuhren [86, 87]. Durch diese kdnnen die CPP ins Zytoplasma transportiert
werden, ohne das Endosom/Lysosom durchqueren zu miuissen. Im Gegensatz zu der
Modifizierung mit RGD-Peptiden zeigten die Tat-modifizierten HSA-NP eine sehr gute
Interaktion mit allen getesteten Zelltypen. Selbst niedrig (20 %) Glutaraldehyd-quervernetzte
Tat-modifizierte HSA-NP fuhrten zu einer detektierbaren Interaktion mit HEK293T-Zellen. Die
CLSM-Analyse nach 48-stiindiger Inkubation der HEK293T-Zellen mit Tat-modifizierten GA-
gv-NP zeigte eine intrazellulare Aufnahme der Nanopartikel in nahezu allen dokumentierten
Zellen, wobei auch diese in vesikularen Strukturen angeordnet waren. Funktionale Analysen
der Tat-modifizierten Nanopartikel zeigten erstmals eine Gen-expression chne Chloroquin, die
Uber die Haufigkeit einer spontanen Transfektion hinausging. Die Zugabe von Chloroquin ins
Inkubationsmedium steigerte die Genexpression der Tat-modifizierten Nanopartikel erheblich,
wodurch davon ausgegangen werden kann, dass ein Grol3teil der Tat-modifizierten GA-qv-NP
im Lysosom eingelagert wurde. Ko-Lokalisations-Experimente bestétigten den Verdacht einer
lysosomalen Einlagerung der Tat-modifizierten GA-qv-NP. Damit wird entweder nur ein
geringer Teil der Tat-modifizierten GA-gqv-NP Uber alternative Wege internalisiert oder auch
diese fuhren letztlich zur lysosomalen Einlagerung.

Bereits mehrere Studien berichteten, dass auch Tat-modifizierte Molekile zu lysosomalen
Vesikeln transportiert werden kdnnen [175, 176]. Dabei ist nicht nur der Ligand entscheidend
dafir, welcher Aufnahmeweg genutzt wird, sondern auch die zu transportierenden Molekiile
selbst. Generell hat die Grol3e der Nanopartikel einen entscheidenden Einfluss auf den
Aufnahmemechanismus [93]. Tinnemann et al. demonstrierten, dass die Grol3e der Proteine
oder Molekile, den Aufnahmeweg des daran gebundenen Tat-Peptides beeinflussen [85].
Ungebundene Tat-Peptide wurden sehr schnell internalisiert und zeigten anschlie3end eine
gleichmaRige zytoplasmatische Verteilung. Je groRBer die Moleklle waren, an die die Tat-
Peptide kovalent gebunden wurden, desto langsamer wurden sie internalisiert und umso
starker reicherten sie sich in Vesikeln an. Damit wirde sich eine Reduzierung des
Durchmessers der HSA-NP positiv auf deren Internalisierung auswirken. Lin et. al.
beschrieben, dass durch die Verwendung alternativer Desolvationsreagenzien, wie z. B.

Methanol oder Aceton die Herstellung von HSA-NP mit einer Gré3e von unter 100 nm méglich
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ist [177]. Die in der Studie von Tinnemann et al. als gro3 bezeichneten quantum dots waren
mit 20 nm allerdings zehnmal kleiner, als die in dieser Arbeit analysierten circa 200 nm grof3en
HSA-NP. Damit ist es unwahrscheinlich, dass eine Optimierung der HSA-NP bezuglich ihrer
GroRRe auf beispielsweise <100 nm ausreichen wirde, um deren Transport zu lysosomalen
Vesikeln zu verhindern. Daher war das Ziel durch die Identifizierung der optimalen
Inkubationsbedingungen fiir Tat-modifizierte GA-qv-NP einen chloroquinfreien effizienten
Gentransport zu erreichen.

Es ist bekannt, dass sich neben einer Einlagerung im Lysosom weitere Faktoren negativ auf
die Genexpressionsrate von NVA auswirken kénnen. Besonders fir Lipofektionen wurde die
Reduktion der Transfektionsrate aufgrund des Zusatzes an fotalem Kéalberserum (FKS) im
Medium beschrieben [163, 164]. Der direkte Einfluss des FKS auf die HSA-NP wurde in einer
Studie zur Lagerungsstabilitdt analysiert [170]. Dabei wurde gezeigt, dass die Lagerung in
serumhaltigem Medium negativen Einfluss auf die Stabilitdt der HSA-NP hat. Fur
serumsensitive Transfektionsmethoden wird OptiMEM® als Inkubationsmedium empfohlen. In
der Tat erhohte die Inkubation der Tat-modifizierten HSA-NP in OptiMEM® die Anzahl an
eGFP-exprimierenden Zellen deutlich im Vergleich zum Kultivierungsmedium, welches FKS
enthielt. Wurde dagegen dem OptiMEM® FKS oder bovines Serumalbumin (BSA) zugegeben,
reduzierte sich die Genexpressionsrate wieder auf das Ausgangsniveau. Interessanterweise
reduzierte die Zugabe von HSA in OptiMEM® die Genexpression geringer im Vergleich zu
BSA. Damit scheint besonders das BSA des FKS einen negativen Einfluss auf den
nanopartikularen Gentransport zu haben. Es stellt sich hierbei die Frage, ob die Stabilitat der
HSA-NP durch ein Binden des freien Albumins reduziert wird oder die Aufnahme der HSA-NP
in Konkurrenz zu dem freien Albumin steht. In beiden Féallen misste eine reduzierte Interaktion
der HSA-NP im serumhaltigen Medium im Vergleich zur Inkubation in OptiMEM® detektiert
werden. Die Interaktion der HSA-NP mit den Zellen war jedoch in OptiMEM® nicht héher als
im Kultivierungsmedium (Abb. Anhang 2), wodurch keine der Hypothesen bestétigt werden
konnte. Zudem ist fraglich, warum sich besonders das BSA negativ auf die
Genexpressionsrate auswirkt. Weiterfihrende Studien dieses Phanomens konnten zum
Verstandnis der Internalisierung von HSA-NP und damit zur weiteren Entwicklung effizienter
HSA-basierter Gentransportsysteme beitragen.

Neben dem reduzierenden Effekt des FKS missen zudem fir die Genexpression fordernde
Zusatze im OptiIMEM® enthalten sein, denn die Inkubation der Tat-modifizierten HSA-NP in
Basalmedium (Kultivierungsmedium ohne FKS) fuhrte lediglich zu einer geringen Expression
des Reportergens eGFP. Die komplette Formulierung des OptiMEM® ist nicht verdffentlich.
Allerdings ist bekannt, dass diesem Transferrin, Insulin sowie verschiedene Wachstums-
faktoren zugesetzt werden, um die Vitalitat der Zellen im serumreduzierten Milieu zu steigern.

Eine Erhdéhung der Nanopartikel-vermittelten Genexpressionsrate durch zusatzliches
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Transferrin oder Insulin im Basalmedium konnte nicht detektiert werden, obwohl beide in der
Literatur als positive Modulatoren der Transfektion beschrieben sind [178-180]. Da es keine
detaillierten Angaben zur Formulierung gibt, konnte der positive Einfluss des OptiMEM® nicht
naher eingegrenzt werden. Dennoch stellte OptiMEM® die optimale Basis des
Inkubationsmediums fiir die HSA-NP dar.

Die Zugabe von Chloroquin in OptiMEM® férderte die Genexpressionsrate der HSA-NP
zusatzlich, womit gezeigt werden konnte, dass OptiMEM® Chloroquin nicht ersetzt, sondern
erganzt. Mikroskopische Analysen zeigten allerdings morphologische Veradnderungen der
Zellen, welche mit OptiMEM® in Anwesenheit von Chloroquin behandelt wurden, was auf eine
erhohte Zytotoxizitat dieser Kombination hindeutet. Da mit diesem Ansatz eine Steigerung der
Transfektionseffizienz erreicht werden kénnte, wurde versucht, mittels endosomolytischen
Peptiden in OptiIMEM® die Wirkung des Chloroquin zu ersetzen.

In der Regel werden die NVA kovalent mit endosomolytischen Peptiden modifiziert. Einige
Studien zeigten aber, dass die direkte Zugabe von endosomolytischen Peptiden in das
Inkubationsmedium zu einer gesteigerten endosomalen Freisetzung ko-inkubierter NVA
fuhren kann. Das erste zellpenetrierende Peptid, deren Ko-Inkubation zum effizienten
Transport von Oligonukleotiden genutzt wurde, war MPGa. MPGa ist ein synthetisches Peptid,
welches eine Fusionierung aus der hydrophoben Sequenz des HIV gp41 mit der NLS der SV40
T-Antigen-Sequenz darstellt [90]. Die Ko-Inkubation Tat-modifizierter GA-qv-NP mit MPGa in
OptiMEM® steigerte die Genexpressionsrate der Nanopartikel allerdings nicht. Genauso
wurde durch Ko-Inkubation mit dem Peptid E5-Tat (Fusionspeptide der modifizierten HA2-
Sequenz des Influenzavirus mit Tat) die Genexpressionsrate der Tat-modifizierten GA-qv-NP
nicht erhoéht. Dabei zeigten Lee et al., dass Tat-Fusionsproteine (Tat-mCherry) von der Ko-
Inkubation mit E5-Tat profitierten [97]. Wahrend die Inkubation von Tat-mCherry im Lysosom
lokalisiert wurde, fihrte die Ko-Inkubation mit E5-Tat zu einer gleichmafigen
zytoplasmatischen Verteilung der mCherry-Fluoreszenz. Es ist allerdings zu beachten, dass
Tat-modifizierte HSA-NP grofl3er als Proteine sind und eventuell daher keine Steigerung der
Genexpressionsrate mittels Ko-Inkubation mit endosomolytischen Peptiden erzielt werden
konnte. Interessant ware demnach die kovalente Bindung von GALA oder E5-Tat an HSA-NP.
Dies konnte zur Erkenntnis fihren, ob die Ko-Inkubation der Tat-modifizierten HSA-NP mit E5-
Tat-Peptiden aufgrund eines Ungleichgewichtes nicht zur Freisetzung aus dem Endosom
gebracht werden konnten, HSA den endosomolytischen Effekt von Peptiden reduziert oder
aber die Ko-Inkubation nicht so effizient wie ein kovalentes Binden der Peptide ist.

Das Modifizieren der HSA-NP konnte als wichtiger Modulator der Internalisierungs- und
Genexpressionsrate identifiziert werden, wobei die effizienteste chloroquinfreie Transfektion

mit Tat-modifizierten 20 % GA-qv-NP in OptiMEM® ohne weitere Zusatze erreicht wurde.
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Alternative Quervernetzungsmethoden zur Herstellung HSA-basierender
Gentransfersysteme

Neben der Stabilisierung mit Glutaraldehyd konnen HSA-Nanopartikel mittels Hitze oder
Disulfidbriicken stabilisiert werden. Diese alternativen Quervernetzungsmethoden haben den
Vorteil, dass komplett auf chemische Reagenzien verzichtet werden kann. Denn obwohl
bereits in vielen Studien die Biokompatibilitdt Glutaraldehyd-quervernetzter HSA-NP gezeigt
wurde [148, 162, 181], gibt es auch einige Kritiker dieser Stabilisierungsmethode [137, 182,
183]. Zudem wurde ein Einfluss der alternativen Quervernetzungsmethoden auf die
intrazellulare Plasmidfreisetzung und damit auch Genexpressionsrate erwartet, da dies bereits
mit unterschiedlichen Glutaraldehyd-Quervernetzungsgraden gezeigt wurde.

Die Quervernetzung von HSA-NP mittels Hitze wurde bereits von Weber et. al. [133]
beschrieben und zudem der erfolgreiche Transport von Antisense-Oligonukleotiden mit diesen
Nanopartikeln gezeigt [137]. Die in der vorliegenden Arbeit entwickelten unmodi-fizierten und
Tat-modifizierten Plasmid-beladenen H-qv-NP unterscheiden sich nur gering in Grol3e,
Zetapotential sowie Konzentration der inkorporierten Plasmid-DNA von den aquivalenten GA-
gv-NP [152]. Die Modifizierung mit Tat-Peptiden fihrte genau wie bei GA-qv-NP zu einer
erhohten Transfektionseffizienz der H-qv-NP in HEK293T-Zellen. Auffallig war, dass H-qv-NP,
in welche das Luciferaseplasmid pCMV-Luc inkorporiert wurde, im Vergleich zu H-qv-NP mit
inkorporiertem peGFP-N1-Plasmid eine geringere Stabilitat hatten. Dies zeigte sich darin, dass
die Ergebnisse von Nanopartikeln innerhalb einer Charge nicht reproduzierbar waren. Die
Ergebnisse der H-qv-NP mit inkorporiertem peGFP-N1-Plasmid dagegen konnten reproduziert
werden, wenn auch die Transfektionseffizienz verschiedener Chargen zueinander schwankte:
Wahrend einige Chargen Tat-modifizierter H-qv-NP eine Transfektionseffizienz von circa 30 %
in OptiMEM® erreichten, waren es bei anderen Chargen maximal 3 % oder 8 %. Die Instabilitat
der H-qv-NP ist vor allem in Hinblick auf deren Einsatz in der Gentherapie bedenklich. Dabei
zeigten die Tat-modifizierten H-qv-NP hohe Genexpressionsraten in OptiMEM® ohne
Chloroquin-Zusatz, was genau wie auch die Glutaraldehyd-freie Herstellung vorteilhaft fir die
Biokompatibilitait des Gentransfersystems ist. Demnach wirde die Quervernetzung mittels
Hitze fir HSA-basierende Gentransfer-systeme eine interessante Alternative darstellen, wenn
die Stabilitat der H-qv-NP erhéht werden kénnte.

Die hier getesteten H-qv-NP wurden fir 10 min bei 70 °C inkubiert. Diese Parameter wurden
gewahlt, um die Funktionalitat der inkorporierten Plasmid-DNA gewabhrleisten zu kénnen. In
der Literatur wurden dagegen entweder héhere Temperaturen oder langere Inkubations-zeiten
zur Stabilisierung der H-qv-NP verwendet [133, 137]. Weber et al. testeten
Hitzestabilisierungen zwischen 2-48 h bei 50-70 °C und gaben an, dass erst ab 70 °C die
Inkubationszeit auf unter 24 h reduziert werden konnte um stabile Nanopartikel herstellen zu

kénnen. Demnach misste in weitergehenden Studien ermittelt werden, wie sich eine
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verlangerte Inkubationszeit oder erhohte Temperatur auf die Funktionalitat der inkorporierten
Plasmid-DNA sowie die Stabilitat und die Transfektionseffizienz der H-qv-NP auswirken
wirden. Erst dann kann das Potential der H-qv-NP fir die Gen- und Zelltherapie sicher
ermittelt werden.

Eine weitere Mdglichkeit HSA-NP zu stabilisieren, ist die Ausbildung von Disulfidbriicken.
Gong et al. verwendeten das zytotoxische [(-Mercaptoethanol zur Reduzierung von
Disulfidbriicken, um Albumin-basierte Nanopartikel herzustellen [131, 184]. In einer kiirzlich
erschienen Publikation etablierten Wang et al. die Stabilisierung von Curcumin-beladenen
HSA-Nanopartikeln mittels Glutathion (GSH), welches biokompatibel ist. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Nutzung des GSH fir die Herstellung DNA-beladener Disulfidbricken-
stabilisierter HSA-NP (D-qv-NP) erweitert. Die Grof3e der D-qv-NP war vergleichbar mit der
Glutaraldehyd- und Hitze-quervernetzter HSA-NP. Dies war zu erwarten, da die
Quervernetzung einen geringeren Einfluss auf die GroRe der HSA-NP hat als z. B. das
Desolvationsreagenz, welches bei allen Stabilisierungsmethoden Ethanol war [132, 177].
Langer et. al. beschrieben, dass zudem der pH-Wert sowie die Konzentration der initialen
HSA-L6sung entscheidend die Gréf3e der GA-gv-NP beeinflussen [132]. Auch flr die D-qv-NP
konnte eine Abhangigkeit der GroRe von der ausgehenden HSA-Konzentration festgestellt
werden. Ein wesentlicher Unterschied der Disulfidbricken-stabilisierten HSA-NP zu den
Glutaraldehyd- und Hitze-quervernetzten HSA-NP ist, dass diese ein positives Zetapotential
in Wasser haben (circa 10 mV). Fir viele Nanopartikelformulierungen wurde bereits gezeigt,
dass sich ein positives Zetapotential férderlich auf die Bindung der Nanopartikel an die negativ
geladene Zellmembran auswirkt [185]. Es ist aber moglich, dass tber eine stark positive
Ladung (>30 mV) diese so intensiv mit der Membran der Zellen interagiert, dass irreparable
Locher entstehen, wodurch sich die Zytotoxizitat dieser Nanopartikel erhéhen wiirde [59, 185].
In dieser Arbeit konnte mit D-qv-NP behandelten Zellen keine erhéhte Zytotoxizitdt oder
morphologische Veranderungen festgestellt werden.

Neben einer erhdhten Bindung konnten die D-qv-NP zudem einen Vorteil bei der
intrazellularen Plasmidfreisetzung haben, da die Spaltung von Disulfidbricken ein standig
ablaufender Prozess in Zellen ist. Die Plasmidbeladung der D-qv-NP wurde indirekt Gber die
DNA-Konzentration im Uberstand ermittelt. In keinem der analysierten Uberstande konnte
Plasmid-DNA analysiert werden, was auf eine komplette Inkorporierung der Plasmid-DNA in
die D-qv-NP schlieBen lasst (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der nicht vorhandenen
Autofluoreszenz mussten die D-qv-NP zur direkten In-vitro-Charakterisierung mit PromoFluor
markiert werden. An hMSC und HEK293T-Zellen zeigten die markierten D-qv-NP eine sehr
gute Bindung. Aber obwohl die Funktionalitdt der Plasmid-DNA nach Einbindung in die

Nanopartikel nicht beeintrachtigt wurde, konnte nur eine sehr geringe Genexpressionsrate in
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HEK293T-Zellen detektiert werden. Somit ist anzunehmen, dass die positive Ladung der
D-gv-NP nicht allein zum effizienten Gentransfer ausreicht.

Zur Evaluierung der Transfektionseffizienz der D-qv-NP mit den anderen HSA-Formu-
lierungen, wurden auch diese mit Tat-Peptiden modifiziert. Funktionale Analysen zeigten
erneut, dass die Tat-Modifizierung die Genexpressionsrate im Vergleich zu unmodifizierten
HSA-NP erheblich steigerte. Aber wie auch bei den Tat-modifizierten Glutaraldehyd- und
Hitze-quervernetzten HSA-NP musste fur eine effiziente Genexpression des Reportergens
eGFP dem Medium Chloroquin zugesetzt werden.

Alternative Quervernetzungsmethoden andern damit nichts an der Tatsache, dass Tat-
modifizierte HSA-NP im Lysosom eingelagert werden. Hierfir sind entweder der Ligand Tat,
das HSA selbst oder die physikochemischen Eigenschaften der HSA-NP ausschlaggebend.
Denn wéahrend unmodifizierte D-qv-NP ein positives Zetapotential aufweisen, erhalten sie
durch PEGylierung und Tat-Modifizierung ein negatives Zetapotential. Die Aufnahme der Tat-
modifizierten D-qv-NP sollte damit theoretisch vergleichbar mit der der Tat-modifizierten
Glutaraldehyd- und Hitze-quervernetzten HSA-NP sein. Ein Vorteil dieser Formulierung kénnte
somit nur aus einer verbesserten Plasmidfreisetzung resultieren.

Die intrazellulare Freisetzung der Plasmid-DNA wurde indirekt anhand der Transfektions-
effizienz analysiert. Qualitative Analysen der Genexpressionsrate Tat-modifizierter peGFP-
N1-beladener D-qv-NP in der Fluoreszenzmikroskopie lieRen im Vergleich zu GA-qv-NP und
H-gv-NP keinen sichtbaren Vorteil dieser Formulierung erkennen. Zur Quantifizierung wurden
pCMV-Luc-beladene D-qv-NP hergestellt. Der Vergleich der Luciferaseaktivitat von Zellen, die
mit Tat-modifizierten GA-, H- oder D-qv-NP inkubiert wurden, zeigte die hdchste
Genexpressionsrate nach Behandlung mit Tat-modifizierten D-qv-NP. Die Unterschiede sind
fur einen Luciferase-Assay allerdings zu gering, um eindeutig die Stabilisierung Uber
Disulfidbriicken als effizienteste Quervernetzungsmethode DNA-beladener HSA-NP
bestimmen zu kdnnen. Dies bedeutet wiederum, dass entweder die Formulierung fur die
Effizienz des Gentransports eine untergeordnete Rolle spielt oder aber der Einfluss aufgrund
der lysosomalen Einlagerung der HSA-NP nicht detektiert werden kann. Fir die D-qv-NP
wurde ein deutlicher Vorteil bei der intrazellularen Plasmidfreisetzung erwartet, da diese
Partikelformulierung komplett mittels endogener Enzyme degradiert werden kann. Allerdings
wurden diese, wie auch schon die Glutaraldehyd- und Hitze-quervernetzten Nanopartikel,
groftenteils im Lysosom eingelagert. Durch den lysosomotropischen Wirkstoff Chloroquin
konnten die Nanopartikel aus dem Lysosom freigesetzt werden, wurden aber eventuell auch
in ihrer Struktur veréndert bzw. bereits durch die Lagerung in den Lysosomen degradiert, was
Einfluss auf die Formulierungen sowie Plasmidfreisetzung haben kénnte. Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die D-qv-NP im Vergleich zu den anderen HSA-Formulierungen

intrazellular schneller degradiert werden wirden, wenn die HSA-NP mit einem
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Aufnahmemechanismus in die Zelle gelangen wirden, der nicht zur Einlagerung der
Nanopartikel im Lysosom fiihrt.

Die D-qv-NP sind in ihrer Transfektionseffizienz vergleichbar mit 20 % Glutaraldehyd-
quervernetzten HSA-NP, aber Verwendung toxischer Reagenzien bei deren Herstellung. Sie
stellen damit fur die Entwicklung von HSA-basierenden Gentransportsystemen eine
Alternative zu GA-qv-NP dar. Demnach ware von Interesse, in weiteren Studien Mdglichkeiten
zu identifizieren, wie der Endosom-Lysosom-Weg umgangen werden kann, um einerseits
langfristig eine chloroquinfreie HSA-basierte Transfektionsmethode zu etablieren und

andererseits das volle Potential der D-qv-NP ermitteln zu kénnen.

Evaluierung der HSA-basierenden Gentransfersysteme in Bezug auf ihre
Transfektionseffizienz und Biokompatibilitat

Die vielen in der Literatur beschriebenen nicht-viralen Alternativen (NVA) werden aufgrund der
geringen Effizienz und/oder Zytotoxizitat bis dato nicht zum Gentransfer in der Zell- und
Gentherapie eingesetzt. Daher sollten die entwickelten Plasmid-beladenen HSA-NP beziiglich
ihrer Transfektionseffizienz und Zytotoxizitat evaluiert werden. Die Evaluierung wurde anhand
vergleichender Studien mit den Standard-Transfektionsmethoden (STM) Calcium-Phosphat,
FuGene® HD und Lipofectamine®2000 durchgefihrt.

Zur Einordnung der Transfektionseffizienz der optimierten HSA-Formulierungen wurden
hMSC, BJ-Fibroblasten und HEK293T mit dem peGFP-N1-Plasmid transfiziert und die
Genexpressionsrate des eGFP durchflusszytometrisch quantifiziert. Wie erwartet, zeigte sich
eine grolRere Differenz der Transfektionseffizienz zwischen den unterschiedlichen Zelltypen,
als zwischen den verschiedenen getesteten Transfektionsmethoden. Wahrend HEK293T-
Zellen leicht zu transfizieren sind, sind Primar- und Stammzellen als schwer zu transfizieren
beschrieben [186]. Dies bestatigte sich fir alle hier getesteten Transfektionsmethoden.
Tatséchlich wurde fir die Kombination der HEK293T-Zellen mit FuGene® HD oder
Lipofectamine®2000 eine Transfektionseffizienz von fast 100 % erreicht. BJ-Fibroblasten
lieBen sich dagegen sehr ineffizient transfizieren (maximal 36 % nach 72 h mit Lipo-
fectamine®2000), wahrend hMSC kaum detektierbare eGFP-Expression zeigten.

Im Vergleich zu den STM wurde mit den Tat-modifizierten HSA-NP eine geringere
Genexpressionsrate in HEK293T-Zellen erreicht. Die Inkubation mit Tat-modifizierten D-qv-NP
fuhrte in circa 30 % der HEK293T-Zellen zur eGFP-Expression, was der Transfektions-
effizienz von Calcium-Phosphat entspricht. Verglichen mit den anderen STM war die Calcium-
Phosphat-Methode bei allen getesteten Zelltypen am ineffizientesten. Damit konnten in der
vorliegenden Arbeit zwar bereits grof3e Fortschritte in der Genexpressionsrate der HSA-NP
gemacht werden, an die Effizienz der kommerziell erhéltlichen Transfektions-reagenzien

reichen sie dennoch noch nicht heran.
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Dieses Ergebnis steht mehrfach im Widerspruch zu der einzigen in der Literatur beschriebenen
Studie, in der zuvor DNA-beladene HSA-NP zum Gentransfer eingesetzt wurden. Mo et al.
[130] detektierten nach Inkubation mit Plasmid-beladenen, unmodifizierten 200 % GA-qv-NP
eine sechsmal hohere Transfektionseffizienz als mit Lipofectamine® (Anmerkung:
Lipofectamine® ist das Vorlaufer-Reagenz von Lipofectamine®2000 und wird von
LifeTechnologies nicht mehr vertrieben). Dabei wurde die Transfektionseffizienz anhand der
Expression des Reportergens yellow fluorescent protein (YFP) in ARPE-19-Zellen (humane
retinale Pigmentepithel-Zelllinie) ermittelt und erreichte bereits nach 48 h 86 %. Es ist
allerdings fraglich, wie zwischen der Autofluoreszenz der GA-qv-NP und dem Reportergen
YFP differenziert wurde, da beide im gleichen Fluoreszenzkanal ihre Absorptionsmaxima
haben. Die Autoren zeigten, dass unbeladene 200 % GA-gv-NP zu einem Hintergrund von nur
2 % fuhrten und damit die GA-qv-NP entweder kaum mit den Zellen interagierten oder nach
48 h fast komplett degradiert wurden. Im Vergleich dazu zeigten in der vorliegenden Arbeit
100 % GA-qv-NP eine sehr gute Interaktion mit unterschiedlichen Zelltypen. Diese stark
guervernetzten GA-qv-NP wurden allerdings kaum mehr intrazellular degradiert und es konnte
keine Genexpression detektiert werden. Diese kontroversen Ergebnisse missen daher mit
dem unterschiedlichen verwendeten Zelltypen erklart werden. So kénnten die Aufnahme und
intrazellulare Verteilung der GA-qv-NP in ARPE-19-Zellen aufgrund zellspezifischer
Mechanismen im Vergleich zu den in dieser Arbeit getesteten Zelltypen effizienter erfolgen.
Demnach ist auch mdglich, dass HSA-NP von diesen Zellen mittels alternativer Wege
internalisiert werden, die nicht zur Einlagerung im Lysosom fiihren.

Im Fokus der Etablierung von HSA-basierenden Gentransfersystemen fir die Gen- und
Zelltherapie sollte neben der Transfektionseffizienz auch die Biokompatibilitdt stehen. Die
Analyse der humanen Fibroblasten (MrC-5) nach 24-stiindiger Inkubation mit Tat-modifizierten
HSA-NP und STM zur Bestimmung der Zytotoxizitat zeigte, dass keines der getesteten
Transfektionsreagenzien die relative Stoffwechselaktivitat reduzierte. Im Gegensatz dazu war
eine leichte Reduzierung der relativen Proliferationsrate nach Calcium-Phosphat-Behandlung
messbar. Die Inkubation mit Lipofectamine®2000 reduzierte die relative Proliferationsrate der
MrC-5-Zellen um mehr als 40 %. Dies zeigte sich bereits in einer Reduzierung der
prozentualen Anzahl transfizierter Zellen Uber den analysierten Zeitraum. Damit wies das
einzige STM, das zu einer detektierbaren Genexpressionsrate in schwer zu transfizierenden
Zellen wie den BJ-Fibroblasten und hMSC fiihrte, eine erhbhte Zytotoxizitéat auf und spiegelt
damit die aktuelle Problematik der meisten Transfektions-methoden fur Primar- und
Stammzellen wider: Entweder sind sie nicht effizient oder zytotoxisch.

Gesucht war ein Gentransfersystem speziell zur biokompatiblen nicht-viralen Modifizierung
von Primar- und Stammzellen. Denn besonders die Primér- und Stammzellen reagieren

sensibel auf Stressfaktoren, was zu einer Beeinflussung der Proliferation filhren kann [187].
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Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer geeigneten Transfektionsmethode mit hoher
Effizienz und geringer Toxizitat. Die Tat-modifizierten HSA-NP zeigten in den
Zytotoxizitatstests keine negativen Effekte. Die Unbedenklichkeit des HSA wurde bereits durch
die FDA-Zulassung des Abraxane®, ein HSA-basiertes Tumortherapeutikum, bekun-det [169].
In dieser Arbeit konnte dies bestatigt werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Modifizierung der HSA-NP mit Tat-Peptiden die Biokompatibilitat der HSA-NP nicht
beeintrachtigt. Damit sind diese bezlglich ihrer Biokompatibilitdt grundsatzlich unbedenklich

und zum nicht-viralen Gentransfer geeignet.

Einschatzung des Potentials HSA-basierender Nanopartikel fir einen
nicht-viralen Einsatz in der Gen- und Zelltherapie

Die Untersuchungen zur Etablierung und Optimierung der HSA-NP zum Gentransfer erfolgte
mit HEK293T-Zellen. Diese sind leicht zu transfizieren und Anderungen der
Gentransfersysteme beziglich ihrer Effizienz kénnen direkt analysiert werden. Da aber in der
Gen- und Zelltherapie die HSA-NP zur genetischen Modifizierung von Primér- und
Stammzellen eingesetzt werden sollen, wurden diese zusatzlich in BJ-Fibroblasten und hMSC
getestet.

Wahrend die RGD- und Tat-modifizierten 100 % GA-qv-NP von hMSC sehr gut internalisiert
wurden, fihrte weder die Inkubation mit modifizierten GA-qv-NP, H-qv-NP oder D-qv-NP zu
einer detektierbaren Genexpression des Reportergens eGFP. Humane mesenchymale
Stammzellen werden, genau wie BJ-Fibroblasten, als schwer zu transfizieren klassifiziert.
Dabei stellt die genetische Modifizierung von hMSC eine besondere Hirde dar. Im Gegensatz
zu anderen schwer zu transfizierenden Zellen gibt es fur hMSC nur sehr wenige erfolgreiche,
nicht-virale Transfektionsmethoden [188]. Eine der effizientesten davon ist die Nukleofektion,
mit der bis zu 45 % einer hMSC-Population transfiziert werden kdnnen [46]. Nach der
Elektroporation ist allerdings das Proliferationsverhalten der hMSC stark reduziert, sodass die
Anwendung dieser Methode einschrankt ist. Damit gibt es z. B. flr die Ex-vivo-Tumortherapie
mit hMSC bis dato keine Alternative zu viralen Vektoren. DNA-beladene HSA-NP waren
bezlglich ihrer Biokompatibilitat eine gute Alternative, zur genetischen Verédnderung von
hMSC muss aber deren Transfektionseffizienz deutlich gesteigert werden.

Anders zeigten einige BJ-Fibroblasten nach Inkubation mit HSA-NP (20 % GA-qv-NP, H-gv-
NP und D-qv-NP) eine Expression des Reportergens eGFP, womit erstmals ein HSA-
vermittelter Gentransfer in Primarzellen gezeigt wurde. In diesen Zellen wurde allerdings mit
unmodifizierten HSA-NP eine hohere Transfektionseffizienz als mit Tat-modifizierten HSA-NP
erreicht. Dies widerspricht den Ergebnissen der Interaktionsstudien, welche zeigten, dass die
Tat-modifizierten GA-gqv-NP sehr gut mit BJ-Fibroblasten interagierten und auch internalisiert
wurden, wahrend die unmodifizierten HSA-NP kaum mit den BJ-Fibroblasten interagierten.

Diese Widerspriche unterstreichen die zuvor aufgestellten Zweifel, dass Interaktionsstudien
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zur Identifizierung von effizienten Gentransfersystemen geeignet sind. Demnach muissen
bereits in der Etablierungsphase der Gentransfersysteme diese in Transfektionsstudien mit
den Zielzellen eingesetzt werden.

Auffallig war zudem, dass sich die Inkubation in chloroquinhaltigem Medium weder auf die
Transfektionseffizienz in hMSC noch in BJ-Fibroblasten positiv auswirkte. Die héochste
Genexpressionsrate zeigten die Primar- und Stammzellen, wenn sie mit den HSA-NP in
OptiMEM® inkubiert wurden. Dabei wurden in Vorversuchen die optimalen Chloroquin-
Konzentrationen fir die verschiedenen Zelltypen ermittelt, um zytotoxische Effekte zu
vermeiden. Zeilhofer et al. zeigten, dass Chloroquin in einigen Zelltypen zum Proliferations-
stopp fuhren kann, was wiederum im Zusammenhang mit einer niedrigen Genexpressions-
rate stehen kénnte [189]. Fur viele NVA wird davon ausgegangen, dass ihre inkorporierte DNA
nur wahrend der Mitose in den Zellkern gelangen kann. Die Behandlung mit Chloroquin zeigte
sich in den getesteten Primar- und Stammzellen als ungeeignet und fiihrte demnach nicht zu
einer gesteigerten Freisetzung der im Lysosom lokalisierten HSA-NP. Somit muss zum
effizienten, HSA-vermittelten Gentransfer in Primér- und Stammzellen eine Chloroquin-
unabhangige, endo- bzw. lysosomale Freisetzung der Plasmid-DNA erreicht werden.

Das Polymer Polyethylenimin (PEI) wurde bereits mehrfach als endosomolytisches Reagenz
zum nicht-viralen Gentransfer eingesetzt und auch HSA-Nanopartikel, in welche PEI
inkorporiert oder mit PEI beschichtet wurden, sind in der Literatur beschrieben [147, 148] —
jedoch wurden diese bisher nicht zur Transfektion von Primar- und Stammzellen eingesetzt.
Aus Vorversuchen ging hervor, dass die Beschichtung Tat-modifizierter 20 % GA-qv-NP mit
PEI die Transfektionseffizienz dieser reduzierte. Die Genexpressionsrate unmodifizierter 20 %
GA-qv-NP wurde dagegen durch die PEI-Beschichtung gesteigert. Die hochste
Transfektionseffizienz wurde allerdings in Zellen erreicht, welche nur mit den Polyplexen aus
PEI und Plasmid-DNA (PEI-Polyplexen) inkubiert wurden. Dies deutete darauf hin, dass HSA
den positiven Effekt des PEI in HEK293T-Zellen vermindert und durch die Modifikation mit Tat-
Peptiden dieser nochmals reduziert wird. Mdglich ist demnach auch, dass aus unmodifizierten
20 % GA-qv-NP Plasmid-DNA freigesetzt wurde, die zusammen mit PEI zu einer moderaten
Genexpressionsrate fuhrte. Gleiche Ergebnisse wurden mit PEI-beschichteten D-qv-NP
erreicht, sodass sich ausschlieen lasst, dass dieser Effekt auf einer negativen
Wechselwirkung des PEI mit Glutaraldehyd beruht.

Interessanterweise fuhrte eine Inkubation der PEI-Polyplexe auch zu einem erfolgreichen
Gentransfer in den Priméar- und Stammzellen. Nicht nur BJ-Fibroblasten zeigten nach
Inkubation mit PEI-Polyplexen eine moderate Anzahl eGFP-exprimierender Zellen — auch die
hMSC. Damit konnte gezeigt werden, dass PEIl, im Gegensatz zu Chloroquin, als
endosomolytisches Reagenz in Primar- und Stammzellen geeignet ist. Da aber PEI-

beschichtete HSA-NP in HEK293T-Zellen eine niedrigere Transfektionseffizienz im Vergleich
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zu PEI-Polyplexen hatten, muss getestet werden, wie sich eine Inkorporierung des PEI in die
HSA-NP auf die Genexpressionsrate auswirken wirde. Die Inkorporierung des PEI kdnnte
seine zytotoxische Wirkung reduzieren, da diese hauptséchlich durch die unspezifische
Bindung des kationischen Polymers an die negativ geladene Zellmembran ausgel&st wird [86].
Andererseits konnte intrazellular die endosomolytische Aktivitat des PEI zum Tragen kommen,
wenn die Degradierung der HSA-NP vorangeht. Auch ist es mdglich, dass die Ladung des
HSA und Tat-Peptides die Pufferkapazitat des PEI und damit auch sein endosomolytisches
Potential beeinflusst. Zu einem erfolgreichen Gentransfer misste somit das optimale
Verhaltnis der Reagenzien zueinander analysiert werden.

Neben dem Potential von PEI als endosomolytisches Reagenz konnte weiterfiihrend gezeigt
werden, dass PEI und Chloroquin nicht identisch wirken bzw. sich erganzen kénnen, was
wiederum der Studie von Akinc et al. widerspricht. In deren Studie fuhrte die Chloroquin-
Zugabe nicht zu einer Steigerung der Genexpressionsrate von PEI-Polyplexen [190], da
theoretisch beide Reagenzien den gleichen endosomolytischen Effekt auslésen sollten. In der
vorliegenden Arbeit wurde fir die Nanopartikel-vermittelte Genexpression von D-qv-NP
dagegen ein Anstieg von 7,7 % nach Chloroquin-Zugabe bzw. 1,0 % nach PEI-zugabe auf
50,3 % in HEK293T-Zellen gemessen, wenn diese mit einer Kombination aus Chloroquin und
PEI inkubiert wurden (Abb. Anhang 4). Der gleiche Effekt konnte fur die freie Plasmid-DNA
beobachtet werden. Durch die alleinige Zugabe von PEI wurde aber die Transfektions-effizienz
der freien Plasmid-DNA starker erhdht als nur mit Chloroquin als Zusatz, da PEI auch die
Aufnahme der sonst kaum internalisierten Plasmid-DNA férdern kann.

Die Kombination von Chloroquin mit PEI scheint hingegen eine Engstelle des Gentransportes
bzw. der Plasmidfreisetzung durchbrochen zu haben. Demnach ware interessant, ob auch die
Ko-Inkubation oder Modifizierung von HSA-PEI-NP mit endosomo-lytischen Peptiden, wie
z. B. GALA oder E5-Tat, eine Steigerung der Transfektionseffizienz erreichen wirde - vor
allem vor dem Hintergrund, dass Chloroquin in den Primar- und Stammzellen keinen positiven
Effekt auf die Genexpressionsrate hatte, und gerade in diesen Zellen aber eine deutliche
Steigerung der Transfektionseffizienz erreicht werden muss, um Einsatz in der Gen- und
Zelltherapie zu finden.

Mit der unzureichenden Internalisierung, lysosomalen Einlagerung oder geringen Plasmid-
freisetzung im Zytosol konnten wichtige Hirden des HSA-basierenden Gentransfers
identifiziert und Ansatze zur Uberwindung dieser formuliert werden, damit in Zukunft effiziente
und biokompatible Gentransfersysteme fir die Gen- und Zelltherapie entwickelt werden
kénnen (Abb. 42). Neben den bereits diskutierten Hirden des Gentransports ist besonders die
Uberwindung der Kernmembran in Primar- und Stammzellen problematisch. Diese Zellen
proliferieren in der Regel sehr viel langsamer als entartete Tumorzellen, wodurch die Plasmid-

DNA seltener in den Zellkern gelangen kann. Die Proliferationsrate von Primar- und
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Stammzellen kann nicht erhdéht werden. Somit missen die vorigen Hirden entsprechend

effizient Gberwunden werden, um auch in diesen Zellen hohe Genexpressionsraten erreichen

zu konnen.
Unzureichende Lysosomale Starke NP- Geringe
Internalisierung Einlagerung/ Quervernetzung Populations-
Degradierung verdopplungsrate
Eintrittin die Zell Intrazellularer . . Freisetzung der . . Uberwinden de\ Genexpression
LLIRUIICIC e”e_»/ Transport ~ ~ Plasmid-DNA ~~ ~ Kernmembran P
Ao
hohe

Modifizierung mit Endosomo- niedrige NP- Populations-

Liganden lytische Agenzien Quervernetzung verdopplungsrate

Abbildung 42: Hirden des Gentransport -Prozess und Mdglichkeiten diese zu tUberwinden.

Verschiedene Hiurden des Gentransportes (rote Dreiecke) wirken sich negativ auf die
Genexpressionsrate aus (roter Pfeil). Entsprechende Lésungsansatze (griine Dreiecke) kénnen zur
Uberwindung der Hiirden und damit zur Erhéhung der Genexpressionsrate beitragen (griiner Pfeil).

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit erfolgreich HSA-basierende Gentransfersysteme
entwickelt und evaluiert werden. Die Transfektionseffizienz der HSA-NP wurde durch die
Modifizierung mit dem zellpenetrierenden Peptid Tat sowie durch die Inkubation in serumfreien
Medien, wie OptiMEM®, gesteigert. Durch die Etablierung des Trypanblau als Quencher der
HSA-Autofluoreszenz, waren eindeutige Unterscheidungen der intra- oder extrazellularen
Lokalisation der HSA-NP mdglich. Aufgrund der Lokalisierung der HSA-NP im Lysosom war
die Inkubation mit Chloroquin fur die Genexpressionsrate in HEK293T-Zellen fdrderlich,
allerdings nicht in Primar- und Stammzellen. Eine geringe Glutaraldehyd-Quer-
vernetzungsrate stellte sich als positiv fir den Gentransport dar, wobei mit Hitze- und
Disulfidbriicken weitere Glutaraldehyd-freie Quervernetzungsmethoden identifiziert werden
konnten. Die HSA-NP stellen damit ein geeignetes biokompatibles Gentransfersystem dar. Um
aber in Zukunft die HSA-NP als nicht-virale Alternative in der Gen- und Zelltherapie einsetzen
zu konnen, muss die Transfektionseffizienz in den schwer zu transfizierenden Primér- und

Stammzellen weiter gesteigert werden.

Ausblick

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zeigten, dass es zur Etablierung nicht-viraler
Gentransfersysteme fir die Gen- und Zelltherapie zahlreiche Hirden gibt, die Uberwunden

werden missen, um eine Alternative zu den unsicheren, aber effizienten viralen Vektoren
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darstellen zu kénnen. Verschiedene Lésungsansatze wurden identifiziert, um diese Hirden zu
umgehen, doch waren die Ergebnisse der zur Etablierung genutzten Zelllinien nur bedingt auf
die Primar- und Stammzellen tbertragbar. Die Entwicklung und Analyse der NVA sollte daher
kunftig direkt in den Zielzellen erfolgen. Dadurch ist zu erwarten, dass vermehrt Zelltyp-
spezifische Gentransfersysteme entwickelt werden und weniger welche, die gleichermalien
effizient in Zelllinien, Primér- oder Stammzellen sind.

Die in dieser Arbeit etablierten und optimierten HSA-NP zeigten die Tendenz in lysosomalen
Vesikeln eingelagert zu werden. Fir einen effizienten Gentransport missen die HSA-NP somit
in der Lage sein dieser Einlagerung zu entkommen. Die Zugabe des lysosomo-tropischen
Reagenz Chloroquin férderte die Transfektionseffizienz der HSA-NP in HEK293T-Zellen, nicht
aber in den Primar- und Stammzellen. Mit Polyethylenimin (PEI) konnte bereits ein Reagenz
identifiziert werden, welches auch in diesen Zellen eine endosomolytische Aktivitat besitzt.
Weitere Polymere, wie z. B. PAMAM, sind bereits als endosomolytisch bekannt und kénnten
bezuglich ihrer Effizienz und Zytotoxizitat in Priméar- und Stammzellen getestet werden.
Kombinierte Nanopartikel aus HSA und endosomolytischen Polymeren (HSA-Polymer-NP)
kénnten demnach eine hoffnungsvolle Basis flr Gentransfersysteme flr schwer zu
transfizierende Zellen sein. Zudem ist die Auswahl der Liganden, mit denen die HSA-NP
modifiziert werden koénnen, nicht ausgeschopft und stellt nach wie vor ein interessantes
Instrument dar, um einerseits um beispielsweise die Spezifitit und Effizienz des
Gentransfersystems zu modulieren und um andererseits eine Einlagerung im Endosom bzw.
Lysosom zu umgehen. Spezielle synthetische endosomolytische Liganden kdnnten dabei nicht
nur zur Modifizierung von HSA-NP, sondern auch von HSA-Polymer-NP verwendet werden,
um einen effizienten Gentransport der Nukleinséduren zu erreichen.

Um langfristig die viralen Vektoren ersetzen zu kdnnen, bietet aber nicht nur die Formulierung
des nanopartikularen Transportsystems Optimierungsansatze, sondern auch das genetische
Material selbst. Die Generierung von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen)
mittels messenger RNA (mRNA) ist die derzeit effizienteste Reprogram-mierungs-Methode
und hat gegentber DNA-Vektoren zusatzlich den Vorteil, dass das Sicherheitsrisiko geringer
ist. Die Inkorporierung von mRNA statt Plasmid-DNA in HSA-NP wurde bisher nicht gezeigt,
kénnte aber ein interessanter Ansatz fir die effiziente virusfreie Generierung von iPS-Zellen
sein [30, 191], da dies die Internalisierungsrate der mRNA und damit die
Reprogrammierungsrate steigern kénnte.

Letztlich muss die Transfektionseffizienz der nicht-viralen Alternativen in Primér- und
Stammzellen erhéht werden, ohne dass gleichzeitig die Zytotoxizitat gesteigert wird. Daftr
grundlegend ist die weitere Erforschung der zellularen Mechanismen, die den effizienten

Gentransport bedingen. Denn obwohl bereits flr viele nicht-viralen Alternativen versucht
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wurde das Design der Viren zu adaptieren, sind Viren nach wie vor erfolgreicher darin ihre

Nukleinsduren bis zum Zellkern der Wirtszelle zu transportieren.
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Abbildung Anhang 1: Interaktion PF633-markierter GI  utaraldehyd-quervernetzter HSA-NP mit
hMSC. Inkubation der hMSC mit unterschiedlichen Konzentrationen RGD-modifizierter
PromoFluor633-markierter 40 % bzw. 100 % GA-qv-NP. Parallel wurden Zellen mit RAD-
modifizierten PromoFluor-markierten GA-qv-NP behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen
durchflusszytometrisch analysiert. Die Werte stellen die mittlere Fluoreszenzintensitat tiefrot
fluoreszierender Zellen dar.
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Abbildung Anhang 2: Interaktion Glutaraldehyd-querv ernetzter HSA-NP mit hMSC in
unterschiedlichen Inkubationsmedien. Inkubation der hMSC mit 50 pg/cm2 RAD- bzw. RGD-
modifizierter 60 % GA-qv-NP in Kultivierungsmedium (KM), KM ohne FKS (KM-FKS) oder OptiMEM®
(OM). Die GA-qv-NP wurden ohne weitere Markierung anhand ihrer griinen Autofluoreszenz detek-
tiert. Die Werte stellen die prozentuale Anzahl griin fluoreszierender Zellen nach 24 h dar.
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Abbildung Anhang 3: Genexpression PEI-beschichteter Disulfidbriicken-stabilisierter HSA-
NP in HEK293T-Zellen. Inkubation der HEK293T-Zellen mit PEl-beschichteten D-qv-NP mit
inkorporiertem  peGFP-N1-Plasmid  (unmodifiziert oder Tat-modifiziert) fur 24h in
Kultivierungsmedium mit 0,1 mM Chloroquin. Zur Kontrolle wurden die Zellen &quivalent mit PEI-
beschichteter Plasmid-DNA (PK) oder nur dem Medium inkubiert (ZK). Nach 72 h wurde die
Expression des Reportergens eGFP fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert. Dargestellt sind
reprasentative Ausschnitte der Dokumentation mittels Phasenkontrast und FITC-Filter. Der
Messbalken entspricht 200 pm.
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Abbildung Anhang 4: Genexpression Disulfidbriicken-s tabilisierter HSA-NP nach Chloroquin-

und PEI-Zugabe. HEK293T wurden mit D-qv-NP (Plasmid peGFP-N1 inkorporiert) fir 24 h in
verschiedenen Inkubationsmedien inkubiert: Kultivierungsmedium mit Chloroquin (CH), mit PEI (PEI)
oder mit Chloroquin und PEI (CH + PEI). Parallel wurden Zellen mit Plasmid-DNA behandelt (PK).
72 h nach der Behandlung wurde der prozentuale Anteil eGFP-exprimierender Zellen im Durch-

flusszytometer quantifiziert. Die Werte stellen die statistischen Mittelwerte mit Standardabweichung
dar (n = 3).
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