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Kurzzusammenfassung

Die regenerative Medizin ist ein multidisziplinares Forschungsfeld mit dem Ziel, bescha-
digtes Gewebe und dessen biologische Funktion wiederherzustellen oder vollstandig zu
ersetzen. Durch eine Kombination von Biomaterialien, Biomolekilen und Zellen werden
biologisch inspirierte Umgebungen geschaffen sowie Zellfunktionen gezielt gesteuert.
Der Einsatz von nanopordsen Silica-Nanopartikeln (NPSNPs) als Freisetzungssystem zur
Verbesserung der derzeitigen Ansétze hat im Laufe der Jahre zunehmend Aufmerksam-
keit erlangt. Mit ihnen als Plattform kdnnen maligeschneiderte Freisetzungssysteme, die
eine kontrollierte und ortsspezifische Freisetzung von Biomolekilen ermdéglichen, fur
verschiedenste Anwendungen entwickelt werden.

Den Schwerpunkt des ersten Teils dieser Arbeit stellt die Synthese zweier verschiedener
Sorten NPSNPs sowie deren Oberflachenmodifizierung mit unterschiedlichen funktio-
nellen Gruppen mittels der post-grafting-Methode dar. Die Variation der Oberflachen-
eigenschaften ermdglichte unterschiedliche Wechselwirkungen mit Biomolekiilen, so-
dass die Immobilisierungsmenge und das Freisetzungsverhalten eingestellt werden konn-
ten.

Darauf aufbauend widmet sich der zweite Teil der Entwicklung eines intrazelluléren
Drug Delivery-Systems fur short interfering-Ribonukleinséduren (siRNAs) mittels der
synthetisierten und modifizierten Silica-Nanopartikel. Mithilfe von siRNAs lassen sich
einzelne Genexpressionen herunterregulieren, wodurch Zelleigenschaften gezielt beein-
flusst werden kénnen. Um eine effektive Aufnahme in Zellen zu gewahrleisten, wurden
die siRNA-beladenen Nanopartikel mit einer Lipidhille versehen. Neben der Zytotoxizi-
tat der entwickelten Nanotrdger wurde die F&higkeit, die SIRNAs innerhalb von Zellen
wieder freizusetzen, Uber die Herunterregulierung eines Testproteins untersucht. Die
in vitro-Experimente lieferten vielversprechende Ergebnisse und es konnte eine
Herunterregulierung (Knockdown) bis zu 45 % verzeichnet werden. Dariber hinaus
zeigte sich, dass die Zellaufnahme, die Zellviabilitadt und die Transfektionseffizienz von
Parametern wie der Partikelgréfie bzw. -morphologie sowie der Zusammensetzung der
Lipidformulierung abhé&ngen.

Im Mittelpunkt des letzten Teils steht der Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial
growth factor), der maRgeblich an der Bildung neuer BlutgefaRe beteiligt ist. Das ent-
wickelte Freisetzungssystem auf Basis der Silica-Nanopartikel fand als Fullmaterial in
einer Gerdststruktur aus Fibrin, die mithilfe von Endothelzellen pravaskularisiert werden
sollte, Anwendung. Dafiir wurde die Immobilisierung des Wachstumsfaktors auf
NPSNPs und die anschlieBende Freisetzung analysiert. Zudem wurde der Einfluss von in
Fibrin eingebetteten, VEGF-beladenen Nanopartikeln auf die Kapillarbildung von En-
dothelzellen in vitro beurteilt. Die Untersuchungen demonstrierten eine kontinuierliche
und langfristige Freisetzung des Wachstumsfaktors von den NPSNPs und einen positiven
Effekt auf die Bildung kapillarartiger Strukturen (Tubes) der Endothelzellen.
Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit die Eigenschaften der Silica-Nano-
partikel-basierten Freisetzungssysteme erfolgreich an die gewinschten biologischen An-
forderungen angepasst und das Potential in Hinblick auf ihre Anwendung in der regene-
rativen Medizin in vitro evaluiert.

Stichworte: nanoporose Silica-Nanopartikel, Drug Delivery, sSIRNA, RNA-Interferenz,
Wachstumsfaktor, vascular endothelial growth factor, regenerative Medizin






Abstract

Regenerative medicine is a multidisciplinary field that aims to restore or replace damaged
tissue and its functions. By combining biomaterials, biomolecules and cells, biologically
inspired environments are created and cell functions are specifically controlled. To im-
prove current approaches, the use of nanoporous silica nanoparticles (NPSNPs) as drug
delivery system has gained attention over the past years. They constitute a platform for
tailor-made release systems for a wide range of applications, enabling controlled and site-
specific release of biomolecules.

The first part of this thesis deals with the synthesis of two different types of NPSNPs and
their surface modification with various functional groups using the post-grafting method.
The variation of surface properties allowed varying interactions with biomolecules, so
that immobilisation and release could be adjusted.

Based on this, the second part of the work is devoted to the development of an intracellu-
lar drug delivery system for short interfering ribonucleic acids (SiIRNAs) with the synthe-
sized and modified silica nanoparticles. These siRNAs can be used to knockdown target
genes and thereby influence cell properties specifically. In order to ensure an effective
cell uptake, the sSiRNA-loaded nanoparticles were coated with a lipid bilayer. In addition
to the cytotoxicity of the designed nanocarriers, the ability to release sSiRNA within cells
was investigated by knocking down the expression of a test protein. The in vitro experi-
ments demonstrated promising results and a knockdown of up to 45 % could be recorded.
Furthermore, it was shown that cell uptake, cell viability and transfection efficiency
depend on parameters such as particle size and morphology as well as the composition of
the lipid formulation.

The last part focuses on the growth factor VEGF (vascular endothelial growth factor),
which plays a decisive role in the formation of new blood vessels. The developed NPSNP-
based delivery system was used as filling material in a fibrin scaffold, which should be
prevascularised with the help of endothelial cells. The immobilisation of the growth factor
on NPSNPs and the subsequent release was analysed. Moreover, the influence of VEGF-
loaded nanoparticles embedded in fibrin on the capillary formation of endothelial cells
was investigated. The experiments demonstrated a continuous and long-term release of
the growth factor from NPSNPs and a positive effect on tube formation of endothelial
cells.

In summary, within this thesis, the properties of silica nanoparticle-based release systems
were successfully adapted to the desired requirements and with regard to their application
in regenerative medicine their potential was evaluated in vitro.

Keywords: nanoporous silica nanoparticles, drug delivery, siRNA, RNA interference,
growth factor, vascular endothelial growth factor, regenerative medicine






Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich bei einigen Personen bedanken, ohne deren Unterstit-
zung diese Arbeit in der vorliegenden Form nicht zustande gekommen wére.

Zunachst mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Peter Behrens fiir die Betreuung meiner
Arbeit und die Aufnahme in seinen Arbeitskreis bedanken. Vielen Dank fir die Moglich-
keit, meine Arbeit in einem interdisziplinaren Umfeld durchzufihren und fir die zahlrei-
chen Gelegenheiten, meine Ergebnisse auf verschiedenen Tagungen zu prasentieren.

Frau Prof. Dr. Andrea Hoffmann danke ich fiir die Ubernahme des Korreferats. AuRer-
dem bin ich dankbar, dass Sie mir bei jeglichen biologischen Fragen zur Verfligung stan-
den und mir lhre Labore zum Arbeiten zur Verfugung stellten.

Herrn Prof. Dr. Thomas Scheper danke ich fiir die Ubernahme des Priifungsvorsitzes.

Bei allen Kooperationspartnern moéchte ich mich fur die gute Zusammenarbeit sowie die
vielen konstruktiven Diskussionen bedanken. Insbesondere danke ich Henning Hartwig
und Sarah Zippusch fur die Durchfuhrung diverser in vitro-Untersuchungen und die Un-
terstitzung bei der Auswertung. Ferner danke ich Dr. Michael Pflaum fiir die Messungen
am Durchflusszytometer. Bei Dr. Philipp Dillschneider bedanke ich mich fur die Einar-
beitung in die Zellkultur.

Ein grol3er Dank gilt dem gesamten Arbeitskreis Behrens und auch den mittlerweile ehe-
maligen Mitgliedern fiir eine angenehme Arbeitsatmosphédre und die vielen lustigen
Abende im Pausenraum. Fiir das Anfertigen von TEM-Aufnahmen, die Durchfuhrung der
TG- bzw. C/S-Messungen und der Sorptionsmessungen mochte ich mich bei Dawid War-
was, Katharina Nolte, Arne Schierz, Mandy Jahns, Songul Noyun, Alexander Mohmeyer,
Malte Schéfer und Claudia Schulze bedanken. AuBerdem mdchte ich auch Merle Feldt,
Birgit Zekoll und Simonetta Ruggieri fir ihre Hilfe bei administrativen Fragen danken.
Der NIFE-Crew gilt ein besonderer Dank fur die gemitlichen Mittags- und Kaffeepausen
sowie fir das schone Arbeitsklima.

Meinen Bacheloranden Monika Seegers, Luisa Steingrube, Dimitrios Mpouikidis und den
NIFE-HiWis Florian Klodwig und Valentin Hagemann danke ich fir die Arbeiten, die sie
unter meiner Betreuung durchgefuhrt haben.

Des Weiteren geblhrt mein Dank den Korrekturlesern Reinhild Besecke, Elisa Peter,
Saskia Zailskas, Philip Schmidt, Dr. Nina Ehlert und Sarah Zippusch fiir die Zeit, die sie
sich zum Lesen genommen haben.

Zum Schluss mdchte ich mich ganz herzlich bei meiner Familie, meinen Freunden und
bei Philip Schmidt daflir bedanken, dass sie mich immer unterstltzt und fur ausreichend

Ablenkung gesorgt haben.
Vv



Vi



Inhaltsverzeichnis

KUrZZUSAMMENTASSUNG .....veieveieieie ettt e e neenee e |
ADSTFACT ... i
D 1] ST 1o U o SRRSO \/
INNAITSVEIZEICANIS ... VII
ADKUrZUNGSVEIZEICANIS. ... XI

R 1] =T ([ VoSSR TPRPSRS 1
2 Allgemeing GrunNdIageN.........ccveii i 4
2.1 Nanoporose Silica-Nanopartikel ............ccoooveiiii i 4
2.1.1 Synthese von nanopordsen Silica-Nanopartikeln............cccocevvveieiiciicnee, 5
2.1.2  Oberflachenmodifizierung von nanopordsen Silica-Nanopartikeln.............. 6
2.2 Biomedizinische Anwendung von nanopordsen Silica-Nanopartikeln............... 7
2.2.1 Degradation von nanopordsen Silica-Nanopartikeln............cccoooviiiininnn, 8
2.2.2 Biokompatibilitdt von nanoporosen Silica-Nanopartikeln ......................... 10
2.2.3 Funktionalisierung ~ von  nanoporésen  Silica-Nanopartikeln ~ flr
biomedizinische ANWENAUNGEN .......ccoiiiiiiiiieee e 12

2.3 Intrazellulares Drug DeliVErY.........ccoiiiiiiiiiiieiee e 15
2.3.1 Zellaufnahme von (Silica-)Nanopartikeln...........ccoocooeiinniniiiceen, 15
2.3.2 Einflussparameter der Zellaufnahme.........ccccoooviiiiiieiinneeee, 17
2.3.3  Strategien zum endosomalen ESCApEe .........ccccvvvririeiieieiene e, 18
2.4 Drug Delivery-Systeme flr SIRNA ..o 20
2.4.1 Mechanismus der RNA-INEITEreNnz ........ccooveviieieeie e 21
2.4.2  Short interfering-RNA... ... 22
2.4.3 Herausforderungen beim Drug Delivery von SiRNA..........ccccoviiiiiniiennn, 24
2.4.5 Beispiele fiir Drug Delivery-Systeme fir SIRNA........ccoooiiiiiiiiniieen, 25
2.4.6  Nachweismethoden des Gen-KnockdOWNS...........cccevvieeivereiieseenesieneenns 29
2.5 Préavaskularisierte Implantate ............coceevieiiiiiic e 31
2.5. 1 ANQGIOGENESE ...ooivieiieiiie ettt ettt 32
2.5.2 Vascular endothelial growth factor...........cccccocveviiiiiiiii e, 34
2.5.3  Strategien zur Freisetzung von VEGF...........ccccoiiiiiiiii i 35
2.5.4  Zielsetzung des FOrschungsprojektS.......ccoueueiieninienin e 38

3 Material und Methoden..........ccoiieiiiiiiieii e 40
3.1 Synthesen und Zellkulturexperimente...........ccoveeriiieie i 40
3.1.1 Synthese von Kkleinporigen nanoporésen Silica-Nanopartikeln.................. 40



3.1.2  Synthese von gro3porigen nanopordsen Silica-Nanopartikeln .................. 40
3.1.3  Oberflachenmodifizierung von nanoporosen Silica-Nanopartikeln........... 41
3.1.4  Funktionalisierung der nanoporosen Silica-Nanopartikel mit FITC .......... 42
3.1.5 siRNA-Immobilisierung auf nanopordsen Silica-Nanopartikeln und daran
anschlieBende FreisetzungSexXperimente ...........ocoveveieneneneseseeeeeen, 43

3.1.6 Untersuchung des Degradationsverhaltens der NPSNPs unter den
FreisetzungshedingUNQEN........cccvo i 44

3.1.7 Bestimmung der maximalen siRNA-Immobilisierungsmenge .................. 45
3.1.8 Umhillung der mit siRNA beladenen nanopordsen Silica-Nanopartikel mit
Verschiedenen LIPIAEN .......oviieiiiic e 46

3.1.9 Untersuchungen zur Zellaufnahme an HS-5(-GFP)-Zellen ....................... 47
3.1.10 Knockdown-Untersuchungen an HS-5-GFP-Zellen in 96-Well-Platten.... 50
3.1.11 MTT-Test an HS-5-GFP-Zellen ...t 52
3.1.12  Zellkultur fur die Knockdown-Untersuchungen von HS-5-GFP-Zellen am
DUIChTIUSSZYTOMETE ... 52

3.1.13  Zellkultur fur die Knockdown-Untersuchungen von CD73 an DPSCs am
DUIChTIUSSZYTOMETE ... 53

3.1.14 Zytokompatibilitatstests mit DPSCS..........ccocviririeiiieee e, 55
3.1.15 Invitro-Untersuchungen zur Differenzierung von DPSCs mittels Alizarin-
ROE-FAMDUNG ... 56

3.1.16 Invitro-Untersuchungen zur Differenzierung von DPSCs mittels
Bestimmung der alkalischen Phosphatase-AKHVItat..............ccocevvieinenn. 57

3.1.17 Untersuchung des Aggregationsverhaltens von VEGF mittels DLS ........ 58
3.1.18 Immobilisierung von VEGF auf nanopordsen Silica-Nanopartikeln und
daran anschlielende Freisetzungsexperimente .........cocoeevereneneseeeennn, 58

3.1.19 Untersuchungen zur Degradation von VEGF unter den Immobilisierungs-
bzw. FreisetzungsbedingUNgen ... 59

3.1.20 Quantifizierung der immobilisierten und freigesetzten VEGF-Mengen... 60
3.1.21 Immobilisierung von VEGF auf nanopordsen Silica-Nanopartikeln und
daran anschlieBende Freisetzungsexperimente flr den Tube-Assay ........ 61

3.1.22 Tube-Assay mit Endothelzellen (2D) ..o, 62
3.1.23 Untersuchung der VEGF-Freisetzung aus den Fibringelen....................... 64
3.1.24 Tube-Assay mit Endothelzellen (3D) .......ccocviiiiiiniiiieie e, 64
3.2 Physikochemische Charakterisierungsmethoden............ccccccevveveiiniieneciiennn, 66
3.2.1  TransmissionselektronenmikroSKOpPIE ..........ccccoveiveiviiie i 66
3.2.2  RasterelektronenmikroSKOPI€........cccevueiieiieiiiieieece e 66



3.2.3 Konfokale Laser-RastermikrosKopie..........ccocuvvrviieieieiiniieneseeeeeee, 66
3.24  UV/VIS-PNROtOMELIIE.......coiieiiciie et 67
3.2.5 FluoreszenzspektroSKOPIE. ........ccveiiieiieiiiiieiiesie e 67
3.2.6  PRYSISOMPLION ... 67
3.2.7  ThermograVvimetri€ .......ccoiiveiieiesiese et e e nre s 68
3.2.8  Dynamische LIChIStreUUNG........cccveiiiieiieiiee e 68
3.2.9  Zeta-Potential-MeSSUNGEN .........ccveiiiiieiieie et 69
3.2.10 Kohlenstoff-Elementaranalyse ...........cccccevveieiiesieie e 69
3.2.11 Kobhlenstoff/Stickstoff-Elementaranalyse............ccccoovvieiieiiiiiciiciicen, 69
3.3 Biochemische Charakterisierungsmethoden ..........c.ccccovevviieiievecic s, 70
3.3.1  ZytoKompatiDilItAtSIESTS ....ccvveeveiieee e 70
3.3.2  DUrchflusSZYIOMELIIE .....ccvveiecieiiece e 71
3.3.3  Alizarin-Rot-Féarbung zur Untersuchung der odontogenen Differenzierung
von DPSCs unter Einfluss vON NPSNPS.........cccocoviiiiiieieeseseeee e, 73

3.3.4 Alkalische Phosphatase-Aktivitatsbestimmung zur Untersuchung der
odontogenen Differenzierung von DPSCs unter Einfluss von NPSNPs .. 73

3.3.5 ELISA zur Quantifizierung der immobilisierten und freigesetzten VEGF-
V=T 0T = o PRSP 74

3.3.6  TUDE-ASSAY .....viiiiitieie ettt nre s 75

4 Ergebnisse UNd DiSKUSSION..........cccoviiiiiiiice e 76
4.1 Silica-Nanopartikel ..o 76
4.1.1 Charakterisierung der un- und modifizierten sp-NPSNPs...........cccccoeevenee. 76
4.1.2 Charakterisierung der un- und modifizierten Ip-NPSNPS...........ccccooenenen. 83
4.1.3  ZUSAMMENTASSUNG ...vviiiiieiiie ittt ae e 89
4.2 Entwicklung eines Drug Delivery-Systems fiir SIRNA ..........cccovviiieiieiinnnn, 90
4.2.1 Immobilisierung von siRNAs auf nanopordsen Silica-Nanopartikeln....... 90
4.2.2 siRNA-Freisetzung von unterschiedlich modifizierten NPSNPs in PBS... 93
4.2.3 Einfluss der Immobilisierungs- und Freisetzungsbedingungen auf die
Degradation der NPSNPS..........coiiiieiiecie e 95

4.2.4 Bestimmung der maximalen Beladung auf NPSNPS ...........cccoovviiniiennn, 98
4.2.5 Charakterisierung der siRNA-beladenen und Lipid-umhillten NPSNPs 102
4.2.6  ZellaufnahmeuntersuChuNgen..........ccccveieie e 105
4.2.7 Zytokompatibilitatsuntersuchungen an HS-5-GFP-Zellen....................... 110
4.2.8 Knockdown-Untersuchungen an HS-5-GFP-Zellen ..........cccccocveveiivenee, 115



4.2.9 Anwendung der designten Freisetzungssysteme in der regenerativen

IMEAIZIN 1. e sttt nneas 123

4.2.10  ZUSAMMENTASSUNG ..e.vviiienieiieiiie e siee sttt sttt st nne e 128

4.3  Entwicklung eines Freisetzungssystems flr VEGF ............cccccooiiiicnen, 131
4.3.1 Untersuchung des Aggregationsverhaltens von VEGF mittels DLS ....... 131
4.3.2 Mdogliche Wechselwirkungen zwischen VEGF und NPSNPs.................. 133
4.3.3 Quantifizierung der immobilisierten VEGF-Mengen .............cccocevveennen. 134
4.3.4  Freisetzung von VEGF von SP-NPSNPS .........cccooiiiiinieeeees 136
4.3.5 Degradationsverhalten von VEGF unter den Immobilisierungs- und
FreisetzungShedinQUNQEN ..o 140

AA4.6  TUDE-ASSAY ...eouveeiiiitisie sttt e bbb 141
4.3.7  ZUSAMMENTASSUNG ....vveiveeieiiesie ettt reenne e 149

5  Fazit uUNd AUSDICK ....ccviiiiiee s 151
6 LIteraturVerZEIChNIS .....cccooiiiii e 156
A Y o1 o - T o USSR 168
7.1 ChemikalienVerzeiChnis .........ccooiiiiiiiiieiee s 168
7.2 Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien ...........ccccoocevvevveneane. 169
7.3 ZUuSatZINFOrMALIONEN ....c..oveiiieiieicceeee e e 170
7.3.1 Charakterisierung der Silica-Nanopartikel ...........c.cccccoceeveiiieiiiiciieee 170
7.3.2  INVitro-UnterSUChUNGEN.........cooiviiieiececc e 174
7.3.3 Berechnung der theoretischen Immobilisierungsmenge von siRNAs auf
SP-NPSNPS SOWIE IP-NPSNPS......ccocoiiiieicicce e 178

7.3.4 Berechnung der theoretischen Immobilisierungsmengen von VEGF auf
SP-NPSINPS......coiitiitiicet e 179

7.4 VerOffentlicChUNQEN ..o 180
7.5 LebenSIauT .. ..o s 182



Abkulrzungsverzeichnis

7-AAD
A

Ago
AIBA
ALP
ApoE
ASC
BET
BMP-2
BSA

C

CD
C-Dots
CD73-PE
CLSM

CTAB
CTB
DAPI
DLS
DMEM
DNA
DOC
DOPE

DOTAP

DOX
DPSC
ds
dsRNA
E. coli
EDTA
EE
EGF
eGFP
ELISA
et al.
etc.
FCS
FDA
FGF
FITC
FSC

7-Aminoactinomycin D

Adenin

Argonautprotein

2,2'-Azobis(2-amidinopropan) Dihydrochlorid
alkalische Phosphatase

Apolipoprotein E

adipose-derived stem cell

Brunauer, Emmett und Teller

bone morphogenetic protein 2

bovines Serumalbumin

Cytosin

Cluster of Differentiation

Cornell-Punkte

Phycoerythrin-markierter Antikorper fur CD73
confocal laser scanning microscope, konfokales Laser-Raster-
mikroskop

Cetyltrimethylammoniumbromid
CellTiterBlue™

4" 6-Diamidino-2-phenylindol

dynamische Lichtstreuung

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
Doxorubicin
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
1,2-Dioleoyl-3-trimethylammonium-propan-chlorid
Doxycyclin

dental pulp stem cell, dentale Pulpastammzelle
doppelstrangig

doppelstrangige RNA

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

endosomaler Escape

epidermal growth factor, epidermaler Wachstumsfaktor
enhanced GFP

enzyme-linked immunosorbent assay

et alii, und andere

et cetera, und so weiter

fetal calf serum, fotales Kélberserum

Food and Drug Administration

fibroblast growth factor, Fibroblastenwachstumsfaktor
Fluoresceinisothiocyanat

forward scatter, Vorwartsstreuung

Xl



g
G

GFP
HEPES
HRP
HUVEC
ICP

IEP

IR
IUPAC
kDa
Kryo-EM
LNQE
Ip
MCP-1
MES
MHH
miRNA
MRNA
MRT
MSC
MTT
NAD*
NADH
NLDFT
NPSNP
PAMAM
PBS

PE

PEG
PEG-2000

PEI
Pen/Strep
PFA
PDGF
PLGA
PIGF
PLL
pNP
pNPP
PTMS
REA-PE
REM

relative Zentrifugalbeschleunigung

Guanin

green fluorescent protein, grun fluoreszierendes Protein
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonséure
horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase

human umbilical vein endothelial cell

inductively coupled plasma, induktiv gekoppeltes Plasma
isoelektrischer Punkt

Infrarot

International Union of Pure and Applied Chemistry
Kilodalton

Kryoelektronenmikroskopie

Laboratorium fur Nano- und Quantenengineering

large pore

monocyte chemotactic protein 1
2-(N-Morpholino)ethansulfonséure

Medizinische Hochschule Hannover

micro-RNA

messenger ribonucleic acid, Boten-RNA
Magnetresonanztomographie

mesenchymal stem cell
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
oxidierte Form von NADH
Nicotinamidadenindinukleotid

nichtlokale Dichtefunktionaltheorie

nanoporose Silica-Nanopartikel

Poly(amidoamin)

phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlésung
R-Phycoerythrin

Poly(ethylenglycol)
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-[methoxy(poly-
ethylenglycol)-2000]

Polyethylenimin

Penicillin und Streptomycin

Paraformaldehyd

platelet-derived growth factor

Poly(lactid-co-glycolid)

placenta growth factor

Poly-L-Lysin

p-Nitrophenol

p-Nitrophenylphosphat

Propyltrimethoxysilan

PE-markierter Isotyp-Kontrollantikdrper
Rasterelektronenmikroskopie

XIl



RFP
RISC
RNA
RNAI
RNase
ROS
rpm
RT-PCR
SBF
SDA
SDS
SiIGFP
SINEG
SIRNA
SLOT
sp
SSC
TBS
TEM
TEOS
TG
TMB
Tris
TTR

uv
VEGF
a-MEM

red fluorescent protein, rot fluoreszierendes Protein
RNA-induced silencing complex

ribonucleic acid, Ribonukleinsdure
RNA-Interferenz

Ribonuklease

reactive oxygen species, reactive Sauerstoffspezies
rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
simulated body fluid, simulierte Korperflussigkeit
strukturdirigierendes Agens

Natriumdodecylsulfat

siRNA gegen die mRNA von eGFP
Kontroll-siRNA

short interfering-RNA

scannende laseroptische Tomographie

small pore

side scatters, Seitwartsstreuung

Tris-buffered saline
Transmissionselektronenmikroskopie
Tetraethylorthosilicat

Thermogravimetrie

3,3,5,5"-Tetramethylbenzidin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Transthyretin

Uracil

Ultraviolett

vascular endothelial growth factor

Minimum Essential Medium Eagle—alpha modification

X1



XV



1 Einleitung

1  Einleitung

Der mogliche Verlust von Gewebe oder ganzen Organen aufgrund von Krankheit und
Verletzung treibt die Entwicklung von Therapien voran, die Gewebe regenerieren oder
ersetzen konnen. Innerhalb regenerativen Medizin werden dafur verschiedene Strategien
entwickelt. Basierend auf einem kombinatorischen Einsatz von Biomaterialien, Biomo-
lektilen und Stammzellen sollen biologisch-inspirierte zellulare Mikroumgebungen ge-
schaffen oder gezielt Zellfunktionen gesteuert werden, um korpereigene Regenerations-
und Reparaturprozesse anzuregen.™2 Die Nanotechnologie hat in diesem Forschungsbe-
reich in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen, da Materialien mit Na-
nometerabmessung auf der gleichen GréfRenskala mit biologischen Molekdle und Zellen
interagieren konnen. Beispielsweise werden Nanofasern fur Gewebeger(ste verwendet
oder Oberflachen mit Nanotopographien versehen, welche die Zelladh&sion, -prolifera-
tion und -differenzierung beeinflussen.®l Nanomaterialien in Form von Nanopartikeln
kommen hauptséchlich fur das Drug Delivery von small molecule drugs und Biomolekii-
len zum Einsatz. Der Begriff ,,Biomolekiil“ umfasst generell Molekule, die in lebenden
Organismen vorkommen. Zu den Hauptklassen gehdren Proteine, Nukleinséuren, Lipide
und Kohlenhydrate, deren Zusammensetzungen von einfachen Monomeren bis hin zu
komplexen makromolekularen Strukturen reichen kénnen.[! Mithilfe von nanopartikulé-
ren Freisetzungssystemen kann eine ortsspezifische, kontrollierte Abgabe dieser Mole-
kile innerhalb des therapeutischen Fensters erreicht werden, um den regenerativen Pro-
zess zu unterstiitzen.=3l

Als eine mdgliche Plattform flr diese Systeme werden nanopordse Silica-Nanopartikel
(NPSNPs) evaluiert. Sie zeichnen sich unter anderem durch eine hohe spezifische Ober-
flache, ein groRes und permanentes Porenvolumen, eine generelle Biokompatibilitat und
die Degradierbarkeit in physiologischer Umgebung aus. Darlber hinaus lassen sich ihre
physikochemischen Eigenschaften wie Partikelgrofle und Porendurchmesser durch
Variation von Syntheseparametern gezielt einstellen. Die Silanolgruppen auf der Ober-
flache kdnnen fir weitere Modifizierungen genutzt werden, um die Oberflacheneigen-
schaften der Anwendung entsprechend anzupassen.!>®! Zudem sind diagnostische Silica-
Nanopartikel fiir eine klinische Studie der Phase |1 an Menschen zugelassen, wodurch
grundsitzlich gute Aussichten fiir eine magliche klinische Anwendung gegeben sind. [
In dieser Arbeit sollen auf Basis von nanopordsen Silica-Nanopartikeln Freisetzungssys-
teme fiir zwei Typen von Biomolekdilen (siRNA und ein Protein) entwickelt und explizit
auf die gestellten Anforderungen der jeweiligen Anwendung ausgerichtet werden. In bei-
den Féllen gilt es zuerst, Nanopartikel mit geeigneter Partikel- und PorengrdRe herzustel-
len und zu untersuchen, welche Oberflachenmodifizierung sich am besten fur die Anbin-
dung des jeweiligen Biomolekuls eignet. AnschlieBend bedarf es einer Analyse der im-
mobilisierten Mengen sowie des Freisetzungsverhaltens mit Hilfe von Freisetzungsexpe-

rimenten. Wunschenswert in Bezug auf die angebundenen Biomolekiile ist hierbei eine
1
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kontrollierte Abgabe definierter Mengen. Darlber hinaus sollen auch diverse in vitro-
Untersuchungen zur Beurteilung der Zytokompatibilitat und der Funktionsfahigkeit der
entwickelten Systeme einen Schwerpunkt darstellen.

Der Fokus des ersten Teils dieser Arbeit liegt auf der Charakterisierung von zwei synthe-
tisierten Sorten nanopordser Silica-Nanopartikel, die sich hinsichtlich ihrer GréRe und
ihres Porendurchmessers unterscheiden, und ihrer Oberflachenmodifikation mit verschie-
denen funktionellen Gruppen. Die verschiedenen Oberflacheneigenschaften ermdglichen
ungleich starke Wechselwirkungen mit Biomolekilen, wodurch sich Immobilisierungs-
menge und Freisetzungsverhalten regeln lassen.

Der zweite Teil befasst sich mit dem Biomolekil siRNA (short interfering-Ribonuklein-
séure) und der Entwicklung eines intrazellularen Freisetzungssystems auf Basis der her-
gestellten Nanopartikel. Diese kurzen Oligonukleotide sind mafl3geblich an dem Mecha-
nismus der RNA-Interferenz beteiligt. Dabei handelt es sich um einen nattrlichen post-
transkriptionellen Mechanismus, durch welchen die Expression bestimmter Gene bzw.
Proteine herunterreguliert werden kann. Demnach bietet die Verwendung von siRNA die
Madglichkeit, Zelleigenschaften so zu steuern, dass beispielsweise eine spezifische Diffe-
renzierung von Stammzellen hervorgerufen wird.l” Spezielle siRNAs kénnten demnach
undifferenzierte Pulpastammzellen aus Z&hnen in einer Weise beeinflussen, dass sie zu
Odontoblasten (dentinbildende Zellen) differenzieren, die wiederum zur Regeneration
von beschadigtem Zahngewebe beitragen konnten. Damit siRNAs eine RNA-Interferenz
induzieren kdnnen, mussen sie allerdings in das Zytoplasma von Zellen gelangen. Jedoch
ist eine effektive Zellaufnahme des Molekdls aufgrund der physikochemischen Eigen-
schaften der RNA erschwert, weswegen nanopartikuldre Drug Delivery-Systeme ben6tigt
werden, die siRNAs in die Zelle schleusen und in das Zytoplasma freisetzen kénnen. !
Fur diesen Zweck werden hadufig lipidbasierte Nanopartikel verwendet, die sich tber
elektrostatische Wechselwirkungen der negativ geladenen Nukleinsduren und
kationischen Lipide bilden und damit die zellularen Membranschranken aus Lipiddop-
pelschichten durchdringen kénnen.®! Mit solchen Lipoplexen kénnen hohe Transfek-
tionseffizienzen erzielt werden. Zu den Nachteilen z&hlen aber relativ geringe Beladungs-
mengen und das Auftreten von Leckagen, die zu einem vorzeitigen Verlust des Wirkstoffs
fiihren konnen.*%M Ein Kern aus oberflaichenmodifizierten nanopordsen Silica-Nano-
partikeln, der eine Immobilisierung groRer siRNA-Mengen ermdglicht, kdnnte dahinge-
hend eine Losung bieten. Die als ,,Protocell* bezeichneten Hybridsysteme aus NPSNPs
und einer Hulle aus Lipiden vereinen die Vorteile beider Komponenten und der modulare
Aufbau erlaubt eine Abstimmung der Eigenschaften fiir die jeweilige Anwendung.!*?]

In der vorliegenden Arbeit sollten im Rahmen der Landesforschungsinitiative ,,BioFabri-
cation for NIFE* solche Silica-Nanopartikel-basierenden Nanotréger fir sSiRNAs entwi-
ckelt werden. Dabei galt die Fahigkeit mit den funktionalisierten Nanopartikeln sSiRNAs

2
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in Zellen zu schleusen und eine RNA-Interferenz auszuldsen, als Ziel. Eine Variation von
Parametern wie NanopartikelgroRe, Oberflachenmodifizierung und Lipidformulierung
sollte dazu beitragen, die Effizienz des entwickelten Freisetzungssystems zu optimieren.

Der letzte Teil dieser Arbeit widmet sich der Entwicklung eines prévaskularisierten Im-
plantats auf Fibrinbasis. Flr gewohnlich liegen Saugetierzellen nicht mehr als 100 um
von einem BlutgefaR entfernt, welches das Gewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen ver-
sorgt und zum Entfernen von Stoffwechselprodukten beitragt. Die Bildungsrate neuer
BlutgeféaRe (Angiogenese) belduft sich auf ca. 120 um pro Tag. GroRere Gewebeimplan-
tate konnen deswegen anfangs unter einer unzureichenden Vaskularisierung leiden, da
einwachsende BlutgefaRe nicht schnell genug in das Innere vordringen kdénnen, um
migrierte Zellen mit Sauerstoff zu beliefern. Dies kann zu Zellsterben fiihren und das
Risiko eines Implantatversagens erhéhen.[*3-1%! Ein Lésungsansatz besteht in der in vitro-
Erzeugung vorgeformter, mikrovaskulérer Netzwerke in dem Ersatzmaterial. Nach der
Implantation kdénnen sich einwachsende Blutgefalie des Wirts mit den bereits existieren-
den verbinden, sodass das gesamte Implantat zeitnah mit Sauerstoff und Néhrstoffen ver-
sorgt werden kann. Das Uberleben und die Einheilung des Implantats kénnen damit ent-
scheidend verbessert werden.[*51 Die Basis des geplanten Implantats soll ein dreidimen-
sionales Gewebekonstrukt aus Fibrin bilden, das mit Kanélen versehen ist, in die Blut-
gefaB-bildende Endothelzellen ausgesat werden kdnnen. Zur Unterstiitzung der Préavas-
kularisierung sollte ein Silica-Nanopartikel-basiertes Freisetzungssystem fiir den pro-
angiogenen Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor) in das Fibrin
eingearbeitet werden. Die Nanopartikel sollten den Wachstumsfaktor kontrolliert freige-
ben und somit einen VEGF-Gradienten erzeugen, der die Aussprossung von Endothelzel-
len in das Innere des Fibrins unterstiitzt. Diesbezuglich wird neben der Untersuchung der
Immobilisierung und des Freisetzungsverhaltens von VEGF auch der Einfluss der VEGF-
beladenen Nanopartikel auf die Kapillarbildung von Endothelzellen untersucht.

Das Gesamtziel der vorliegenden Arbeit besteht demnach in dem maligeschneiderten
Design von auf nanopordsen Silica-Nanopartikel-basierenden Freisetzungssystemen fir
zwei unterschiedliche Arten von Biomolekilen, siRNA und Protein, sowie den in vitro-
Untersuchungen im Hinblick auf ihre Anwendung in der regenerativen Medizin.
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Im Fokus der vorliegenden Dissertation steht die Entwicklung eines Freisetzungssystems
fir zwei unterschiedliche Biomolekiile (siRNA und ein Protein, der Wachstumsfaktor
VEGF). Das folgende Kapitel dient der Einfiihrung in die thematischen Grundlagen die-
ses Forschungsbereichs. Zunachst werden nanoporése Silica-Nanopartikel, die als Frei-
setzungsplattform dienen sollen, vorgestellt. Dabei werden relevante Aspekte fir ihre
biomedizinische Anwendung behandelt. In Hinblick auf eine angestrebte Freisetzung der
siRNA innerhalb von Zellen wird aulerdem explizit auf intrazellulare Drug Delivery-
Systeme mit Nanopartikeln als Basis eingegangen. AnschlieBend werden die beiden
Arten von Biomolekulen betrachtet und der bisherige Forschungsstand hinsichtlich der
Entwicklung von Delivery-Systemen fir sie thematisiert.

2.1 Nanoporose Silica-Nanopartikel

Pionierarbeiten fur die Herstellung von monodispersen Nanopartikeln aus amorphem
Siliciumdioxid (Silica) leisteten StGber et al. Sie veroffentlichten 1968 eine effektive Me-
thode zur Produktion von dichten Silica-Partikeln mit einem Durchmesser zwischen
50 nm und 2 pm. Die Synthese beruhte auf einer kontrollierten Hydrolyse- und Konden-
sationsreaktion der Silica-Vorstufenverbindung Tetraethylorthosilicat (TEOS) in einem
Wasser-Ethanol-Gemisch und unter Verwendung eines basischen Katalysators.[ '8! Knapp
20 Jahre spéter, in den frihen 1990ern, wurde eine der ersten Synthesen zur Fertigung
von nanoporosen Silica-Materialien von Forschern der Mobil Oil Company beschrieben.
Sie verwendeten strukturdirigierende Agenzien als Templat, die nach ihrer Entfernung
eine Nanostrukturierung generierten.!®2% Basierend auf diesen Entdeckungen modifi-
zierten Grun et al. die sogenannte ,,Stéber-Synthese*, sodass 1997 erstmals Gber die Her-
stellung von nanopordsen Silica-Nanopartikeln (NPSNPs) mit Durchmessern unter einem
Mikrometer berichtet wurde.[?1:22]

Der Begriff ,,nanopords* umfasst dabei Materialien, die nach einer Definition der Inter-
national Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) einen Porendurchmesser mit bis
zu 100 nm besitzen.!?3I Wegen einer friiheren IUPAC-Konvention, die porése Materialien
weiterhin nach ihrer PorengroRe in mikropords (<2 nm), mesopords (2-50 nm) und
makropords (> 50 nm) unterteilt, kann auch die Bezeichnung ,,mesopords® fiir diese Ma-
terialien in der Literatur gefunden werden.[?4]

Aufgrund der vorteilhaften Eigenschaften von nanopordsen Silica-Materialien, zu denen
unter anderem eine hohe spezifische Oberflache, ein hohes Porenvolumen sowie die
Maglichkeit einer simplen Oberflachenmodifizierung bzw. -funktionalisierung gehoren,
hielten sie in den letzten Jahren Einzug in eine Vielzahl von Anwendungsbereichen.®2%
Dazu zéhlen die Adsorption[?®!, Katalyse?8], Chromatographiel?”! und Photochemie bzw.
Optik?®.  Dariiber hinaus erméglichen Charakteristika wie die generelle
Biokompatibilitdt und Degradierbarkeit eine Verwendung im Bereich der Biomedizin
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(vgl. Abschnitt 2.2).[81 Seither wurden fiir einen zielgerichteten Einsatz neue Synthese-
routen entwickelt, um die PartikelgréRie, den Porendurchmesser, die Morphologie und die
Oberflacheneigenschaften von nanopordsen Silica-Nanomaterialien den Anwendungen
entsprechend anzupassen.

2.1.1  Synthese von nanopordsen Silica-Nanopartikeln

Eine Mdglichkeit zur Herstellung von nanoporésen Silica-Nanopartikeln ist die bereits
erwéhnte modifizierte Stober-Synthese. Dabei kommen Tenside als strukturdirigierende
Agenzien (SDAs) zum Einsatz, die als Templat flr die Kondensation einer hydrolysierten
Silica-Vorstufenverbindung wie TEOS dienen. Bei den Tensiden kann es sich um
ionische Molekule in Form von Alkanen mit polaren Kopfgruppen (z. B. Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid, CTAB) oder um nicht-ionische Blockcopolymere wie
Pluronic® F-127 handeln.?®! In Abhéngigkeit der SDA-Konzentration wird zwischen
zwei Bildungsmechanismen unterschieden. Bei dem echten Flissigkristall-Templat-Me-
chanismus muss die Tensidkonzentration so hoch sein, dass sich unter den gegebenen
Bedingungen (Temperatur, pH-Wert etc.) eine lyotrope Flissigkristallphase aus Tensid-
mizellen ausbilden kann. Erst dann wird ein Silica-Prakursor hinzugegeben, und es findet
eine Kondensation um die sich zuvor gebildeten Flissigkristalle statt. Im Gegensatz dazu
bildet sich beim Prozess der kooperativen Selbstorganisation eine flussigkristalline Phase
bereits bei geringen Tensidkonzentrationen durch Interaktion mit einer direkt zugesetzten
Silica-Vorstufe aus.?22%1 Um nanoporoses Silica zu erhalten, muss in beiden Fallen das
strukturdirigierende Agenz nach der Synthese entweder durch Calcination oder Extrak-
tion entfernt werden.?%3% Das resultierende pordse Material besteht aus polykondensier-
ten Siliciumdioxid-Tetraedern, die durch (Si—-O-Si)-Bindungen miteinander verbunden
sind. Zudem sorgt ein variierender Kondensationsgrad fir reaktive Silanolgruppen
(=Si—OH) auf der Oberflache.!

Die Einstellung der PartikelgroRen, der PorengréfRen und der Morphologien kann durch
eine Abwandlung der Reaktionsbedingungen erfolgen. Zu den veranderbaren Parametern
gehdren die Konzentration der Reaktanden, die Synthesetemperatur, die Rihrgeschwin-
digkeit, die Wahl der strukturdirigierenden Agenzien und des Katalysators sowie die Zu-
gabe weiterer Additive.[?>323% Ausgehend davon wurde eine Vielzahl von Synthesestra-
tegien fir die Herstellung der NPSNPs mit unterschiedlichen Eigenschaften entworfen,
von denen eine Auswahl an dieser Stelle vorgestellt wird.

Die Partikelgrofie kann je nach Syntheseroute einen Bereich von einigen zehn Nanome-
tern bis zu einem Mikrometer umfassen.*2l Uber modifizierte Stober-Synthesen lassen
sich Ublicherweise monodisperse Nanopartikel mit einem Durchmesser zwischen 30 nm
und 500 nm herstellen. Kleinere Partikel kdnnen synthetisiert werden, indem die Hydro-
lyse- und Kondensationsreaktion durch Verdunnen der Reaktionslésung mit anschlieRen-
der Neutralisation gequencht wird.**1 Um das Partikelwachstum zu begrenzen, kénnen
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aber auch zwei Tenside mit unterschiedlichen Affinitdten zum Silica zum Einsatz kom-
men. Beispielsweise benutzten Suzuki et al. neben einem ionischen Tensid zur Mizellen-
bildung ein neutrales Blockcopolymer zur Abschirmung der Oberflache fir die Herstel-
lung nanopordser Silica-Nanopartikel mit einer GroRe von 20 nm bis 50 nm.B8] Dariiber
hinaus kénnen Additive wie Di- oder Triethanolaminl! sowie L-Lysin®"! zur Kontrolle
der Hydrolyse- und Kondensationsreaktion beitragen und somit zur Einstellung der Na-
nopartikelgrofie herangezogen werden. Eine alternative Moglichkeit fur die Beschréan-
kung des Partikelwachstums besteht in der Verwendung von Mikroemulsionen aus einem
hydrophilen und einem hydrophoben Lésungsmittel unter Zusatz von Tensiden als Stabi-
lisator. Die sich dabei bildenden Trépfchen aus inversen Mizellen kénnen dann als Na-
noreaktor zur Bildung von Nanopartikeln dienen.[38

Die Porengrolie, die mit der Kettenlange des verwendeten Tensides als SDA korreliert,
liegt Ublicherweise in einem Bereich von 2—10 nm.?*3%1 Durch die Zugabe von Quel-
lungsmitteln wie 1,3,5-Trimethylbenzol kann der Porendurchmesser jedoch auf bis zu
23 nm vergroRert werden.®®! Eine Alternative zur Erzeugung von groReren Poren besteht
in der Nutzung von Polymeren wie Polystyrol als Templat.[“’]

Neben der GroRe und dem Porendurchmesser kann die Morphologie der Silica-Nanopar-
tikel variiert werden. In der Literatur konnen Synthesen fir Partikel in Form von Stab-
chen, Ellipsoiden, Plattchen oder Wirfeln gefunden werden.!?I Als Reservoir fiir eine
gezielte Freisetzung von Wirkstoffen werden auch hohle Silica-Nanopartikel unter-
sucht.[4]

2.1.2  Oberflachenmodifizierung von nanopordsen Silica-Nanopartikeln

Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung von nanopordsen Silica-Nanopartikeln besteht
in der Mdglichkeit, tber eine Modifizierung der Oberflache die Eigenschaften der Nano-
partikel der jeweiligen Anwendung entsprechend anzupassen. So kann beispielsweise
durch das Einfthren funktioneller Gruppen das Agglomerationsverhalten minimiert, die
Beladungskapazitat sowie die Freisetzung von Wirkstoffmolekilen eingestellt oder die
Interaktion mit Zellen gesteuert werden.l®%41 Des Weiteren konnen die aufgebrachten
Gruppen als Ankerpunkte fur eine zusatzliche Modifizierung der Oberflache mit Polyme-
ren dienen.[*?l Fiir die Oberflachenmodifizierung werden haufig Trialkoxyorganosilane
verwendet und bei der praktischen Durchfiihrung kann generell zwischen zwei Ansétzen
unterschieden werden: die Co-Kondensation und die post-grafting-Methode.?)

Bei der Co-Kondensation werden neben einem Silica-Prékursor simultan Trialkoxyorga-
nosilane bei der Synthese verwendet, sodass die funktionellen Gruppen homogen verteilt
in die Silica-Struktur eingebaut werden. Vorteile bietet zudem die Mdglichkeit, den Kern
und die &ulRere Hulle der Nanopartikel mit unterschiedlichen Gruppen zu modifizieren,
indem mit Zeitverzdgerung ein zweites Organoalkoxysilan zu der Reaktionsmischung ge-
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geben wird.®! Zum Freilegen der Nanoporen, in die dann die funktionellen Gruppen ra-
gen, muss zuletzt das SDA entfernt werden. Dies kann allerdings nur tber eine Extraktion
erfolgen, da eine Calcination bei hohen Temperaturen mit einer Zersetzung des organi-
schen Anteils der funktionellen Gruppe einhergehen wirde. Fur eine Anwendung in der
Biomedizin muss jedoch eine vollstdndige Extraktion gewdhrleistet sein, da Tenside
schon in geringen Mengen eine zytotoxische Wirkung hervorrufen kénnen.[*! \VVon Nach-
teil ist auch der limitierte Funktionalisierungsgrad, da der Selbstorganisationsprozess
zwischen Silica-Prékursor und dem SDA durch das Organosilan beeinflusst wird. AuRer-
dem kann es angesichts unterschiedlicher Reaktionsgeschwindigkeiten zu Homokonden-
sationen der verschiedenen Vorldauferverbindungen und somit zu inhomogenen Vertei-
lungen der funktionellen Gruppen kommen.[2°20

Bei dem post-grafting-Ansatz wird die Oberflache erst nach der Nanopartikelsynthese in
einem zusétzlichen Reaktionsschritt modifiziert. Dabei wird ausgenutzt, dass Silica-
Oberflachen reaktive Silanolgruppen besitzen, an die Trialkoxyorganosilane oder Chlor-
silane kovalent gebunden werden kdnnen. Gewdhnlich werden die zu modifizierenden
nanopordsen Nanopartikel in einem trockenen Ldsungsmittel wie Toluol dispergiert und
unter Riuckflubedingungen mit zugesetzten Silanen unter LuftausschluR umgesetzt, um
eine vorzeitige Hydrolyse sowie eine Selbstkondensation der Silane zu vermeiden.E!
Wurde das strukturdirigierende Agenz vor der Modifizierung nicht aus den Poren ent-
fernt, kann die &duRere und innere Oberflache der Nanopartikel selektiv modifiziert wer-
den. Dafur wird in einem ersten Schritt das Alkoxysilan nur an die &dulRere Oberflache
gebunden, wahrend das Porensystem durch das vorhandene SDA blockiert wird. Nach
einer Extraktion des SDAs stehen dann die freigelegten Silanolgruppen der inneren Po-
renoberflache fir eine zweite Modifizierung mit einem anderen Organosilan zur Verfi-
gung.® Bei der post-grafting-Methode bleibt die Nanostrukturierung der Partikel in der
Regel erhalten. In Abhédngigkeit der GrofRe und des Belegungsgrads der organischen
Reste ist jedoch hdufig eine Abnahme der Porositéat zu verzeichnen, die auf das Ausklei-
den der Porenwénde zuriickzufiihren ist.[l Des Weiteren kann es zu inhomogenen Ver-
teilungen der funktionellen Gruppen kommen, verursacht durch Organosilane, die vor-
nehmlich an der Porenéffnung reagieren und die Diffusion weiterer Molekdle in das In-
nere verhindern. Zuletzt kdnnen sich auch Homokondensate der Trialkoxyorganosilane,
die sich bei hohen Konzentrationen der Organosilane oder bei Anwesenheit von Wasser
bilden kénnen, auf die Porenffnungen legen und diese blockieren.[2°30

2.2 Biomedizinische Anwendung von nanopordsen Silica-Nanopartikeln

Die Anpassungsfahigkeit der Eigenschaften zusammen mit einer generellen Biokompati-
bilitat er6ffnet nanopordsen Silica-Nanopartikeln einen vielféltigen Einsatz im Bereich
der Biomedizin. Beispielsweise werden Silica-Nanopartikel als Drug Delivery-System
flr die kontrollierte Freisetzung von Biomolekilen oder Medikamenten erprobt. Dartiber
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hinaus wird an der Entwicklung von Silica-Nanopartikel-basierten Systemen fir Bio-
sensoren, das Bioimaging und die Theranostik geforscht.[3%38441 |m n&chsten Unterkapitel
wird auf das Degradationsverhalten sowie die Biokompatibilitat von nanoporésen Silica-
Nanopartikeln eingegangen, da die Pharmakokinetik von Nanomaterialien in engem Zu-
sammenhang mit diesen Parametern steht.l®! AnschlieRend wird anhand von ausgewéhl-
ten Beispielen die Bandbreite der Funktionalisierungsmoglichkeiten von NPSNPs vorge-
stellt.

2.2.1  Degradation von nanoporoésen Silica-Nanopartikeln

Im Hinblick auf eine Anwendung nanopordser Silica-Nanopartikel im Bereich der Bio-
medizin spielt die Stabilitat bzw. die Degradation in wassrigen und physiologischen Me-
dien eine besondere Rolle. Das Abbauverhalten hat nicht nur einen groRRen Einfluss auf
die Freisetzungskinetik von Biomolekulen und Wirkstoffen, sondern auch auf die Toxi-
zitat.[**%1 |m Allgemeinen werden amorphe Silica-Nanopartikel zu wasserloslicher
Orthokieselsaure (Si(OH)4) abgebaut. Die Auflosung kann dabei in drei Schritte unterteilt
werden, die in Abbildung 2.1 schematisch dargestellt sind. Zuerst erfolgt eine Hydrati-
sierung, bei der Wasser im Silica-Netzwerk adsorbiert wird. Anschlieend findet eine
Hydrolyse statt. Zuletzt wird nach dem nukleophilen Angriff eines Hydroxidions ein Kie-
selsauremolekiil abgespalten.[*®! In vivo wiirde dieses Molekiil iiber den Blutstrom bzw.
liber das Lymphsystem diffundieren und iiber den Urin ausgeschieden werden.[46-4]

HO_ OH Cl’H HO_ OH ?H HO_ OH ?H HO_ OH
Nl _gi—OH Nl gi—OH Nl _g-OH Nt OH
O "IN~ [0 e g O [0 it N
07\ 077 \ A OH
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=0 |i\/OH 1-0 |i\/OH OH -0 S!i\)OH e) FL _OH OH
\ \ \
— \QH ~” \QH ~ \QH —~ \I\OH
A) Hydratisierung B) Hydrolyse C) Abspaltung

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Auflésungsprozesses von Silica-Nanopartikeln:
A) Hydratisierung; B) Hydrolyse und C) Abspaltung (nach Lit.[€1),
Der Abbau von Silica im wéssrigen Milieu ist stark vom pH-Wert abhdngig. Er nimmt
unter alkalischen Bedingungen deutlich zu, wéhrend die Auflésung im Sauren wesentlich
geringer ausféllt. Der Grund dafr ist eine zunehmende Deprotonierung der Silanolgrup-
pen im Basischen gepaart mit einer verstarkten Hydrolyse der Si—-O-Si-Bindungen, die
durch nukleophile Angriffe der OH-lonen katalysiert wird.[**] Neben dem pH-Wert be-
einflussen aber auch Parameter wie die Morphologie, die spezifische Oberflache, die che-
mische Zusammensetzung, die Oberflachenfunktionalisierung, die beladenen Wirkstoff-
molekdile, die Konzentration sowie die physiologische Umgebung den in vitro-Abbau
von Silica-Nanopartikeln.[*>461 Da all diese Einfliisse die Auflésungskinetik bestimmen,
kann die vollstandige Degradation einige Stunden bis hin zu Wochen oder Monaten um-
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fassen, weswegen es fur jede Nanopartikelsorte bzw. jedes System eigentlich einer sepa-
raten, moglichst anwendungsbezogenen Untersuchung bedarf.1*65% In Bezug auf einen
Gebrauch in der Biomedizin lassen sich dennoch in der Literatur unzahlige in vitro-Stu-
dien zum Degradationsverhalten finden, welche die einflussnehmenden Parameter be-
schreiben.

Generell fuhrt eine hohere spezifische Oberflache zu einer schnelleren Degradation, da
der Kontakt mit der umgebenden Flussigkeit groler ist. Der Durchmesser der Nanoparti-
kel scheint hingegen nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Dies legten unter ande-
rem Yamada et al. dar, die den Abbau von Silica-Nanopartikeln mit gleicher spezifischer
Oberflache, aber Durchmessern zwischen 20 nm und 80 nm in phosphatgepufferter Salz-
I6sung (phosphate buffered saline, PBS) unter statischen Bedingungen untersuchten und
eine GroRenunabhangigkeit feststellten.®™™ Ahnliche Befunde veréffentlichen auch
Braun et al. in einer Studie zum Auflésungsverhalten von Silica-Nanopartikeln mit Gro-
Ren zwischen 80 nm und 1 500 nm in verschiedenen simulierten Korperflissigkeiten. Sie
fanden heraus, dass im Gegensatz zum Partikeldurchmesser das Medium einen weitaus
groReren Einfluss auf die Auflésung hat. Dabei ergab sich folgende Reihenfolge in Bezug
auf die Auflésungsrate in den unterschiedlichen Medien: simulierte Lungenflissigkeit
(pH 7.4) > simulierte Korperflussigkeit (simulated body fluid, SBF) (pH 7.25) = PBS
(pH 7.4) > simulierte Magenflissigkeit (pH 1.6). Nach Braun et al. beschleunigen in si-
mulierter Lungenflissigkeit hauptséchlich die organischen Sauren den Abbau, wahrend
der niedrige pH-Wert der Magenflussigkeit flr die vergleichsweise langsamen Prozesse
verantwortlich ist.[]

Ein weiterer wichtiger Parameter fir die Auflosung ist die Nanopartikelkonzentration, da
die Sattigungskonzentration von amorphem Silica bei neutralen Bedingungen und 25 °C
bei ~115 ppm (~0.1 mg mL™) liegt.*>*"1 Den Zusammenhang zwischen Konzentration
und Degradation untersuchten He et al., indem sie Degradationsversuche mit NPSNPs
(200—-300 nm) in SBF bei 37 °C und Partikelkonzentrationen zwischen 0.1 mg mL~tund
0.5 mg mL~! durchfiihrten. Sie fanden deutliche Unterschiede hinsichtlich der Auflo-
sungsgeschwindigkeit, nachdem das gel6ste Siliciumdioxid mittels induktiv gekoppeltem
Plasma (inductively coupled plasma, ICP) quantifiziert wurde. Die am starksten verdinn-
ten Partikel 16sten sich innerhalb von drei Stunden zu tuber 90 %, wohingegen nur 35 %
bei der hochsten Konzentration degradiert waren.*l Derartige Beziehungen publizierten
auch Moller et al., wobei sie die konzentrationsabhéngige Auflésung an Silica-Nanopar-
tikeln, die mittels Co-Kondensation mit Amino- und Thiolgruppen modifiziert waren,
analysierten. ]

Eine Oberflachenmodifizierung wirkt sich generell auf die Degradationskinetik aus.
Cauda et al. verglichen diese von unmodifizierten mit verschieden modifizierten Silica-
Nanopartikeln mit einer Konzentration von 2 mg mL-!in SBF. Es stellte sich heraus, dass
besonders die mit Polyethylenglycol(PEG)-modifizierten Nanopartikel eine langsamere
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Abbaurate besaRen.[?! Allerdings scheint die Verlangsamung bei geringeren Konzentra-
tionen nicht signifikant zu sein. In einer Studie aus dem Jahr 2019 zeigten Mdller et al.,
dass bei einer Konzentration von 0.1 mg mL trotz PEGylierung bereits nach 4 h ein
Auflésungsgrad zwischen 60 % und 75 % erreicht werden konnte.*! Ein nicht zu ver-
nachléssigender Aspekt fiir eine Anwendung in biologischen Systemen ist die Anwesen-
heit von Proteinen bzw. die Bildung einer Proteinkorona (vgl. Abschnitt 2.2.2) und ihr
Einfluss auf die Degradation. Beispielsweise demonstrierten Experimente zum Auflo-
sungsverhalten in fotalem Kalberserum (fetal calf serum, FCS) eine deutliche Reduktion
der Abbaurate der untersuchten Silica-Nanopartikel.%]

Die vorgestellten Studien verdeutlichen, dass das exakte Auflésungsvermégen von nano-
pordsen Silica-Nanopartikeln besonders in biologischer Umgebung schwer vorherzusa-
gen ist, da eine Reihe unterschiedlicher Parameter dieses beeinflusst. Es sind deshalb
noch weitere Untersuchungen nétig, um das Degradationsverhalten von NPSNPs zu be-
urteilen und letztendlich kontrollieren zu kénnen. 1]

2.2.2  Biokompatibilitat von nanopordsen Silica-Nanopartikeln

Der Begriff,,Biokompatibilitit™ ist in der Biomaterialwissenschaft weit verbreitet, jedoch
sind seine Bedeutung und die Reaktionen, die die Biokompatibilitat eines Materials aus-
machen, bisher nicht eindeutig definiert.®®l Eine allgemeine Definition beschreibt die
Biokompatibilitat als die Fahigkeit eines Materials, mit einer geeigneten Wirtsreaktion in
einer bestimmten Anwendung zu fungieren (,,the ability of a material to perform with an
appropriate host response in a specific application-).¥! Dies impliziert, dass die Bio-
kompatibilitat im Hinblick auf den exakten Einsatzort, in dem ein Biomaterial verwendet
wird, betrachtet werden muss, womit ,,biokompatibel* keine universelle Eigenschaft ei-
nes Materials ist.> In Bezug auf Silica-Nanopartikel spezifizierten Tang et al. die allge-
meine Worterklarung und inkludierten alle schadlichen und vorteilhaften biologischen
Wirkungen, die durch die Partikel verursacht werden. Darunter fallen sowohl die Zyto-
toxizitat und die in vivo-Toxizitat als auch jegliche Veranderungen von Zellen und Ge-
webe auf molekularer, zellularer und histologischer Ebene. ]

Die in vitro-Toxizitdt von NPSNPs auf Zellen kann hauptséchlich auf zwei Ursachen zu-
riickgefiihrt werden.®® Zum einen kénnen die freien Silanolgruppen auf der Partikelober-
flache Wasserstoffbriicken bzw. deprotonierte Silanolgruppen elektrostatische Wechsel-
wirkungen mit Membrankomponenten eingehen und dadurch die Lyse, d. h. das Sterben
der Zelle durch Beschadigung der Zellmembran, hervorrufen.5%5€1 Zum anderen kann es
zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) auf der Silica-
oberflache kommen.51 Diese kénnen in geringen Konzentrationen die Produktion von
Zytokinen und anderen Entziindungsmediatoren hochregulieren sowie die Mutagenese
fordern. Hohe ROS-Konzentrationen fiihren schlieRlich den Zelltod herbei.®%! Doch
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genau wie auf die Degradation haben die Konzentration, die Partikelgré3e und -morpho-
logie, die Porositat sowie die Oberflacheneigenschaften wie Modifizierung und Funktio-
nalisierung einen Einfluss auf die Toxizitat bzw. die Vertréglichkeit. Dartiber hinaus ist
die Kompatibilitdt auch vom Zelltyp abhangig, was allgemeine Aussagen schwierig
macht.[58:5]

Viele in vivo-Studien zur Untersuchung der Pharmakokinetik und der Verteilung von
Silica-Nanopartikeln im Organismus wurden an Mausen (durch intravendse Injektion
einer Partikelldsung) durchgefiinrt.[5% Es zeigte sich, dass kleine Nanopartikel mit einem
Durchmesser bis ca. 5 nm berwiegend Uber die Nieren (renales System) mit dem Urin
ausgeschieden werden.8! Partikel, die gréRer als 10 nm sind, werden dagegen innerhalb
von Minuten bis Stunden von phagozytierenden Zellen des Immunsystems aufgenommen
und reichern sich zuerst in Organen wie Leber und Milz an, bevor es zur Exkretion
kommt, 15761

Im Blut sind uber tausend verschiedene Proteine vorhanden, die sich in ihrer Konzentra-
tion um bis zu zwolf GréRenordnungen unterscheiden. Direkt nach der Injektion von Par-
tikeln adsorbieren eine Vielzahl dieser Serumproteine auf der Partikeloberflache. Die sich
dabei ausbildende Proteinkorona verandert nicht nur die Grofe eines Nanopartikels, son-
dern verleiht ihm auch eine neue biologische Identitéat, die Auswirkungen auf physio-
logische Reaktionen wie Zellaufnahme, Zirkulationslebensdauer, Transport, Akkumula-
tion und Toxizitat hat.[526% Beispielsweise erhdhen einige der adsorbierten Proteine
(u. a. Opsonine) die Erkennung durch Zellen des Immunsystems. Dadurch werden die
Partikel zligig aus der Blutbahn entfernt und ihre Zirkulationsdauer verkurzt sich. Betrof-
fen davon sind Uberwiegend Nanopartikel mit positiver Oberflichenladung oder mit
hydrophobem Charakter.[521 Im Vergleich dazu kann eine PEGylierung der Nanoparti-
keloberflache die Affinitat gegenuber Plasmaproteinen verringern, eine Opsonierung ein-
ddmmen und die Zirkulationsdauer erhdhen.[%% Die Struktur und Zusammensetzung der
Proteinkorona wird von den physikochemischen Eigenschaften der Nanopartikel (GroRe,
Form, funktionelle Oberflachengruppen und Oberflachenladungen, Hydrophobizitét etc.)
bestimmt. Da neben den Eigenschaften der Nanopartikel auch Parameter wie die physio-
logische Umgebung und die Expositionsdauer die Zusammensetzung der Proteinkorona
ausmachen, ist es schwierig, die Auswirkungen von nanopordsen Silica-Nanopartikeln in
biologischen Systemen (besonders in vivo) exakt vorherzusagen.[®* Es sind deswegen
weitere Studien erforderlich, die fur ein tiefergehendes Verstandnis hinsichtlich der
Wechselwirkung zwischen Nanopartikeln und Bestandteilen der physiologischen Umge-
bung sorgen. Dieser Komplexitat ist es auch geschuldet, dass trotz einer Vielzahl von
in vitro- und in vivo-Studien bisher keine klinischen Studien mit nanopordsen Silica-Na-
nopartikeln durchgefiinrt wurden.%4% Grundsétzlich wird Silica von der FDA mit der
Bezeichnung ,,GRAS* (generally recognized as safe), also generell als sicher eingestuft,
und es wird bereits als Lebensmittelzusatzstoff und in Kosmetika verwendet.’”! Zudem
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wurden 2014 erstmals multifunktionale Silica-Nanopartikel als Bildgebungshilfe fir Tu-
more fr eine klinische Phase I-Studie von der FDA zugelassen.[%41 Bei den verwendeten
,,Cornell-Punkten‘ (C-Dots) handelt sich um kleine (6—7 nm), nicht pordse Silica-Nano-
partikel, die mit einem Fluorophor markiert und einer PEG-Beschichtung zur Erhéhung
der Zirkulationsdauer im Organismus versehen wurden. Zusatzlich sind sie mit lod(1*%4)-
markierten Peptiden ausgestattet, die zur Visualisierung mittels Positronen-Emissions-
Tomographie dienen sowie als Targeting-Ligand fungieren sollen.[64651

Dieses Beispiel zeigt einerseits die erste praktische Anwendung von Silica-Nanopartikeln
in der Biomedizin, andererseits verdeutlicht es, wie die Funktionalisierung von Silica-
Nanopartikeln zielgerichtet angepasst werden kann. Im nachsten Abschnitt werden des-
halb weitere Moglichkeiten fiir eine Funktionalisierung vorgestelit.

2.2.3  Funktionalisierung von nanopordsen Silica-Nanopartikeln fir bio-
medizinische Anwendungen

In den letzten Jahrzehnten der Forschung wurden enorme Anstrengungen unternommen,
um fur eine Vielzahl biomedizinischer Anwendungen multifunktionale Trégersysteme
mit nanoporosen Silica-Nanopartikeln als Basis zu entwickeln.[®® Neben dem Drug
Delivery umfasst ihr Einsatz biomedizinische Bereiche wie die Bildgebung und die
Diagnostik. Um fur jedes dieser Gebiete eine maximale Effektivitat zu gewahrleisten,
bedarf es einer Einstellung der Eigenschaften, was Uber gezielte Modifizierung bzw.
Funktionalisierung der Silica-Nanopartikel erreicht werden kann. In Abbildung 2.2 ist
eine Auswahl der Optionen dargestellt. Abschnitt 2.1 thematisierte bereits die Auswahl-
maoglichkeiten bei der Synthese und der Oberflachenmodifizierung, wodurch physikoche-
mische Eigenschaften eingestellt werden kdnnen. An dieser Stelle werden einige gene-
relle Funktionalisierungsoptionen vorgestellt, die sich zum anwendungsspezifischen
Design von Silica-Nanopartikeln anbieten und miteinander kombiniert werden kdnnen,
um die Effektivitat der Systeme zu erhohen.
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Abbildung 2.2: Illustration der vielseitigen Mdglichkeiten zur Einstellung der Eigenschaften sowie der
Funktionalisierung von Silica-Nanopartikeln, die sich durch Kombination zum anwen-
dungsspezifischen Design anbieten (nach Lit.I"] mit CoreIDRAW erstellt).

Um 2001 wurden nanopordse Silica-Nanopartikel erstmals als Trager fur den Transport
und die Freisetzung von Therapeutika vorgeschlagen. Vallet-Regi et al. untersuchten da-
mals die Einlagerung von Ibuprofen, einem entziindungshemmenden Medikament, in na-
noporose Silica-Materialien mit unterschiedlichen PorengroRen sowie die dazugehorige
in vitro-Freisetzung.[®® Seitdem wurde das Konzept, nanoporése Silica-Materialien als
Drug Delivery-Plattform zu nutzen, weiterentwickelt und auf eine Vielzahl kleiner Mo-
lekiile (u. a. small molecule drugs wie Doxorubicin(®®, Gentamicin’®, Aspirinl’l) und
groRerer Biomolekiile (Nukleinsaurent’ oder Proteinel™]) iibertragen.*! Die zur Bela-
dung am hdufigsten verwendete Methode ist die physikalische Adsorption dieser Mole-
klle in den Poren und/oder auf der Oberflache der NPSNPs. Dazu werden die Partikel fur
einen bestimmten Zeitraum mit einer konzentrierten Wirkstofflosung inkubiert."*! Auf-
grund der grof3en Oberflache, des grolien Porenvolumens und der einstellbaren Porengro-
Ren konnen mit nanopordsen Silica-Nanopartikeln hohe Beladungskapazititen erzielt
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werden. Die Adsorption kann begiinstigt werden, wenn die Oberflache mit Funktionali-
taten wie Carbonsduren, Aromaten oder Aminen modifiziert wird, sodass zusétzliche Ad-
sorbat/Adsorbens-Interaktionen z. B. Uber Wasserstoffbriickenbindung, elektrostatische,
aromatische oder hydrophobe Wechselwirkungen bereitstehen.[’®] Neben der Beladungs-
menge wird durch die Modifikationen aber auch die Freisetzungskinetik beeinflusst. In
den meisten Féllen sind die Wechselwirkungen nicht stark genug, um die Freisetzung der
aufgenommenen Molekiile zu verhindern, bevor die Partikel den Einsatzort erreichen.[6:7]
Durch weitere Modifizierungen kann dann die Freigabe gesteuert sowie die Fracht vor
auleren Einflissen geschutzt werden. Zum Beispiel ist dies tber eine Umhillung der
Partikel mit Polymeren oder Dendrimeren realisierbar.[®! Eine weitere Strategie ist die
Einkapselung der Partikel in ein Liposom. Letzteres besteht aus amphiphilen Lipiden, die
sich in wassriger Losung und oberhalb der kritischen Vesikelkonzentration spontan zu
einer oder mehreren Lipiddoppelschichten zusammenlagern und hydrophile Substanzen
in ihrem Inneren einschlieRen kdnnen."”1 Um (iber reversibles Offnen und SchlieRen von
Porendffnungen die Freisetzung durch Reize gezielt zu kontrollieren, kénnen auch Sti-
muli-Response-Systeme eingefiihrt werden.*+78 Dabei wird zwischen internen Stimuli,
u. a. pH-Wert oder Redoxpotential, und &ulReren Stimuli wie Magnetfeldern, Ultraschall
oder Licht unterschieden. 4!

Die Bildgebungsmdglichkeiten mit NPSNPs reichen von der optischen Mikroskopie tiber
die Magnetresonanztomographie (MRT) bis hin zur Ultraschallbildgebung und anderen
Techniken. Fur die optische Mikroskopie und ihre Anwendbarkeit zur Echtzeitbeobach-
tung von Nanopartikelsystemen in Zellkulturen und Geweben kénnen die Nanopartikel
mit fluoreszierenden Farbstoffen wie Fluoresceinisothiocyanat (FITC) ausgestattet wer-
den.[’®1 Da die Detektionszeit damit aber aufgrund einer geringen Fluoreszenzlebensdauer
und durch das Ausbleichen des Farbstoffes begrenzt ist, kdnnen die Partikel alternativ
einen Kern aus fluoreszierenden Quantenpunkten (z. B. aus Cadmiumsulfid oder
Cadmiumselenid) besitzen.*!]

Mit dem Einbau eines magnetischen Kerns, hauptsachlich Eisenoxid-Nanopartikel, kon-
nen Silica-Nanopartikel als Kontrastmittel bei der MRT zum Einsatz kommen."®1 AuRer-
dem bietet sich die Option, die mit einem Wirkstoff beladenen nanopordsen Silica-Nano-
partikel mithilfe eines externen Magnetfelds in bestimmte Koérperregionen zu lenken.
Eine unzureichende Zielselektivitat beim Transport von Arzneimitteln mit Silica-Nano-
partikeln kann unerwiinschte Nebenwirkungen verursachen und die therapeutische Wirk-
samkeit verringern.’81 Ein Ansatzpunkt, um dem entgegenzuwirken, ist das aktive Tar-
geting, die Erkennung und selektive Bindung an bestimmte Zelloberflachenrezeptoren
mit spezifischen Liganden auf der Aul3enseite der Nanopartikel. In der Literatur wird tber
Liganden wie Folsaure® und den epidermalen Wachstumsfaktor (epidermal growth fac-
tor, EGF)[®? berichtet, aber es werden auch kurze Peptidsequenzen, Antikorper und
Aptamere erprobt. Ublicherweise werden die Liganden kovalent tiber lange Spacer, z. B.
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PEG-Ketten, an der aulieren Oberflache verankert. Eine solche Verknupfung bietet eine
hohe Flexibilitat, die zu einer effizienten Bindung der Liganden an die Zellmembran-
rezeptoren fihrt. Die groRte Herausforderung dieser zielgerichteten Nanotrager besteht
allerdings darin, gleichzeitig eine hohe Targeting-Spezifitat zu erzielen und eine unspe-
zifische Bindung und Aktivierung immunogener Effekte zu vermeiden.[8]

Die Beispiele zeigen, dass sich Uber das Zusammenfiigen bzw. Integrieren eines oder
mehrerer der vorgestellten Optionen in Kombination mit Biomolekilen und/oder Medi-
kamenten multifunktionale Nanosysteme auf Basis von Silica-Nanopartikeln fir eine
Reihe von Anwendungen im biomedizinischen Bereich entwickeln lassen.[®3!

2.3 Intrazellulares Drug Delivery

Fur einige Anwendungen ist es notwendig, dass ein Wirkstoff innerhalb von Zellen frei-
gesetzt wird. Um dafiir effiziente und sichere Nanosysteme zu entwickeln, ist ein Ver-
stdndnis tber den Mechanismus der Zellaufnahme und die beeinflussenden Parameter
erforderlich.4

2.3.1  Zellaufnahme von (Silica-)Nanopartikeln

Nanopartikel werden tber den Mechanismus der Endozytose ins Zellinnere aufgenom-
men. Dabei wird in Abhangigkeit der physikochemischen Eigenschaften der Nanoparti-
kel und der Zellart grundlegend zwischen zwei Hauptinternalisierungswegen unterschie-
den: die Phagozytose und die Pinozytose (Abbildung 2.3).[6684-86l

A Phagozytose Pinozytose

B Makropinozytose C Clathrin-vermittelte D caveolae-vermittelte
Endozytose Endozytose

Extrazellularer
Raum

Zytoplasma

l |

Phagosom Makropinosom

\ / &
Endoplasmatisches
LYSosom© / Frihes }gitikulum

/ \ SIEEER @ Nanopartikel

Abbau
Spétes &P Clathrin

Endosom
'R Caveolin

©

Abbildung 2.3: Zellaufnahmewege von Nanopartikeln: A) Phagozytose; B) Makropinozytose; C) Clath-
rin-vermittelte Endozytose und D) Caveolae-vermittelte Endozytose (nach Lit.[67:8587] mit
CorelDRAW erstellt).
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Bei der Phagozytose (Abbildung 2.3 A) werden hauptsachlich Partikel mit einem Durch-
messer grofer als 500 nm aufgenommen. Sie tritt vornehmlich bei spezialisierten Zellen
auf, sogenannten Phagozyten wie Makrophagen oder Monozyten, die im Organismus eine
entscheidende Rolle bei der Beseitigung von Krankheitserregern, Zelltrimmern sowie
anderen Fremdkdrpern spielen.[®-871 Die Aufnahme wird initialisiert, sobald ein Partikel
durch Bindung an einen Oberflachenrezeptor (tblicherweise iber Opsonine) von einem
Phagozyten erkannt wurde. Die Plasmamembran bildet daraufhin becherférmige Vor-
springe (Pseudopodien) aus, die das Partikel umschlieen. Nach dem Verschmelzen ihrer
Enden ist ein Phagosom entstanden, das nach innen abgeschniirt wird. Die anschlieRende
Verdauung findet durch Fusion mit Lysosomen statt. Dabei handelt es sich um membran-
umhillte Kompartimente mit einem inneren pH-Wert zwischen 4 und 5, welche eine En-
zymmischung aus Proteasen, Lipasen und Nukleasen fir die intrazellulare Verdauung
enthalten,1466.88]

Im Gegensatz zur Phagozytose tritt der Mechanismus der Pinozytose bei allen Zellarten
auf. Er kann je nach Grole des entstandenen Endosoms (Vesikel, das sich nach der En-
dozytose bildet) und der an der Vesikelbildung beteiligten Proteine in die folgenden Un-
tergruppen kategorisiert werden: die Makropinozytose, die Clathrin-vermittelte Endozy-
tose, die Caveolae-vermittelte Endozytose und andere Clathrin- und Caveolae-unabhan-
gige Endozytosen.[66.67:89.90]

Die Makropinozytose ist ein Prozess, welcher kontinuierlich in stark gekréauselten
Regionen der Zellmembran ablauft.[® In einem der Phagozytose d&hnelnden Mechanis-
mus werden hierbei zundchst Membranausstilpungen gebildet, die das umliegende
Medium mit einem gegebenenfalls enthaltenen Partikel umschlieBen kdnnen. Wenn eine
solche Ausstulpung mit der Zellmembran kollabiert und mit dieser verschmilzt, entsteht
ein Vesikel, das als Makropinosom bezeichnet wird und einen Durchmesser zwischen
0.2 pm und 5 um besitzen kann (Abbildung 2.3 B).[5°Y Im Allgemeinen folgt nach der
Zellaufnahme entweder ein Abbau des Makropinosoms durch Fusion mit Lysosomen
oder eine Exozytose, bei der das Vesikel zur Zelloberflache zurticktransportiert und wie-
der ausgeschleust wird.[®]

Die Clathrin-vermittelte Endozytose tritt typischerweise in Membranregionen auf, die mit
dem zytosolischen Protein Clathrin angereichert sind. Seine dreibeinartige (triskenfor-
mige) Struktur ermdglicht die Ausbildung korbartiger Vertiefungen durch gitterartige Zu-
sammenlagerung direkt auf der zytosolischen Seite der Zellmembran.[®! Wahrend der
Zellaufnahme eines Partikels wéchst das Gitter um die Einstilpung. Nach dem Abtrennen
von der Membran ist ein Clathrin-bedecktes Vesikel mit einem Durchmesser von bis zu
120 nm entstanden (Abbildung 2.3 C).[568¢871 Eine Aufnahme (iber diesen Weg kann
durch spezifische Liganden wie Lipoproteine niedriger Dichte, Transferrin, Insulin oder
den epidermalen Wachstumsfaktor induziert werden.l®”] Nach dem Eintritt in die Zelle
wird das Endosom weiter tiber eine endolysosomale Route von der Zelle prozessiert. Sie
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beginnt mit dem friihen Endosom, dessen innerer pH-Wert zunehmend sauer wird, da
Protonenpumpen in der Membran fiir eine Akkumulation von H*-lonen im Inneren des
Vesikels sorgen. Es reift zu einem spaten Endosom mit einem pH-Wert zwischen 5 und
6 heran. Nachfolgend fusioniert das spate Endosom mit Lysosomen und wird bei pH 4-5
von der Zelle verdaut.l®® Um eine Degradation eines mit Biomolekiilen beladenen Nano-
partikels zu verhindern, muss ein Entkommen aus dem Endosom gewahrleistet werden.
Diesbezuglich werden Strategien in Abschnitt 2.3.3 vorgestellt.

Bei der Caveolae-vermittelten Endozytose werden Nanopartikel Gber Caveolae aufge-
nommen (Abbildung 2.3 D). Dabei handelt es sich um kolbenférmige Membraneinstul-
pungen in einem GroRenbereich von 50-100 nm, die mit dem dimeren Protein Caveolin
dekoriert sind.[6:81 Folsaure, Albumin und Cholesterin gehéren zu Liganden, die diesen
Mechanismus initialisieren kénnen.[®%2 Verglichen mit der Clathrin-vermittelten Endo-
zytose ist die Aufnahmekinetik der Caveolae-vermittelten Endozytose deutlich langsa-
mer. Daruber hinaus unterscheiden sich auch die Abbauwege der entstandenen Endoso-
men. Wahrend bei der Clathrin-vermittelten Endozytose eine endolysosomale Route ein-
geschlagen wird, durchlauft ein Caveolin-bedecktes Endosom unter neutralem pH-Wert
Zellorganellen wie das Endoplasmatische Retikulum.[*® Eine Degradation tiber den en-
dolysosomalen Weg kann nach aktuellem Stand der Forschung allerdings nicht vollstan-
dig ausgeschlossen werden.[®5°? |ntrazelluldres Drug Delivery mit Nanopartikeln, die die
Caveolae-vermittelte Endozytose nutzen, kann vorteilhaft sein, wenn das getragene Bio-
molekil gegentiber Séuren oder einer enzymatischen Degradation empfindlich ist und der
endolysosomale Abbauweg umgangen werden soll.[]

Neben den vorgestellten Internalisierungswegen gibt es noch weitere, deren vollstandiger
Mechanismus noch aufgeklart werden muss, und auf die nicht néher eingegangen
wird.[88%1 Des Weiteren gibt es die Méglichkeit der physikalischen Membranpenetration
zur Einschleusung von Nanopartikeln in Zellen. Zu diesen Methoden gehéren Mikroin-
jektion und Elektroporation.[66:67]

2.3.2  Einflussparameter der Zellaufnahme

Die Endozytose von Nanopartikeln ist ein komplexer Prozess, der von vielen Parametern
beeinflusst wird. Haufig tritt mehr als nur einer der Wege in die Zelle auf, wobei die
exakten Mechanismen derzeit noch nicht vollstandig aufgeklart sind.[%]

Die Abhangigkeit der Partikelgrolie auf die zellulare Aufnahme von nanopordsen Silica-
Nanopartikeln analysierten unter anderem Lu et al. An HeLa-Zellen bestimmten sie nach
einer flinfstundigen Inkubation tiber ICP den Siliciumgehalt der Zellen und fanden fol-
gende GroRenabhéngigkeit der Aufnahmemengen: 50 nm > 30 nm > 110 nm > 280 nm.
Dabei war die zellulare Internalisierung der 50 nm-Partikel etwa 2.5-mal héher als die
der 30 nm-Partikel.[** Auch andere Studien mit Nanopartikeln aus Gold®®! oder Quan-
tenpunkten®! zeigen den Trend, dass Partikel mit AusmaRen von 50 nm die héchsten
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Zellaufnahmeraten aufweisen.[] Begriindet werden kann dieser Befund damit, dass Par-
tikel dieser GroRe durch Bindung an eine ausreichende Anzahl an Rezeptoren eine
Membranumhillung induzieren kénnen. GroRere Partikel interagieren dagegen mit deut-
lich mehr Rezeptoren, sodass durch einen lokalen Rezeptormangel nach der Aufnahme
die Bindung weiterer Nanopartikel limitiert wird.[5":64

Hinsichtlich der Morphologie von Silica-Nanopartikeln zeigen verschiedene Studien,
dass bei Partikeln mit einer GroRe iber 100 nm Stdbchen hohere Zellaufnahmeraten be-
sitzen als Kugeln.B*91 Allerdings kénnen sich die Endozytosewege fiir Partikel mit ver-
schiedenen Morphologien unterscheiden, was wiederum einen Einfluss auf die beteiligte
Kinetik hat (vgl. Abschnitt 2.3.1). Beispielsweise verglichen Herd et al. die Zellaufnah-
memechanismen von stabchenférmigen mit sphérischen Silica-Nanopartikeln an Makro-
phagen. Es zeigte sich, dass kugelférmige Nanopartikel bevorzugt Gber die Clathrin-ver-
mittelte Endozytose internalisiert wurden, wéhrend bei den stabchenférmigen Nanopar-
tikeln aufgrund ihrer AusmaRe die Makropinozytose bzw. die Phagozytose stattfand.[¢
Unterdessen deuten Untersuchungen mit Gold-Nanopartikeln unter 100 nm darauf hin,
dass Kugeln gegeniber Stdbchen doch einen Vorteil in Bezug auf die Zellaufnahmeraten
aufweisen.[®>® Dies verdeutlicht die Komplexitét der Wechselwirkungen von Nanopar-
tikeln mit Zellen und es bedarf weiterer Forschung zur Aufklarung der zugrunde liegen-
den Mechanismen.

Neben der GroRe und der Morphologie der Nanopartikel bestimmt die Oberflachenladung
die Zellaufnahme. Da eine Zellmembran Ublicherweise leicht negativ geladen ist, wird
angenommen, dass positiv geladene Partikel, begiinstigt durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen, schneller aufgenommen werden als neutrale oder negativ geladene Parti-
kel.B"1 Allerdings muss in einer physiologischen Umgebung beriicksichtigt werden, dass
sich um die Nanopartikel eine Korona aus Serumproteinen, Opsoninen (Proteine zur In-
duktion der Phagozytose) und lonen bildet. Diese verleiht den Partikeln u. a. durch Ver-
anderung der Grolze und der Ladung eine neue biologische Identitat, wodurch wiederum
die Zellaufnahme und -toxizitat beeinflusst wird.’71 Letztendlich sind die Effektivitat und
der Mechanismus der Zellaufnahme von Nanopartikeln auch vom Zelltyp abhéngig, so-
dass allgemeingiltige Aussagen nicht zu treffen sind.[66100]

2.3.3  Strategien zum endosomalen Escape

Beim intrazellularen Drug Delivery werden Nanopartikel verwendet, um Therapeutika in
Zellen zu schleusen und dort gezielt freizusetzen. Unabhangig von dem Initialisierungs-
mechanismus sind nach der Endozytose die beladenen Nanopartikel von einer Lipiddop-
pelschicht umhiillt in einem Endosom eingekapselt.[*%! Bei Medikamenten, die wie das
Krebstherapeutikum Doxorubicin Zellwénde passieren kénnen, ist das Entkommen aus
dem Endosom, der sogenannte ,,endosomale Escape (EE), nur bedingt entscheidend fur
die Wirkung nach der Zellaufnahme. Diese Arzneistoffe bendtigen vielmehr ein Mittel
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zur Verhinderung einer vorzeitigen Freisetzung aus dem Nanotréger, um eine globale
Verteilung im Organismus zu vermeiden. Im Gegensatz dazu besitzen eine grofle Anzahl
molekularer und makromolekularer Therapeutika einschlielich siRNA eine unzu-
reichende Membranpermeabilitat. Fur eine intrazelluléare Freisetzung muss deswegen das
nanopartikuldre Tragersystem so designt sein, dass ein endosomaler Escape gewahrleistet
wird. Erst Uber den endosomalen Escape kann der Wirkstoff in das Zytoplasma abgege-
ben werden und wird nicht mittels Lysosomen verdaut.["®!

Zur Induktion des EE gibt es eine Reihe postulierter Mechanismen.[*°! Eine Hypothese
beinhaltet den sogenannten ,,Protonenschwammeffekt” (proton sponge effect). Beim
Durchlaufen der endolysosomalen Route, nach Eintritt eines Partikels in die Zelle, sinkt
der pH-Wert des Vesikels nach der Fusion mit Lysosomen bis auf pH 4-5, und diese pH-
Wert-Anderung kann zur Induktion des EE ausgenutzt werden. Besitzt eine Komponente
des Drug Delivery-Systems eine gewisse Pufferkapazitat, missen zur Erniedrigung des
pH-Wertes vermehrt Protonen in das Endosom gepumpt werden. Um die Elektroneutra-
litdt aufrecht zu erhalten, ist die Akkumulation der positiven Ladungen mit einem passi-
ven Zustrom von Chloridanionen verbunden. Der starke Anstieg der lonenkonzentration
innerhalb des Endosoms flihrt gleichzeitig zum Einstromen von Wassermolekilen, wo-
raus eine osmotische Schwellung und ein anschlieRender Membranbruch resultiert.[102102]
Kationische Polymere mit vielen Aminogruppen, welche eine betrachtliche Pufferkapa-
zitat besitzen, werden deswegen in Form von Nanopartikeln zum intrazellularen Drug
Delivery verwendet. Durch die AbstoRung zwischen den protonierten Amingruppen wird
die Schwellung des Endosoms zusatzlich geférdert.[*%! AuRerdem kénnen einige katio-
nische Polymere direkt mit der Endosomenmembran interagieren und somit die Ausbil-
dung von Poren induzieren, durch die der Wirkstoff ins Zytoplasma gelangt.[*0%1%4 zur
Unterstitzung des Protonenschwammeffekts konnen auch Chemikalien wie Chloroquin
oder Methylamin im Drug Delivery-System integriert werden.[*%?]

Neben Polymeren werden h&ufig Liposomen zur Einkapselung von Therapeutika und an-
schlieBender intrazellulérer Freisetzung verwendet. Fir Nukleinsauren wie siRNASs wer-
den bei ihrer Formulierung ublicherweise kationische Lipide verwendet, die Uber
elektrostatische Wechselwirkungen ein Lipoplex bilden. Lipoplexe sind nach der Zellauf-
nahme ebenfalls von einer Endosomenmembran umgeben.[*%! Hier spielt der Protonen-
schwammeffekt beim EE allerdings nur eine untergeordnete Rolle. Vielmehr kommt es
durch die Wechselwirkung der kationischen Lipide mit den anionischen Phospholipiden
aus der Endosomenmembran zur Ausbildung von lonenpaaren, woraus eine Konformati-
onsanderung der Lipide resultiert. Diese sorgt fur eine Destabilisierung der Membran und
eine Freisetzung der Fracht in das Zytoplasma wird ermdglicht. Die Effektivitat des EE
kann durch die Kombination mit Helferlipiden erhoht werden, da diese ebenfalls einer
Konfirmationsénderung unterliegen und den destabilisierenden Effekt verstarken,104-106]
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Eine weitere Mdglichkeit zur Induktion eines endosomalen Escapes ist die Verwendung
von zellpenetrierenden Peptiden. Diese zeichnen sich durch eine hohe positive Ladung
und Amphiphilitat aus, die auf groRe Anteile basischer bzw. unpolarer Aminoséauren zu-
rickzufiihren ist (z. B. Lysin und Arginin bzw. Tryptophan und Phenylalanin). Es wird
angenommen, dass zellpenetrierende Peptide Uber die Fusion mit oder durch Erzeugen
von Poren in der Zellmembran internalisiert werden. Der genaue Mechanismus ist jedoch
weiterhin umstritten, 1051071

Neben der Ausnutzung des pH-Wertes zur Induktion des EE kann auch ein &uRerer Sti-
mulus fur die Zerstérung der Endosomenmembran genutzt werden. Ein Beispiel ist die
Technik der photochemischen Internalisierung. Dabei kommen Photosensibilisatoren
zum Einsatz, welche nach Belichtung die Bildung von reaktivem Singulett-Sauerstoff in-
duzieren, der dann die Membran des Endosoms zerstéren kann.['%1%1 Dariiber hinaus
werden auch Systeme entwickelt, die Uber Ultraschall oder ein Magnetfeld einen Bruch
der Endosomenmembran verursachen und somit den endosomalen Escape ermdglichen
konnen,110]

Der Einschluss von Nanopartikeln in Endosomen stellt einen kritischen Schritt bei der
effizienten zytosolischen Abgabe von nicht permeablen Arzneimittelmolekdilen dar. Es
ist deshalb essentiell, die Mechanismen vollends aufzuklaren, um mit dem gewonnenen
Wissen effiziente Drug Delivery-Systeme zu entwickeln.["8]

2.4 Drug Delivery-Systeme fir sSiRNA

Als RNA-Interferenz (RNAI) wird ein naturlicher Mechanismus in eukaryotischen Zellen
bezeichnet, bei dem kurze RNA-Segmente fur einen zielgerichteten Abbau komplemen-
tarer Ziel-mRNA (messenger-RNA) sorgen und somit eine spezifische Herunterregulie-
rung einer Genexpression hervorrufen.!114 Seine Aufklarung geht auf Andrew Fire und
Craig Mello zurick, die 1998 tiber das Stummschalten hochregulierter Gene mittels dop-
pelstrangiger RNA (dsRNA) in Fadenwirmern berichteten und 2006 schlieflich fur ihre
Arbeiten den Nobelpreis erhielten. Das Verstandnis der RNAI gilt als Meilenstein in der
Gentherapie. Mit seiner Hilfe wurden Mdglichkeiten zur gezielten Erforschung von Gen-
funktionen sowie molekularen Signalwegen erdffnet. Ferner wird RNAI fur die Therapie
von verschiedenen Krankheiten wie Krebs, genetischen Stérungen, Autoimmunerkran-
kungen und Virusinfektionen erprobt.[''?! Synthetische short interfering-RNAs (siRNAS)
sind in der Lage, eine RNA-Interferenz zu induzieren, wofir sie allerdings in das Zyto-
plasma von Zellen transportiert werden missen. Wie bereits erwahnt, zeichnen sich
Silica-Nanopartikel unter anderem durch vielfaltige Modifizierungs- und Funktionalisie-
rungsmaoglichkeiten aus. Aus diesem Grund kénnen, auf der Basis dieser Partikel sowie
der Kenntnisse Uber die Zellaufnahme und die Strategien zum endosomalen Escape
(s. Abschnitt 2.3), effiziente Nanotrager fiir siRNAs entwickelt werden. Mit diesem an-
wendungsbezogenen Design befasst sich ein Teil dieser Dissertation. Zur Einleitung in
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das Themengebiet der siRNA-Forschung wird im folgenden Abschnitt zunéchst der Me-
chanismus der RNA-Interferenz beschrieben. Anschliefend werden die Eigenschaften
von siRNA und die Herausforderungen bei der Entwicklung von Freisetzungssystemen
flr sie vorgestellt. Zuletzt werden in der Literatur beschriebene Drug Delivery-Systeme
sowie Nachweismethoden einer erfolgreichen RNA-Interferenz behandelt.

2.4.1  Mechanismus der RNA-Interferenz

Bei der Expression eines Gens wird ein DNA-Abschnitt im Zuge der Transkription zuerst
in MRNA umgeschrieben. Diesem Vorgang folgt die Translation, bei der einzelne Ami-
nosauren entsprechend der Informationen aus der mRNA aneinandergereiht, durch Pep-
tidbindungen verknipft und somit in das durch die mRNA kodierte Protein umgesetzt
werden (s. Abbildung 2.4).[1%3

Transkription Translation “

DNA MRNA Protein

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Synthese eines Proteins innerhalb einer Zelle.

Die RNA-Interferenz ist ein posttranskriptionaler Mechanismus, der diese Proteinsyn-
these in der Zelle beeinflusst. Er kann in verschiedene Schritte unterteilt werden, die in
Abbildung 2.5 schematisch dargestellt sind.

Dicer
dsRNA XXM A DO

SiRNA l
RISC mit siRNA

mwr

Trennung der
Strénge RISC mit

n\ /\ pa— W antisense-Strang

sense-Strang

WW@@@R/N/VM"

mRNA Gespaltene mRNA

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Mechanismus der RNA-Interferenz.
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Zuerst wird ein langer doppelstrangiger RNA-Strang, der in die Zelle eingeflihrt wurde,
durch ein, als Dicer bekanntes Ribonuklease-I11-Enzym (RNase-111-Enzym) erkannt und
in kleine dsSRNA-Fragmente mit 21-23 Basenpaaren zerteilt. Diese werden als sSIRNA
bezeichnet.'4l Im néchsten Schritt wird ein solches Teilstiick in einen Komplex aus
mehreren Proteinen, den sogenannten RISC (RNA-induced silencing complex), inkorpo-
riert. Dort kommt es zu einer Entwindung der siRNA und Trennung der beiden Strange.
Der Passagier-Strang (passenger- oder auch sense-Strang) wird gespalten und aus dem
Komplex entfernt, wéhrend der Guide-Strang (auch antisense-Strang) im RISC verbleibt.
Er dient als Leitstruktur fiir die Erkennung von mRNA mit komplementarer Basense-
quenz. Im néachsten Schritt bindet der RISC an eine Ziel-mRNA, woraufhin diese durch
das im Komplex enthaltene Argonautprotein (Ago) gespalten wird. Als Folge daraus wird
die Translation unterbrochen und die Synthese eines bestimmten Proteins unterbunden.
Nach der Zerstérung der mRNA bleibt der Guide-Strang im RISC, sodass dieser an eine
weitere Ziel-mRNA binden und deren Abbau initiieren kann,[105111-115]

Ublicherweise sind Saugetierzellen nicht in der Lage, in die Zelle eingeschleuste dsRNA
in wirksame RNA-Fragmente zu spalten.[**6] Doch mit dem Nachweis, dass auch che-
misch synthetisierte und in Zellen geschleuste siRNA eine spezifische RNAI ausldsen
kdnnen, eroffneten Elbashir et al. das Forschungsfeld fir die Analyse von Genfunktionen
und die Entwicklung genspezifischer Therapeutika mittels sSIRNA.7]

Neben exogenen (von auRen kommenden) siRNAs gibt es weitere kurze RNA-Segmente,
die Uber einen ahnlichen RNAi-Mechanismus eine Gensuppression hervorrufen kénnen.
Zu ihnen gehdren micro-RNAs (miRNAs), PIWI-interacting RNAs (piRNAs), short
hairpin-RNAs (shRNAs) bzw. endogene siRNAs (endo-siRNAs).[8 Da in dieser Arbeit
ausschlieBlich mit siRNAs gearbeitet wurde, widmet sich der folgende Abschnitt ledig-
lich deren Eigenschaften, wobei Unterschiede zwischen den einzelnen RNA-Spezies
nicht naher spezifiziert werden.

2.4.2  Short interfering-RNA

Bei siRNAs handelt es sich um kurze doppelstrdéngige RNA-Fragmente endogenen
Ursprungs. Sie bestehen aus 21-23 Basenpaaren, wobei Ublicherweise 19 von ihnen die
Kernregion bilden und jeweils zwei ungepaarte Nukleotide an jedem 3"-Ende tberhén-
gen.' ¥ Die Molmasse eines siRNA-Molekiils liegt damit zwischen 12 kDal*? und
14 kDa*?!l und seine AusmaRe betragen ungefdhr 7.5 nm in der Lénge bzw. 2 nm im
Durchmesser.[*221\Wegen der (iber 40 Phosphatgruppen des Phosphatgeriists der RNA hat
das Molekiil zudem einen polyanionischen und hydrophilen Charakter.!2-121 |m Allge-
meinen besitzt sSiIRNA eine Basensequenz, die zu ihrer Ziel-mRNA perfekt komplementar
ist, sodass eine spezifische Zerstérung der mRNA induziert werden kann.[*?? Theoretisch
ist es somit mdglich, jedes Gen mit bekannter mMRNA-Sequenz durch eine kinstlich syn-
thetisierte sSiRNA herunterzuregulieren.[ Typischerweise wird dies als Gen-Knockdown
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bezeichnet, da die Expression des Gens zwar verringert, aber nicht ganzlich ausgeschaltet
wird, wie es beim Gen-Knockout der Fall ware.l'*31 Der Abbau der mRNA beginnt un-
mittelbar, nachdem die siRNA in das Zytoplasma der Zelle eingedrungen ist. Der Zeit-
punkt, zu dem dann ein inhibitorischer Effekt auf Proteinebene nachgewiesen werden
kann, hangt indessen von der Halbwertszeit des Zielproteins ab. Ublicherweise kann
48 Stunden nach siRNA-Transfektion eine deutliche Verringerung der Konzentration des
Zielproteins detektiert werden. Es gibt aber auch Proteine mit sehr langsamen Umsatzge-
schwindigkeiten bzw. hohen Stabilitaten, bei denen die Auswirkung der siRNA-Trans-
fektion erst spater nachweisbar ist. Die Wirkung von siRNA ist transient, d. h. nur
voriibergehend.[**® Nach ungefahr fiinf bis sieben Tagen lasst der Einfluss langsam nach
und die Proteinsynthese beginnt sich zu normalisieren. Die exakte Wirkdauer wird jedoch
von zahlreichen Faktoren wie dem Zielorgan oder dem Zielgen beeinflusst.*'¥l Eine
siRNA-Therapie kénnte demzufolge zu jedem Zeitpunkt und in jedem Stadium einer Be-
handlung gestoppt werden, was einen entscheidenden Faktor fur regulatorische und
sicherheitstechnische Uberlegungen darstellt. In diesem Zusammenhang ist auch von
Vorteil, dass die siRNA nicht ins Genom integriert wird.[2%] Einen weiteren Vorzug stellt
die siRNA-typische, kurze Sequenz dar, die vergleichsweise schnell und unkompliziert
bei geringen Produktionskosten synthetisiert werden kann.!® Bei der Herstellung sind
auch keine komplexen Aufreinigungen oder Faltungen vonndéten, wie es oft bei Proteinen
vorkommt.[122]

All dieses hat dazu beigetragen, dass Uber die letzten Jahre an einer Vielzahl siRNA-
basierten Therapeutika geforscht wurde, wovon sich einige bereits in klinischen Studien
befinden.®! Im Jahr 2018 wurde das erste Medikament auf Basis von siRNA von der FDA
zugelassen. Bei ONPATTRO™ (Patisiran) handelt es sich um in Liposomen eingekap-
selte siRNA, die ein mutiertes Gen bei der Transthyretin(TTR)-vermittelten Amyloidose
herunterregulieren. Bei dieser Krankheit wird aufgrund der Genmutation das TTR-Pro-
tein, welches hauptséchlich von Hepatozyten in der Leber produziert wird, fehlgefaltet.
Als Folge lagert es sich in Form von Fibrillen (Amyloide) in Geweben bzw. Organen des
Korpers ab und beeintrdchtigt deren Struktur und Funktion. Eine speziell entworfene
SIRNA ist in der Lage, an die TTR-mRNA zu binden und die Bildung des abnormalen
Proteins zu inhibieren. Das zugelassene Delivery-System fiir die SiIRNA besteht aus ver-
schiedenen kationischen sowie PEGylierten Lipiden. Nach intravendser Verabreichung
werden die Lipoplexe durch das Apolipoprotein E (ApoE) opsonisiert, gelangen durch
Gefélifenster in die Leber und binden an die ApoE-Rezeptoren auf der Oberflache von
Hepatozyten. Eine anschlieende Endozytose gefolgt von einem endosomalen Escape
bringt die siRNA in die Zielzellen und erméglicht die Initialisierung der RNA-Interfe-
renz. Dadurch wird die Konzentration des TTR-Proteins reduziert und das Auftreten von
Amyloiden vermindert,[126-128]
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Die Zulassung dieses Medikaments gilt als Meilenstein fir die RNAIi-Therapie. Doch
trotz des immensen Potentials, das sich mit sSiRNA als Therapeutikum bietet, bestehen
noch einige Herausforderungen, die den Einsatz bislang einschranken.

2.4.3  Herausforderungen beim Drug Delivery von siRNA

Die zentrale Herausforderung liegt in einem sicheren und effizienten Transport der
siRNA ins Zytoplasma. Nach direkter Verabreichung (z. B. Gber Injektion) wird freie
siRNA ziigig von Nukleasen abgebaut.™1212%1301 Dar{iber hinaus besitzen sSiRNA-Mole-
kile physikochemische Eigenschaften, die eine effektive Zellaufnahme erschweren. lhre
GroRe bzw. ihr hohes Molekulargewicht, zusammen mit dem hydrophilen Charakter und
der durch die Phosphatgruppen verursachten negativen Ladung, verhindern einen passi-
ven Transport durch hydrophobe und ebenfalls negativ geladene Zellmembranen. [31:132]
Stattdessen wird siRNA tber Endozytose aufgenommen und durchl&uft dann den endo-
lysosomalen Abbau (vgl. Abschnitt 2.3.1).""1 Damit siRNA als Therapeutikum verwen-
det werden kann, muss zudem sichergestellt sein, dass durch ihren Einsatz keine uner-
wiinschten Nebeneffekte oder starke Immunantworten hervorgerufen werden.'*31 Um
diese Herausforderungen zu bewaéltigen, stehen einerseits die Modifizierung bzw. die
Funktionalisierung der siRNA-Strange und andererseits die Entwicklung effizienter Drug
Delivery-Systeme im Fokus der Forschung.[*3]

Der erste wesentliche Schritt fiir eine erfolgreiche siRNA-Therapie ist das Design einer
siRNA-Sequenz, die wirksam und spezifisch flr die Ziel-mRNA ist, um jegliche (und
moglicherweise toxische) Nebeneffekte zu minimieren.'31134 Diese sogenannten Off-
Target-Effekte beinhalten unter anderem die unspezifische Bindung des RISCs an
MRNA, deren Protein nicht herunterreguliert werden soll, oder die Beladung des RISC
mit dem Passagier-Strang anstelle des Guide-Strangs.[*3 Um diesen Nebenwirkungen
entgegenzuwirken, sollten moglichst geringe siRNA-Konzentrationen verwendet wer-
den, damit eine Ubersattigung der RNAi-Maschinerie vermieden wird.[321%4 AuRerdem
kann eine chemische Modifizierung der siRNA-Strange diese Off-Target-Effekte redu-
zieren. Beispielsweise kénnen funktionelle Gruppen wie —O—Methyl, —O—Fluoro oder
—0O—(2-Methoxyethyl) an der 2'-Hydroxylgruppe des Pentoserings im Riickgrat der RNA
eingebracht werden.[*361371 Damit ist unter anderem eine vollstandige Inaktivierung des
Passagier-Strangs moglich.[*°! Eine chemische Modifikation der siRNA kann zudem eine
Immunantwort des Organismus reduzieren oder die siRNA-Molekiile vor einer friihzeiti-
gen Degradation durch Nukleasen schiitzen.[*%531 Zur Verbesserung der Zellaufnahme
wird eine Konjugation der siRNA mit Liganden erprobt.l*3) Dabei kann es sich z. B. um
Cholesterol™*, g-Tocopherol (Vitamin E)*% Aptamerel**H, Antikérper™#2 oder zellpe-
netrierende Peptidel*** handeln. Allerdings kann die Aktivitét der siRNA durch eine sol-
che Funktionalisierung beeintréchtigt werden. Des Weiteren kann selbst konjugierte
siRNA mit einem durchschnittlichen Durchmesser von weniger als 10 nm innerhalb von
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finf bis zehn Minuten nach der Verabreichung durch die Filtration Uber die Niere mit
dem Urin ausgeschieden werden.[**%138] Ays diesem Grund wird intensiv an der Entwick-
lung von Delivery-Systemen geforscht, die sSiRNA vor Degradation schiitzen, sie in Zel-
len schleusen und schlieBlich in das Zytoplasma freisetzen kénnen.[’”1 Als Transportve-
hikel kommen Nanopartikel zum Einsatz, die aus organischen Materialien (Lipide, Poly-
mere etc.) und/oder anorganischen Bestandteilen (wie Silica, Eisenoxid, Gold) aufgebaut
sein kénnen.**2 Unabhédngig von der Zusammensetzung werden jedoch eine Reihe von
Anforderungen an das Tragersystem gestellt, die in Tabelle 2.1 zusammengefasst sind.
An einem Freisetzungssystem, dass alle Kriterien erflllt, wird intensiv geforscht und das
nachste Unterkapitel widmet sich der VVorstellung potentieller Kandidaten.

Tabelle 2.1: Auflistung der Anforderungen, die an ein Drug Delivery-System fiir siRNA gestellt

werden.

Anforderung Referenz
- Hohe kolloidale Stabilit4t des Nanotragers [144]
- Hohe Beladungskapazitat [111,145]
- Schutz der siRNA vor Nukleasen [146]
- Transport zur Zielzelle [144,146]
- Hohe Transfektionseffizienz [105,147]
- Freisetzung der siRNA ins Zytoplasma [100]
- Geringe Toxizitét [111,144,146]
- Nicht immunogen [111]
- Geringe Auswirkungen auf Physiologie (77l
- Reproduzierbar (77l

2.4.5 Beispiele fur Drug Delivery-Systeme fiir siRNA

Virale Vektoren wurden zuerst als Transport- und Freisetzungssystem fiir sSiRNA ver-
wendet. Dies ist vor allem der Mdglichkeit einer einfachen Beladung und hohen zellu-
laren Aufnahmemengen zuzuschreiben. Jedoch schranken Nebenwirkungen wie Toxizi-
tat bzw. Immunogenitét sowie geringe Beladungskapazitéten die in vivo-Anwendung vi-
raler Systeme ein.[82134 Deshalb wird intensiv an der Entwicklung nicht-viraler Trans-
portsysteme geforscht. Grundlegend stehen daflr organische oder anorganische Materia-
lien zur Verfiigung.l*Y Zur Erzeugung von Hybridsystemen kénnen aber auch organische
mit anorganischen Bestandteilen kombiniert werden, wodurch sich die vorteilhaften Ei-
genschaften beider Komponenten vereinen lassen. Im Folgenden werden einige in der
Literatur beschriebene Delivery-Systeme vorgestellt, wobei besonders Silica-Nanoparti-
kel-basierte Systeme hervorgehoben werden.

Die géangigste Methode zur Transfektion ist die Lipofektion, die Felgner et al. 1987 ein-
fuhrten, um mithilfe von kationischen Liposomen DNA-Fragmente in eukaryotische Zel-

len zu transportieren.**8l Seitdem wurde das Konzept weiterentwickelt und mittels neuer
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Lipidformulierungen die Transfektionseffizienz stetig verbessert.[813! Auch das erste zu-
gelassene Medikament mit siRNA basiert auf dieser Methode (vgl. Abschnitt 2.4.2). Die
Liposomen, die fur die SiRNA-Freisetzung konstruiert werden, bestehen im Wesentlichen
aus zwei Arten von Lipiden, den kationischen und den neutralen bzw. fusogenen Lipiden.
Erstgenannte sind essentiell fur elektrostatische Wechselwirkungen mit anionischer
siRNA und Zellmembranen. Neutrale Lipide wie DOPE (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin), das auch in dieser Arbeit verwendet wurde, sorgen fir eine zusatz-
liche Destabilisierung der Endosomenmembran und erhdhen die Effektivitat des endoso-
malen Escapes (vgl. Abschnitt 2.3.3).[°1%! Unterschiedliche Eigenschaften der Lipoplexe
kdnnen Uber verschiedene Struktureinheiten des Phospholipids (wie die Kopfgruppe, die
aliphatische Kette oder die Linker zwischen ihnen) sowie das Verhaltnis zwischen Lipi-
den und siRNA gesteuert werden.[® Dariiber hinaus kénnen weitere Funktionalisierungen
uber eine Dekoration der Lipoplexe mit Targeting-Liganden eingebracht werden. Die
meisten kommerziell erhéltlichen Transfektionsreagenzien sind Lipid-basiert. Das in die-
ser Arbeit als Kontrolle verwendete Lipofectamine®-2000 ist beispielsweise aus dem
kationischen DOSPA und dem Helferlipid DOPE in einem Verhéltnis von 3:1 zusam-
mengesetzt (Abbildung 2.6).014%]
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Abbildung 2.6: Strukturformel von DOPE und DOSPA.

Polyplex-Nanopartikel werden im Allgemeinen Uber eine elektrostatische Komplexie-
rung kationischer Polymere und anionischer Nukleinsiuren erzeugt. Beispiele fur
kationische Polymere sind Polyethylenimin (PEI), Poly-L-Lysin (PLL), Chitosan oder
synthetische Dendrimere wie Poly(amidoamin) (PAMAM).'23 Ein Hauptvorteil von Po-
lyplex-Nanopartikeln ist, dass die verwendeten Polymere mal3geschneidert synthetisiert
werden konnen. Damit ist es moglich, deren Zusammensetzung einzustellen und Funkti-
onen wie Schutzgruppen aus PEG oder Targeting-Fahigkeiten fiir bestimmte Zelltypen
zu integrieren.[®8 Eine Herausforderung stellt allerdings die Gewéhrleistung einer homo-
genen Grol3enverteilung der sich bildenden Nanopartikel dar. In Anbetracht der Tatsache,
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dass die GroRe und die Oberflacheneigenschaften generell einen groRen Einfluss auf die
Zellaufnahme, Toxizitat und Verteilung haben (vgl. Abschnitt 2.2.3), kann ein heteroge-
nes Partikelkollektiv nachteilig sein.[*%"]

Aus diesem Grund bieten sich nanopordse Silica-Nanopartikel als Freisetzungsplattform
an. lhre Degradierbarkeit und Biokompatibilitat, zusammen mit der bereits thematisierten
Madglichkeit einer zielgerichteten Einstellung der physikochemischen Eigenschaften wie
GroRe und Porositat (Abschnitt 2.1 und 2.2), machen sie zu idealen Kandidaten fur die
Entwicklung intrazelluldrer Transportsysteme. Durch Kombination mit anorganischen
oder organischen Komponenten kénnen funktionale und effiziente Drug Delivery-Sys-
teme entwickelt werden, deren Eigenschaften (ber die Wahl der einzelnen Komponenten
exakt gesteuert werden kdnnen. Freisetzungssysteme fur siRNA auf Basis von NPSNPs
wurden in der Literatur vielfach beschrieben. In Tabelle 2.2 sind einige dieser publizier-
ten Systeme aufgelistet. Dabei ist neben der Partikel- und der PorengréfRe der verwende-
ten Silica-Nanopartikel auch die Modifizierung bzw. Funktionalisierung mit organischen
und anorganischen Bestandteilen angegeben.

Tabelle 2.2: Zusammenstellung von Literaturbeispielen fir siRNA-Freisetzungssysteme mit modifi-
zierten und funktionalisierten Silica-Nanopartikeln.
Abkilrzungen: APTES: 3-Aminopropyltriethoxysilan; Co-Del.: Co-Delivery; DOC:
Doxorubicin; FA: folic acid; GFP: griin fluoreszierendes Protein; n. a.: nicht angegeben;
PAMAM: Poly(amidoamin); PEI: Polyethylenimin; PEG: Polyethylenglycol; VEGF:
vascular endothelial growth factor.

Pgrrgzil- Z?g?g Modifizierung Krfggtk(iilg\;vn Besonderheit Lit.
/nm / nm
60 n.a.  PEI GFP [151]
50 n.a. PEI-PEG Glycoprotein  Co-Del. DOC [152]
<130 2.5 PEI GFP [153]
165 23-30 PEG-Liposom Cyclin Peptid-Liganden %4
200 23 APTES und PEG GFP 3]
100-200 28 Poly-L-Lysin Kinase [155]
105 n.a.  Cyclodextrin-PEI Kinase [156]
50 3.6 PE] VEGF oder  Eisenoxid-Kern  [%0]
GFP u. PEG-KALA [151]
150 2 PEI Sclerostin [159]
150 4 Kationisches Block-  gfp [72]
copolymer
150 12 Tanninséure GFP Eisenoxid-Kern ~ [16%
200 29  PAMAM Bcl2 Co-Del. DOC u. 4y
FA-Ligand
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Einer der Ublichen Mechanismen zum Immobilisieren von siRNA auf nanopordsen
Silica-Nanopartikeln verlauft tber elektrostatische Wechselwirkungen zwischen negativ
geladenen Nukleinsduren und NPSNPs, deren Oberflache mit positiven funktionellen
Gruppen modifiziert wurde.*° Dazu bieten sich Aminosilane wie APTES an. Ein alter-
nativer Ansatz ist die Dotierung von NPSNPs mit Calciumionen. Diese erlauben eine
Immobilisierung des Phosphatriickgrats der Nukleinséduren ohne vorangegangene Ober-
flachenmodifizierung.[**t] Des Weiteren wird haufig die Oberfliche der NPSNPs mit
kationischen Polymeren modifiziert. Diese kbnnen einerseits Uber elektrostatische Wech-
selwirkungen die siRNA immobilisieren, andererseits tragen sie zum Schutz der SiRNA
und nach der Zellaufnahme zum endosomalen Escape bei (vgl. Abschnitt 2.3.3). Am héu-
figsten wird Polyethylenimin (PEI) mit nanopordsen Silica-Nanopartikeln kombiniert,
wobei die Eigenschaften des Polymers im Vorfeld an die Anwendung angepasst werden
konnen.'6?! In der Literatur wird in Bezug auf PEI u. a. von Modifizierungen mit Mole-
kiilen wie Polyethylenglycol!*> oder Cyclodextrinl**®! berichtet. Um die Zellaufnahme
zu verbessern, lasst sich PEI auch nach der Umhullung der Silica-Partikel mit Targeting-
Liganden dekorieren.[*621 Beispielsweise immobilisierten Li et al.['>"1 und Chen et al.[*%8l
zuerst siRNA auf amino-modifizierten NPSNPs. Danach beschichteten sie die Partikel
mit PEI und konjugierten zuletzt das zellpenetrierende Peptid KALA an das Polymer.
Neben PEI kommen auch andere Polymere wie Poly-L-Lysin, Cyclodextrin oder Poly-L-
Arginin zur Modifikation der NPSNPs fiir siRNA-Freisetzungssysteme zum Einsatz.[*62]
Ferner synthetisierten Méller et al. ein spezielles Blockcopolymer aus positiv geladenen,
kiinstlichen Aminosauren und Olsaureblécken, das gleichzeitig zur Umhiillung der Silica-
Nanopartikel und zur Verbesserung des endosomalen Escapes fungierte.[?]

Die Kombination siRNA-beladener Silica-Partikel mit (PEGylierten) Liposomen wird
ebenfalls erforscht. Brinker et al. fuhrten fur Silica-Nanopartikel, die in ein Liposom ein-
gekapselt sind, die Bezeichnung ,,Protozelle* (protocell) ein. Die Forscher entwickelten
ein Freisetzungssystem mit groBporigen (23—30 nm) Silica-Nanopartikeln, die in Liposo-
men aus verschiedenen Lipiden eingekapselt wurden. Zusatzlich funktionalisierten sie die
Hiille der Partikel mit Peptidsequenzen (SP94 und HSWYG) als Targeting-Liganden.[t54]
Sind die Poren der nanoporésen Silica-Nanopartikel wie im vorgenannten Beispiel grof3
genug, konnen siRNA-Molekiile in diese eingelagert werden. Haufig werden aber Poren-
groRen unter 4 nm verwendet, sodass die SIRNAs tUberwiegend auf der aulieren Oberfla-
che immobilisiert werden. Dies ist u. a. der Tatsache geschuldet, dass die Freisetzung von
in Poren eingelagerter SiRNA verzogert werden kann. Fiir einen effektiven Knockdown
ist aber nach Eintritt in die Zelle eine mdglichst schnelle Abgabe erwiinscht.[’? Aus die-
sem Grund wird das Porensystemen vermehrt zur Einlagerung von small molecule drugs
erprobt. Dies bietet die Mdglichkeit einer kombinatorischen Freisetzung, aus der syner-
gistische Effekte resultieren konnen. In der Entwicklung von Therapeutika gegen Krebs
wird haufig Doxorubicin (DOC), ein Apoptose-induzierender Wirkstoff, zusammen mit
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verschiedenen siRNAs (ber nanoporose Silica-Nanopartikel freigesetzt. Beispielsweise
entwickelten Chen et al. einen Nanotrager zur Therapie von Eierstockkrebs. Sie immobi-
lisierten SiRNA gegen Bcl2, ein Zelltod regulierendes Gen, auf Silica-Nanopartikeln, die
mit dem Dendrimer PAMAM modifiziert waren. Zusatzlich lagerten sie Doxorubicin in
die Poren der NPSNPs ein. Bei Zelltests mit dem Co-Delivery-System war Doxorubicin,
das zusammen mit siRNAs abgegeben wurde, effektiver (d. h. zytotoxischer) bei der Be-
kampfung der Krebszellen als jenes, das ohne siRNA freigesetzt wurde.5%1 Ahnliche Be-
funde wurden bei anderen Zelltypen beobachtet, einschlieRlich Gebarmutterhals-1631 und
Brustkrebszellen®l. Auch bei diesen Beispielen wurden Bcl2-siRNAs in Kombination
mit Doxorubicin verwendet, lediglich wurde PEI als Polymerbeschichtung der Silica-
Nanopartikel und zusétzlich Folsdure als Targeting-Ligand verwendet.[6%]

Diese Beispiele verdeutlichen, dass nanoporése Silica-Nanopartikel das Potenzial haben,
eine ideale Plattform flr die effiziente und sichere Abgabe von Nukleinsauren und Arz-
neimitteln darzustellen.

2.4.6  Nachweismethoden des Gen-Knockdowns

Eine erfolgreiche RNA-Interferenz kann sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
nachgewiesen werden.!*84 Dafiir stehen mehrere Verfahren zur Verfiigung.

Durch den Einfluss der siRNAs wird innerhalb der Zelle die zum antisense-Strang kom-
plementare Ziel-mRNA abgebaut. Eine erfolgreiche Transfektion kann demnach tber den
Nachweis dieser mRNA gezeigt werden. Ublicherweise wird dazu in der Molekularbio-
logie die Northern Blot-Methode oder die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenre-
aktion (RT-PCR) verwendet.4 Beim Northern Blot werden die isolierten RNA-Be-
standteile einer Probe zundchst (ber eine Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran tibertragen. Uber eine Hybridisierung mit komplementaren DNA-Sonden
lassen sich dann die RNA-Sequenzen spezifisch markieren und nachweisen.**3 Bei der
RT-PCR wird die mRNA zuerst mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in komple-
mentare DNA umgeschrieben, da sich die RNA nicht direkt in der anschlieBenden Poly-
merase-Kettenreaktion amplifizieren (vermehren) l&sst. Die PCR vervielfaltigt die DNA,
sodass sie quantifiziert werden kann. 6]

Alternativ kann ein erfolgreicher Knockdown auf Proteinebene nachgewiesen werden, da
mit dem Abbau der mRNA eine Abnahme der Translation einhergeht. Eine Methode zum
Nachweis von Proteinen ist der Western Blot. Dabei werden, analog zum Northern Blot,
die Proteine einer Probe mittels Gelelektrophorese zuerst aufgetrennt. Hinterher kann der
Nachweis des zu untersuchenden Proteins z. B. tiber einen fluoreszenzmarkierten Anti-
korper erfolgen.**31 Um die Transfektionseffizienz entwickelter Drug Delivery-Systeme
fir siRNA zu untersuchen, werden haufig auch fluoreszierende Proteine herangezogen.
Das grin fluoreszierende Protein (green fluorescent protein, GFP) und seine Variationen
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sind dabei die am haufigsten verwendeten Vertreter. Uber molekularbiologische Metho-
den ist es moglich, ein Gen, das ein fluoreszierendes Protein kodiert, in das Genom eines
gewilinschten Zelltyps zu integrieren. Zur Untersuchung des Knockdowns mit einer
siRNA gegen GFP kann dann eine RT-PCR zur Quantifizierung der GFP-mRNA heran-
gezogen werden. Bei erfolgreicher RNAi wird zudem die Bildung des Proteins und damit
das korrelierende Fluoreszenzsignal reduziert. Der Nachweis tber die Fluoreszenz kann
beispielsweise an einem geeigneten Fluoreszenzlesegerét erfolgen. Die Durchflusszyto-
metrie bietet die Mdglichkeit, das Fluoreszenzsignal jeder einzelnen Zelle einer Popula-
tion zu messen. Das zugrundeliegende Prinzip wird im Unterkapitel 3.3.2 ndher erléutert.
Neben der Verwendung von fluoreszierenden Proteinen kénnen mit einem Fluorophor
markierte Antikérper zum Nachweis von Proteinen eingesetzt werden. Diese Methode ist
in Abbildung 2.7 schematisch dargestellt und soll in Anlehnung an die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimente mit dentalen Pulpastammzellen (DPSCs) kurz erlautert wer-
den.
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Abbildung 2.7:  Schematische Darstellung der VVorgehensweise zum Nachweis eines Gen-Knockdowns
mittels fluoreszenzmarkierter Antikdrper am Beispiel CD73.

Zellen besitzen membrangebundene Oberflachenproteine, deren Gruppe als Cluster of

Differentiation (CD) bezeichnet wird. Eines dieser Proteine bei DPSCs ist CD73, welches

als Enzym Nukleotide zu Nukleosiden hydrolysieren kann. Die Bildung von CD73 kann

mit der passenden siRNA herunterreguliert werden. In der Literatur kann dafir die Be-

zeichnung ,,SINT5E“ gefunden werden, da das Gen NT5E das Protein codiert.[**8! Nach
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der Herunterregulierung der Expression kdnnen die verbliebenen CD73-Molekile mit ei-
nem speziellen fluoreszenzmarkierten Antikérper markiert und schlielich mittels Durch-
flusszytometrie quantifiziert werden.

2.5 Pravaskularisierte Implantate

Der in der klinischen Praxis vorhandene hohe Bedarf an Gewebeersatzmaterialien und
transplantierbaren Organen hat das Tissue Engineering in der regenerativen Medizin in
den letzten Jahren zu einem stetig wachsenden Forschungsfeld gemacht.[*®l Die Anzahl
klinischer Anwendungen ist jedoch begrenzt. Dies ist unter anderem der Problematik ge-
schuldet, dass in der Anfangsphase nach der Implantation eines Ersatzmaterials keine
ausreichende Blutversorgung und damit auch keine Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung
fir die in das Implantat einwachsenden Zellen bereitgestellt werden kann.[*”1 Die Wachs-
tumsgeschwindigkeit neuer BlutgefaRe liegt bei ca. 5 um pro Stunde (ca. 120 um pro
Tag).[*®! Daher leiden groRere Implantate anfangs unter einer unzureichenden Vaskulari-
sation, was wiederum zu Zellsterben fiihren und das Risiko eines Transplantatversagens
erhdhen kann (Abbildung 2.8 A).[11¢7] Durch Verwendung eines pravaskularisierten Im-
plantats konnte dies verhindert werden. Die Strategie basiert im Wesentlichen auf einer
in vitro-Erzeugung vorgeformter mikrovaskularer Netzwerke in einem Ersatzmaterial vor
der Implantation. Nach der Implantation kann dieses Netzwerk tiber Anastomosen (Ver-
bindungsgénge zwischen zwei anatomischen Strukturen) mit dem einwachsenden Ge-
falsystem des Wirts verbunden werden und somit das Implantat mit Sauerstoff und N&hr-
stoffen versorgen. Bei diesem Ansatz miissen die Blutgefale nicht in das gesamte Kon-
strukt hineinwachsen, sondern nur in die duReren Regionen, bis die pravaskularen Struk-
turen erreicht sind (Abbildung 2.8 B).[1617]
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung des Einsatzes eines prévaskularisierten Implantats im Ver-
gleich mit einem normalen Implantat ohne vorgeformte GefaBstrukturen (nach Lit.[3! mit
CorelDRAW erstellt).
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Der am weitesten verbreitete Ansatz zur in vitro-Pravaskularisierung ist das Aussaen von
gefaRbildenden Zellen (z. B. Endothelzellen) auf einem Ersatzmaterialgertst. Der Pro-
zess der Vaskularisation kann zusétzlich durch das Einbringen von Wachstumsfaktoren
gefordert werden.*8! Zu den bedeutenden Wachstumsfaktoren fiir die Bildung neuer Blut-
gefale gehort der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth
factor, VEGF). Fur diesen wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Freisetzungssystem auf
Basis nanopordser Silica-Nanopartikel entwickelt. Die beladenen Nanopartikel sollen
dann als Fullmaterial in ein Fibringerust eingearbeitet werden, um durch eine 6rtlich kon-
trollierte Freisetzung des Wachstumsfaktors die Aussprossung von Endothelzellen in das
Gerust zu unterstdtzen.

Im folgenden Abschnitt wird zundchst der Mechanismus der Angiogenese beschrieben
und VEGF als proangiogenetischer Faktor vorgestellt. Anschliefend werden Freiset-
zungsstrategien fur Wachstumsfaktoren thematisiert und Literaturbeispiele fir VEGF-
Freisetzungssysteme présentiert, wobei der Fokus auf Silica-Materialien liegt. Zuletzt
folgt eine Darstellung des Projektkonzepts zur Entwicklung eines pravaskularisierten Im-
plantats.

2.5.1  Angiogenese

Fast alle Sdugetierzellen liegen fir gewohnlich zwischen 50 um und 100 pm von einem
BlutgefaR entfernt.[!4%°] Dieses versorgt das Gewebe nicht nur mit Sauerstoff und Néahr-
stoffen, sondern tragt auch zum Entfernen von Stoffwechselprodukten bei.[*6816% Beij der
Bildung von neuen Blutgefalien wird grundsatzlich zwischen dem Mechanismus der
Vaskulogenese und dem der Angiogenese unterschieden. Als Vaskulogenese wird die
de novo-Ausbildung von Blutgefdlen in der frihen Embryoentwicklung bezeich-
net.[!’%171 Die Angiogenese umfasst dagegen die Aussprossungen von Kapillaren aus be-
reits existierenden BlutgeféaRen sowie die Remodellierung und die Reifung préexistieren-
der GefaRe.!"? In adulten humanen Organismen ist das BlutgefdBwachstum (mit Aus-
nahme des Ovarialzyklus) weitestgehend abgeschlossen, weswegen eine Angiogenese
generell mit Prozessen wie Wundheilung, Tumorbildung oder Gewebeischdmie (Minder-
durchblutung) verkniipft ist.[X71173]

Der komplexe Vorgang der Angiogenese erfordert ein enges Zusammenspiel zwischen
diversen Zellen, Wachstumsfaktoren und Komponenten der extrazellularen Matrix.
Nichtsdestotrotz kann er vereinfacht in mehrere Schritte unterteilt werden, die fir die
klassische Aussprossung (sprouting angiogenesis) in Abbildung 2.9 schematisch darge-
stellt sind.}7417]
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung der klassischen Angiogenese (sprouting angiogenesis) (nach
Lit.[278l mit CoreDRAW erstellt).

Ein Blutgefal (Abbildung 2.9 A) besteht Ublicherweise aus einer Schicht aus Endothel-
zellen, welche die Innenseite eines blutdurchstromten Lumens (Hohlraum) auskleiden.
Von auf’en wird dieses sogenannte Endothel von einer Basallamina (auch Basalmembran)
umgeben.[* Dabei handelt es sich um eine diinne Schicht extrazellularer Matrix, welche
die Endothelschicht vom Bindegewebe trennt und verhindert, dass anséssige Endothel-
zellen ihre Position verlassen.[!”"! GroRere GefaRe (Arterien und Venen) werden zudem
von einer dicken Schicht glatter GefaBmuskelzellen umgeben, die zur Stabilisierung bei-
tragen und eine Gefaltkontraktion ermdglichen. Im Gegensatz dazu sind kleinere Gefalie
wie Kapillaren nur vereinzelt mit glatten Muskelzellen bedeckt. Sie werden als Perizyten
bezeichnet und fordern unter anderem die GefaRstabilisierung und spielen eine Rolle bei
der Kommunikation zwischen Endothelzellen.”®l Damit es zu einer Aussprossung kom-
men kann, bedarf es zunéchst einer Aktivierung der Endothelzellen durch proangiogene
Faktoren, zu denen VEGF-A (vgl. folgender Abschnitt) z&hlt. Dieser Wachstumsfaktor
wird auch von hypoxischen Zellen sekretiert. Als Folge einer VEGF-Stimulation werden
Proteasen von umliegenden Endothelzellen ausgeschuttet, welche die angrenzende extra-
zelluldre Matrix abbauen und somit die GefaRpermeabilitat erhohen.[® Dariiber hinaus
bewirkt der Wachstumsfaktor die Spezialisierung einer Endothelzelle zu einer sogenann-
ten Endzelle (tip cell) (Abbildung 2.9 B). Diese beginnt dynamische Filopodien mit ei-
nem Durchmesser von ca. 100 nmt’8 und einer Lange von bis zu 100 pmt*78 auszubil-
den, mit deren Hilfe eine Navigation durch das Gewebe bis zur Quelle der Wachstums-
faktoren moglich ist.[*81:1821 Da die physikalischen Barrieren durch die Auflésung der ext-
razelluldren Matrix aufgehoben wurden, ist die Endzelle in der Lage, sich aus ihrem Ver-
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band zu lésen und entlang des Wachstumsfaktorgradienten zu migrieren.* Die ihr fol-
genden Stielzellen (stalk cells) zeigen, stimuliert durch VEGF, hohe Proliferationsraten
und bauen ein neues Lumen auf, um die Elongation des Sprosses zu unterstitzen (Abbil-
dung 2.9 E).[*87 Infolge der koordinativen Wirkung von End- und Stielzellen entsteht so-
mit ein neuer GeféRast, der durch Hypoxiezonen reicht und der nach dem Verbinden mit
einem weiteren Spross den Blutfluss und die Sauerstoffzufuhr zu diesen Bereichen wie-
derherstellen kann.[*821 Die Stabilisierung der unreifen GefaRe wird durch Rekrutierung
von Perizyten und Erzeugung einer extrazelluldren Matrix erreicht (Abbildung 2.9 F). Er-
folgt diese Befestigung nicht, wird das neu gebildete Gef4R zuriickgebildet. [16%:180]
Neben dieser klassischen Form der Angiogenese existieren noch weitere, auf die jedoch
nicht weiter eingegangen wird. Zu ihnen gehéren Prozesse der Intussuszeption und der
Gefallverlangerung bzw. -erweiterung, die als ,,non-sprouting angiogenesis* zusammen-
gefasst werden.}"

2.5.2  Vascular endothelial growth factor

VEGF wurde urspringlich als ein von Tumorzellen sezerniertes Protein identifiziert, wel-
ches die Durchldssigkeit von BlutgefalRen gegeniiber zirkulierenden Makromolekdlen er-
hoht und die Proliferation von Endothelzellen fordert. Seit der Entdeckung wurden der
VEGF-Familie bei Saugetieren finf Mitglieder (VEGF-A, -B, -C, -D sowie PIGF
(placenta growth factor)) zugeordnet.[*71:183-181 Da von ihnen VEGF-A der bedeutendste
Wachstumsfaktor hinsichtlich der Angiogenese ist und ausschlief3lich dieser in der Arbeit
zum Einsatz kam, wird im Folgenden naher auf seine Eigenschaften sowie seine Funktion
eingegangen.

Bei VEGF-A handelt es sich um ein glykosyliertes Homodimer (ca. 45 kDa)[*®], dessen
Monomere Uber Disulfidbricken verbunden sind (Abbildung 2.10).

Abbildung 2.10: Banddarstellungen der Rezeptorbindungsdoméne (Aminosduren 14 bis 109) des
VEGF-A-Monomers (links) und des VEGF-A-Dimers (rechts). Die Pfeile in der Protein-
struktur stellen die p-Strange dar. Disulfidbindungen sind als schwarze Linien gekenn-
zeichnet.[187]

Durch alternatives Spleiflen der Exon-Intron-Sequenz der pra-RNA wéhrend deren Pro-

zessierung zur reifen mMRNA entstehen nach Translation der mMRNA monomere Isoformen

mit Unterschieden in Sequenzlinge, Aufbau und Funktionalitit.'7% Bislang sind sieben
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Isoformen bekannt, wobei die Monomere 121, 145, 148, 165, 183, 189 oder 206 Amino-
séuren besitzen und entsprechend der Anzahl als VEGF-A121, VEGF-A145 usw. bezeich-
net werden. VEGF-Azss ist die dominierende sezernierte Spezies. Als Folge dieser Vari-
anz resultieren unterschiedliche biologische Aktivitaten, die sich unter anderem in der
Loslichkeit sowie Diffusions- und Rezeptorbindungsfahigkeit &uRern.[® Dem
VEGF-A121 fehlt beispielsweise eine Bindungsdoméne flr Heparin, weswegen es frei
durch Gewebe diffundieren kann. Im Vergleich dazu verfligen VEGF-Az1ss, VEGF-A1s9
und VEGF-Ax0s Uber eine solche Bindungsstelle und zeigen eine hohe Affinitat gegen-
uber Heparin, was sich in einer Retention aufgrund von Bindung an Zelloberflachen oder
an der extrazellularen Matrix duRert.[70175]

Wie schon im vorherigen Abschnitt erwahnt, ist VEGF-A ein entscheidender Faktor fiir
die Erhdhung der GefaRpermeabilitit sowie die Bildung von BlutgefaRen.!*"!] Dabei be-
einflusst das VEGF-A verschiedene Aspekte des Verhaltens von Endothelzellen. Das
Protein ist zum einen ein Mitogen und induziert somit die Zellteilung, zum anderen for-
dert VEGF die Zellmigration. Darlber hinaus verandert VEGF-A das Genexpressions-
muster von Endothelzellen sowie ihre Morphologie und kann als lebenserhaltender Fak-
tor (survival factor) fiir sie und neu gebildete GefaRe fungieren.}’*&! Studien zeigen
jedoch, dass eine unkontrollierte und erhdhte Gabe von VEGF-A zu GbermaRiger Gefal-
proliferation zusammen mit dem Wachstum von aberranten GefaRRen und GeféalRtumoren
fiihren kann.[***1%21 Daraus wird deutlich, dass VEGF ein starker und unter Umsténden
kritischer GefaRregulator ist, sodass seine Dosierung in raumlicher, zeitlicher und quan-
titativer Weise genau reguliert werden muss, um unkontrolliertes Gefalwachstum zu ver-
meiden.'®! Aus diesem Grund wird an der Entwicklung von Freisetzungssystemen fiir
VEGF geforscht, die eine ortsspezifische und kontrollierte Gabe des Wachstumsfaktors
ermdglichen.

2.5.3  Strategien zur Freisetzung von VEGF

Bei traditionellen Strategien zur therapeutischen Unterstlitzung der Angiogenese werden
angiogene Wachstumsfaktoren in den Blutkreislauf oder gezielt in das Gewebe injiziert,
um eine Reaktion (z. B. Migration, Proliferation) der zelluldren Komponente bereits vor-
handener BlutgefaRe auszulosen.[*! Verabreichtes VEGF wird jedoch innerhalb kurzer
Zeit (unter einer Stunde)**¥ abgebaut und aus dem Kérper entfernt, wodurch eine wie-
derholte Verabreichung mit héheren Dosen notwendig wird.['%51%1 Diese Ansatze zur
Abgabe von Wachstumsfaktoren kénnen die Bildung unerwinschter Blutgefalie, bei-
spielsweise an Stellen runender Tumore, und toxische Nebenwirkungen férdern.[% Ein
Delivery-System, das eine ortsspezifische und kontrollierte Freisetzung tiber einen lange-
ren Zeitraum gewéhrleistet, konnte dagegen die Wirksamkeit der Behandlung erhéhen
und somit eine niedrigere Dosis des Wachstumsfaktors ermoglichen. %]
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Die Immobilisierung von Wachstumsfaktoren an einem Freisetzungssystem kann ber
physikalischen Einschluss, kovalente Anbindung oder physikalische Adsorption erfol-
gen.[1%8-2001 per physikalische Einschluss wird héufig bei der Immobilisierung von
Biomolekiilen in Hydrogelen oder Mikrokapseln angewandt.?°l In Bezug auf nano-
pordse Silica-Materialien mussen bei dieser Methode die Poren grof3 genug sein, damit
das Eindiffundieren der Wachstumsfaktoren maoglich ist. Zum EinschlieRen des Bio-
molekdls und zur Kontrolle der Freisetzung kénnen hinterher die Porenéffnungen tber
eine Silanisierung verengt oder mit einem Polymer (iberzogen werden.?%1 Nachteilig ist
dabei, dass fir die Modifizierung nach der Proteinadsorption z. T. Losungsmittel einge-
setzt werden miissen, welche die verwendeten Proteine denaturieren kénnen.?% Bei ei-
ner kovalenten Immobilisierung wird der Wachstumsfaktor chemisch Uber die Reaktion
funktioneller Gruppen (u. a. Thiol-, Amino-, Carboxy- und Epoxygruppen) an einer
Oberflache angebunden und fixiert. Eine diffusionskontrollierte Freisetzung des Wachs-
tumsfaktors ist dadurch nicht méglich und die Freigabe des Proteins hangt vielmehr von
der Degradation der Tragermatrix ab.?%?l Der groRte Nachteil dieses Verfahrens besteht
in dem moglichen Verlust der biologischen Aktivitét des Wachstumsfaktors.[19:200]

Die physikalische Adsorption ist die einfachste Methode zur Immobilisierung von Enzy-
men auf Oberflachen, und da keine weiteren Modifizierungen erfolgen missen, ist das
Risiko einer Denaturierung der Enzyme vergleichsweise gering.**®! Das Protein kann
uber verschiedene Interaktionen wie Wasserstoffbriicken, elektrostatische oder hydro-
phobe Wechselwirkungen an der Oberflache adsorbieren.?® Welche Wechselwirkungen
auftreten, hangt einerseits von den Eigenschaften des Wachstumsfaktors (Grof3e, Ladung,
Struktur) und andererseits von der Beschaffenheit der Oberflache (wie Topographie,
Hydrophobizitat oder chemischer Zusammensetzung) und den gegebenen Bedingungen
a‘b.[203]

Die in der Literatur beschriebenen Freisetzungssysteme fur VEGF verwenden hauptséch-
lich die Einkapselung und die physikalische Adsorption zur Immobilisierung. Eine Zu-
sammenstellung verschiedener in der Literatur beschriebener Systeme ist in Ta-
belle 2.3 zu finden. Fur diese Arbeit sind besonders Freisetzungssysteme mit Silica-
Materialen interessant. Beispielsweise immobilisierten Kim et al. VEGF auf NPSNPs mit
einem Partikeldurchmesser von ca. 205 nm (250 ng VEGF pro Milligramm Nano-
partikel). Diese beladenen Partikel wurden anschliel3end in ein Kollagengel inkorporiert,
aus dem Uber Gefriertrocknung ein Schwammgerust fabriziert wurde. Aus dem Scaffold
konnte Uber einen Untersuchungszeitraum von 28 Tagen kontinuierlich VEGF freigesetzt
werden. Dariiber hinaus zeigte sich bei in vivo-Versuchen zur Angiogenese, dass das
VEGF-freisetzende Gerist im Vergleich zu einem VEGF-freien Gerust die Bildung einer
erhdhten Anzahl BlutgefaRen induzierte.?4 Dashnyam et al. immobilisierten VEGF auf
Silica-Mikropartikeln mit einem Durchmesser von 250 um und konnten Uber einige
Wochen eine kontinuierliche Freisetzung von VEGF sowie von Si**-lonen verzeichnen.
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Weiterhin untersuchten sie die Auswirkungen der Si**-lonen auf die Genexpression von
Endothelzellen und konnten eine Hochregulierung angiogener Schlusselmarker durch die
Inkubation beobachten. In vivo-Untersuchungen zeigten, dass mit den VEGF-freisetzen-
den Mikropartikeln die Gesamtlangen und -flachen sowie die sich gebildeten rohrenfor-
migen Ubergange neuer BlutgefaRe signifikant hoher waren als in den Kontrollgruppen.
Mit der Studie wurde eine synergistische Stimulation der Funktionen der Endothelzellen
durch die simultane Freisetzung von VEGF und Si**-lonen postuliert.[2%]

Neben Silica-Partikeln werden h&ufig auch Polymerpartikel aus Alginat oder Poly(lactid-
co-glycolid) (PLGA) zur Freisetzung von VEGF verwendet. Zur Steigerung der Stimula-
tion der Angiogenese wird zudem die simultane Freisetzung zweier Wachstumsfaktoren
erprobt.

Tabelle 2.3 (ljBeispieIe fir VEGF-Freisetzungssysteme, welche in publizierten Studien verwendet wur-

en.

Abkiirzungen: MCP-1: monocyte chemotactic protein 1; PDGF: platelet-derived growth
factor; PLGA: Poly(lactid-co-glycolid); VEGF: vascular endothelial growth factor.

Freisetzungssystem Lit.

- VEGF immobilisiert auf Silica-Nanopartikeln (= 200 nm) eingearbei- 204l
tet in eine Kollagen-Matrix

- VEGF immobilisiert auf Silica-Mikropartikeln (=~ 250 pm) [205]
- VEGF eingekapselt in Alginat-Mikropartikel (10 pm) [206]
- VEGF eingekapselt in PLGA-Nanopartikel (= 400 nm) [197]
- VEGF eingekapselt in ein Alginat-Gel [207]

- VEGF eingekapselt in PLGA-Mikropartikel (77 pum) in Kombination ~ [2%!
mit Fibrinkleber

- VEGF immobilisiert auf Heparin-funktionalisierten PLGA-Nanoparti- 209201
keln (160 nm), eingearbeitet in Fibrin

- VEGF/MPC-1 eingekapselt in Alginat-Mikropartikel (9 um), eingear- 2]
beitet in ein Kollagen/Fibronektin-Gel

- VEGF/PDGF immobilisiert auf PLGA-Matrix 212]
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2.5.4  Zielsetzung des Forschungsprojekts

Wie beschrieben, stellt bei groReren Implantaten die vollstdndige Versorgung mit Néhr-
stoffen und Sauerstoff, aufgrund einer unzureichenden Vaskularisation eine der groften
Herausforderungen im Bereich des Tissue Engineerings dar. Aus diesem Grund besteht
das Ziel des Forschungsprojekts in der Entwicklung eines préavaskularisierten Implantats.
Das Konzept ist in Abbildung 2.11 skizziert.

Q/B\O

- VEGF [:] Fibrin-Konstrukt
’ G Silica-Nanopartikel <@ Endothelzelle ~¥ Aussprossung

Abblldung 2.11: Schematische Darstellung des Projektkonzepts zur Entwicklung eines pravaskularisierten
Implantats. A) Fibrin-Konstrukt mit vorgeformten Kandlen und VEGF-beladenen Silica-
Nanopartikeln; B) Besiedlung der Kanéle u. a. mit Endothelzellen; C) Aussprossung der
Endothelzellen in das Fibringerust, unterstiitzt durch von Nanopartikeln freigesetztes
VEGF; D) Préavaskularisiertes Implantat.

Die Basis des Implantats soll ein dreidimensionales Gewebekonstrukt aus Fibrin bilden.
Fibrin ist ein natlrliches Polymer, das durch die enzymatische Polymerisation von Fibri-
nogen gebildet wird. Bei Fibrinogen handelt es sich um ein Plasmaprotein (340 kDa),
welches durch die Einwirkung von Thrombin zu Fibrinmonomeren prozessiert wird.
Diese Monomere kénnen sich anschliefend spontan zu geordneten faserformigen Struk-
turen zusammenlagern, die dann als Fibrin bezeichnet werden.?3-2'% Fibrin wird wéh-
rend der Blutgerinnung gebildet und spielt eine wichtige Rolle bei der Blutstillung und
Wundheilung. Die Fibrinmatrix wirkt dabei nicht nur als Barriere, die weiteren Blutver-
lust verhindert, sondern bietet auch ein temporéres Gerdst, das zur Unterstlitzung der Hei-
lung und des Umbaus des Gewebes bendtigt wird. Bei dem Prozess infiltrieren u. a. En-
dothelzellen die Matrix und bilden von dort aus neue kapillarartige GefaRstrukturen.[?l
Aus diesem Grund, zusammen mit der Tatsache, dass Fibrin vom menschlichen Korper
abgebaut werden kann, stellt dieses ein ideales Basismaterial flr ein pravaskularisiertes
Gewebeersatzmaterial dar.?”1 Zudem wurde in bereits in Studien gezeigt, dass sich Fibrin
generell zur Pravaskularisierung eignet.?8211 Ein Nachteil bei der Verwendung von
Fibrin ist allerdings die geringe mechanische Festigkeit. Mit einer Erhéhung der Dichte
des Fibrinogens konnen die mechanischen Eigenschaften verbessert werden. Allerdings
sind solche hochkonzentrierten Fibringele zu dicht, als dass Zellen in ausreichendem
MaRe einwachsen konnen.!??l Das Einbringen eines Filllstoffs wie Silica-Nanopartikel
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kdnnte einen Ansatz darstellen, bei geringen Konzentrationen des Fibrinogens die Eigen-
schaften zu verbessern.

Das geplante Fibringerust soll mit Kanélen ausgestattet sein, die eine Aussaat mit Endo-
thelzellen und anderen Zellen wie Stammzellen aus dem Fettgewebe (adipose-derived
stem cells, ASCs) im Inneren des Gertists ermdglichen. Zusatzlich sollen VEGF-beladene
Silica-Nanopartikel in das Fibrin eingearbeitet werden. Diese sollen nach der Besiedlung
mit Zellen den Wachstumsfaktor kontrolliert freigeben und somit einen VEGF-Gradien-
ten erzeugen, der die Aussprossung der Endothelzellen in das Innere des Fibrins unter-
stitzt. Schlussendlich soll mithilfe des pravaskularisierten Implantats die sofortige Ver-
sorgung eines Gewebes nach Implantation ermdglicht werden, sodass das Uberleben und
die Einheilung des Implantats mal3geblich verbessert wird.
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3 Material und Methoden

In diesem Kapitel erfolgt zundchst eine Beschreibung der durchgefiihrten Synthesen so-
wie eine Darstellung der vollzogenen Zellkulturexperimente. AnschlieBend werden die
verwendeten Analysemethoden vorgestellt, wobei zwischen physiko- und biochemischen
Methoden unterschieden wird.

3.1  Synthesen und Zellkulturexperimente

Als Freisetzungsbasis wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene nanoporose Silica-
Nanopartikelsorten verwendet. Der nachste Abschnitt thematisiert die Synthese-
vorschriften fir die Herstellung und die Modifizierung sowie die Funktionalisierung die-
ser Nanopartikel. Generell wurde fiir die Synthesen ausschliel3lich Reinstwasser mit einer
Leitfahigkeit von 0.055 uS cm-! verwendet, das einer Anlage vom Typ Milli-Q® Integral
System der Firma Merck Millipore entnommen wurde.

Diesem Teil folgen Schilderungen zu den Immobilisierungs- und Freisetzungsexperimen-
ten mit den Biomolekilen. AuRerdem werden die Durchfiihrungen der verschiedenen
Zellkulturexperimente ausgefhrt.

3.1.1 Synthese von kleinporigen nanopordsen Silica-Nanopartikeln

Die Synthese der nanopordsen Silica-Nanopartikel mit einem Partikeldurchmesser von
ca. 45 nm und einem Porendurchmesser von ungefahr 3 nm erfolgte nach einer modifi-
zierten Vorschrift von Qiao et al.®®l Sie werden im weiteren Verlauf der Arbeit als
small pore-NPSNPs (sp-NPSNPs) bezeichnet.

Zur Herstellung wurden zuerst 3.16 g Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) und
0.23 g Diethanolamin in einem Gemisch aus 13.4 mL Ethanol (EtOH) und 75 mL Wasser
unter Rihren bei 40 °C fir 30 Minuten geldst. Nach einer anschlieenden Zugabe von
8.56 mL Tetraethylorthosilicat (TEOS) wurde die Reaktionsldsung fiir weitere zwei Stun-
den bei gleicher Temperatur gerthrt. Die entstandenen Partikel wurden durch Zentrifu-
gation von der Losung getrennt, zweimal mit Wasser und einmal mit absolutem Ethanol
gewaschen und im Trockenschrank bei 60 °C Uber Nacht getrocknet. Zuletzt erfolgte die
Entfernung des strukturdirigierenden Agenz durch eine Calcination bei 550 °C fiir 5 h mit
einer Aufheizrate von 1 K min-2.

3.1.2  Synthese von gro3porigen nanopordsen Silica-Nanopartikeln

Die Synthese der ca. 80 nm groflRen nanopordsen Silica-Nanopartikel mit 3.5 nm und
7.5 nm groRen Poren wurde nach einer abgewandelten Vorschrift von Nandiyanto et al.
durchgefiihrt.*) Diese Nanopartikelsorte wird im Folgenden als large pore-NPSNPs
(Ip-NPSNPs) benannt.
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Zunachst wurden 338 mg CTAB in einem Gemisch aus 120 mL Wasser und 76.36 mL
Octan bei 60 °C unter Stickstoffatmosphére geldst. Im Anschluss erfolgte eine rasche Zu-
gabe von 84 mg L-Lysin, 4.135 mL TEQOS, 64 uL ausgeschutteltem Styrol (s. u.) sowie
168 mg 2,2'-Azobis(2-amidinopropan) Dihydrochlorid (AIBA). Das Reaktionsgemisch
rihrte dann fir drei Stunden unter einem kontinuierlichen Stickstoffstrom. Nach Ablauf
der Reaktionszeit wurden die Nanopartikel durch Zentrifugation von der Reaktionslésung
separiert und mit absolutem Ethanol gewaschen. Zur Entfernung der strukturdirigieren-
den Agenzien wurden die Partikel fiir 5 h bei 550 °C mit einer Aufheizrate von 1 K min?
calciniert.

Vor der Verwendung wurde das in der Synthese genutzte Styrol durch basisches Aus-
schutteln aufgereinigt. Dazu wurden 10 mL Styrol dreimal mit 5 mL 2.5 molarer Natron-
lauge ausgeschiittelt. Das Styrol wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und bis zur Ver-
wendung verschlossen im Kihlschrank bei 5 °C gelagert.

3.1.3  Oberflachenmodifizierung von nanoporgdsen Silica-Nanopartikeln

Nach der Synthese wurden beide synthetisierten Nanopartikelsorten ber ein post graf-
ting-Verfahren mit Alkoxysilanen modifiziert.

Fur amino-modifizierte Partikel (NPSNP-NH2) wurden zuerst 200 mg der unmodifizier-
ten Silica-Nanopartikel (sp-NPSNP oder Ip-NPSNP) in 8 mL Toluol im Ultraschallbad
dispergiert. Im n&chsten Schritt wurden zu dieser Dispersion 40 pL (0.17 mmol) 3-Ami-
nopropyltriethoxysilan (APTES) hinzugefigt. AnschlieBend wurde das Reaktionsge-
misch unter Ruhren fiir 2 h bei 80 °C erhitzt und danach weitere 22 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Zum Schluss wurden die modifizierten Nanopartikel mittels Zentrifugation von
der Reaktionslosung abgetrennt, dreimal mit Ethanol gewaschen und tber Nacht im
Trockenschrank bei 60 °C getrocknet. Das dazugehorige Reaktionsschema fir diese
Modifizierung ist in Abbildung 3.1 dargestellt.

/OH
OH EtO OH
Y \/\/\ Toluol s O/Si\/\/NH2
. —— |
&JOH - /SI\ NH2 1 go°c2n” Wil OEt
- - 2.RT,22h OH
NPSNP APTES NPSNP-NH,

Abbildung 3.1: Reaktionsschema zur Oberflachenmodifizierung der NPSNPs mit APTES.

Neben der Oberflachenmodifizierung mit APTES wurden die nanopordsen Silica-Nano-
partikel auch simultan mit zwei verschiedenen Alkoxysilanen mit variierenden Stoffmen-
genanteilen modifiziert. Dazu wurde ein Teil des APTES durch die entsprechende Stoff-
menge Propyltrimethoxysilan (PTMS) ersetzt. Beispielsweise wurden bei der Probe
NPSNP-NH:-Propyl (50/50) 50 % der Stoffmenge des APTES mit der entsprechenden
Stoffmenge PTMS ausgetauscht. Die Durchfiihrung erfolgte ansonsten analog zu der
oben bereits beschriebenen. Es wurden lediglich beide Alkoxysilane rasch hintereinander
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zu den in Toluol dispergierten Nanopartikeln gegeben. Das betreffende Reaktionsschema
ist in Abbildung 3.2 zu sehen und die jeweils verwendeten VVolumina ftr 200 mg Nano-
partikel sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.1: Volumen- und Stoffmengenangaben der verschiedenen Alkoxysilane, die fur die Modifi-
zierung verwendet wurden.

APTES PTMS
Bezeichnun Volumen Stoffmenge  Volumen Stoffmenge
g / pL / mmol / uL / mmol

NPSNP-NH: 40.0 0.170 - -
NPSNP-NH-Propyl (50/50) 20.0 0.085 15.5 0.085
NPSNP-NH-Propyl (25/75) 13.3 0.057 20.7 0.133
NPSNP-NH-Propyl (15/85) 6.0 0.026 26.4 0.144

APTES

EtO\ /OH
i EtO/Si\/\/\NHZ : OH Si\/\/NHZ
.‘ N OH OEt Toluol - o/ \OEt
LE5 ’ 1.80°C,2h kR OH
OH Meo\ 2.RT,22h O
NPSNP LA _Si— T\
MeO/ \ MeO
OMe
PTMS NPSNP-NH-Propyl

Abbildung 3.2: Reaktionsschema zur Oberflachenmodifizierung der NPSNPs mit APTES und PTMS.

3.1.4  Funktionalisierung der nanoporosen Silica-Nanopartikel mit FITC

Um die Silica-Nanopartikel nach der Zellaufnahme zu lokalisieren, wurden sie mit dem
Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markiert. Dazu wurde nach einer abgewandel-
ten Vorschrift von Lu et al.®* das FITC kovalent an die Aminogruppen von zuvor modi-
fizierten NPSNPs (NPSNP-NH2 oder NPSNP-NH2-Propyl) gebunden. Ein Schema dieser
Reaktion ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Fir die Anbindung wurden zundchst 80 mg der
modifizierten Silica-Nanopartikel in 23.88 mL absolutem Ethanol dispergiert. Danach
wurde eine ethanolische FITC-Lésung aus 2 mg FITC und 300 pL absolutem Ethanol
angesetzt, von der 278 uL zu der Partikeldispersion hinzugefugt wurden. Nach der Zu-
gabe ruhrte das Gemisch verschlossen und unter Lichtausschluss Gber Nacht bei 30 °C.
Am darauffolgenden Tag wurde die Reaktionslosung zentrifugiert. Danach wurden die
Partikel mit absolutem Ethanol gewaschen, bis die Waschldsung farblos war (min. zehn-
mal). Die Trocknung der Partikel erfolgte unter Lichtausschluss bei 60 °C.
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Abbildung 3.3: Reaktionsschema fiir die kovalente Anbindung von FITC an amino-modifizierte Silica-
Nanopartikel.

3.1.5 siRNA-Immobilisierung auf nanopordsen Silica-Nanopartikeln und daran
anschlieBende Freisetzungsexperimente

Fur diese Versuche wurden mit dem Fluorophor DY-547 markierte Kontroll-siRNAs der
Firma horizon Dharmacon verwendet (siGLO Red Transfection Indicator), die lyophisiert
in 5 nmol oder 20 nmol Aliquoten geliefert wurden. Um daraus eine 100 pM-Stamm-
I6sung anzusetzen, wurden 50 puL bzw. 200 uL Wasser (steril und RNase-frei) zu den
siRNAs gegeben und durch mehrmaliges Pipettieren vermischt.

Die Immobilisierung der siRNAs auf die nanopordsen Silica-Nanopartikel fand unter
aseptischen Bedingungen statt. Daftir wurden die verwendeten Nanopartikel zunachst
sterilisiert, indem sie mit Ethanol (70 %) gewaschen und unter einer sterilen Sicherheits-
werkbank getrocknet wurden. Unmittelbar vor den Beladungsexperimenten wurden sie
zusétzlich unter einer sterilen Werkbank fur 30 Minuten mit UV-Strahlung bestrahlt.
Als Immobilisierungsmedium wurde ein Puffer aus 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
(MES) mit pH 5 gewéhlt. Zum Ansetzen der MES-Puffer-Lésung wurden 5.33 g MES
abgewogen und in 400 puL Reinstwasser gelost. Nach dem Einstellen des pH-Wertes auf
5 mit 2 M Natronlauge wurde die Losung in einen 500 mL-Messkolben Gberfuhrt und das
Volumen bis zur Ringmarke ergénzt. VVor der Verwendung wurde der Puffer steril filtriert.
Aus den sterilisierten Partikeln wurde durch Zugabe des MES-Puffers eine Dispersion
mit einer Konzentration von 2 000 pg mL* hergestellt. Danach wurden 40 pL dieser Dis-
persion (80 ug NPSNPs) in einem Mikroreaktionsgefal (0.5 mL) vorgelegt und mit
3.01 pL der siRNA-Stammlosung (4.4 pg) und 44.99 uL. MES-Puffer durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren vermischt. Bei dem Gesamtvolumen von 88 pL betrug die resul-
tierende Konzentration bezogen auf die siRNAs 50 pg mL~! und bezogen auf die
NPSNPs 0.9 mg mL-L. Fir die Inkubation wurden die ReaktionsgefaRe schlieRlich bei
7 °C fir 24 Stunden in einen Thermomixer der Firma Biozym Scientific mit einer Schit-
telrate von 500 rpm gestellt. Nach der Inkubationszeit erfolgte die Separation der Partikel
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von der Inkubationslésung durch eine zehnmindtige Zentrifugation bei 10 000 rpm bzw.
9 744 g. AnschlielRend wurden der Inkubationsiiberstand entnommen und bis zur weite-
ren Quantifizierung der sSiRNA-Menge bei —20 °C gelagert.

Die Freisetzungsexperimente mit den beladenen Partikeln erfolgten direkt im Anschluss
an die Immobilisierung. Dazu wurde das entnommene Volumen der Inkubationslésung
durch eine sterile 0.01 molare, phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) ersetzt und durch
mehrmaliges Pipettieren mit den Partikeln vermischt. Die Freisetzung fand dann bei
37 °C und einer Dauer von einer Woche statt. An bestimmten Zeitpunkten erfolgte ein
erneutes Abtrennen der Silica-Nanopartikel von der Freisetzungslésung durch Zentrifu-
gation, gefolgt von einer Entnahme des Uberstandes und einem Ersetzen des entnomme-
nen Volumens mit frischem PBS. Das Prinzip der Durchfuhrung ist in Abbildung 3.4 dar-
gestellt.

Lagerung  Quantifizierung via
- Fluoreszenz-
—20°C spektroskopie

Zugabe PBS _ 37 °C, x Tage Entnahme des
i Zentrifugation Uberstands
10 000 rpm
10 min
80 pg
siRNA-beladene
NPSNPs Wiederholung
Zugabe PBS

Abbildung 3.4: Verlauf der Freisetzungsexperimente mit sSiRNA-beladenen NPSNPs.

Neben den Inkubationsuberstdnden wurden auch alle Freisetzungsldsungen bis zur Quan-
tifizierung mittels Fluoreszenz- bzw. UV/VIS-Spektroskopie (NanoDrop™) bei —20 °C
aufbewahrt. Fur diese Versuche wurden sowohl die sp-NPSNPs als auch die Ip-NPSNPs
mit allen in Tabelle 3.1 aufgelisteten Modifizierungen verwendet. Als Referenzproben
wurde bei jeder Partikelsorte anstelle der sSiRNA-Stammldsung das entsprechende Volu-
men durch MES-Puffer ersetzt, ansonsten erfolgte eine Behandlung unter gleichen Be-
dingungen.

3.1.6  Untersuchung des Degradationsverhaltens der NPSNPs unter den Freiset-
zungsbedingungen

Um eine mdgliche Degradation der Silica-Nanopartikel wéhrend der Freisetzungsexperi-
mente zu untersuchen, wurden ausgewéhlte Nanopartikelsorten (sp-NPSNP
-NH:-Propyl (50/50) und Ip-NPSNP-NH:-Propyl (50/50)) unter gleichen Bedingungen,
wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben, behandelt. Zur Simulation der Immobilisierungs-
bedingungen wurden 45 mg der Nanopartikel zunéchst in 50 mL MES-Puffer (pH 5) dis-
pergiert und fir 24 Stunden inkubiert. Danach wurden die Partikel fir 15 Minuten bei
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5 000 rpm zentrifugiert und der Uberstand wurde entnommen. Zur Nachahmung der Frei-
setzungsbedingungen wurden im Anschluss 50 mL PBS zu den Partikeln gegeben, sodass
die Nanopartikelkonzentration mit 0.9 mg mL derjenigen aus den siRNA-Freisetzungs-
experimenten entsprach. Die Partikel wurden durch mehrmaliges Aufziehen mit einer
10 mL-Pipette mit der Lésung vermischt und danach bis zum Mediumwechsel im Inku-
bationsofen bei 37 °C gelagert. Der Wechsel des Mediums erfolgte analog zu den Frei-
setzungsexperimenten an den Tagen 1, 2, 5 und 7. An diesen Tagen wurden die Proben
zuerst zentrifugiert (15 Minuten, 5 000 rpm), dann wurde das tberstehende Medium ab-
genommen und durch das gleiche VVolumen PBS ersetzt. Bei den Proben, fur die das Ex-
periment an dem jeweiligen Tag enden sollte, wurde anstatt des Mediumwechsels ein
Waschschritt mit 50 mL Reinstwasser vollzogen. Dies sollte Giberschissiges PBS entfer-
nen und einer moglichen Auskristallisation von Phosphatsalzen bei der anschlieRenden
Trocknung bei 60 °C entgegenwirken.

3.1.7  Bestimmung der maximalen siRNA-Immobilisierungsmenge

Um eine Aussage Uber die maximale Immobilisierungsmenge auf den modifizierten
Silica-Nanopartikeln zu treffen, wurden einer festgelegten Partikelmenge (sp-NPSNP-
NH2-Propyl (50/50) bzw. Ip-NPSNP-NH2-Propyl (50/50)) unterschiedliche siRNA-Kon-
zentrationen offeriert und die Effizienz der Immobilisierung indirekt aus der verblieben-
den siRNA-Konzentration im Uberstand bestimmt. Fiir diese Versuche wurden ebenfalls
DY-547-markierte Kontroll-siRNAs der Firma horizon Dharmacon verwendet.

Die Sterilisation der eingesetzten Nanopartikel vor dem Versuch erfolgte nach der Be-
schreibung in Abschnitt 3.1.5. Mit den sterilisierten Partikeln wurde durch Zugabe von
steril filtriertem MES-Puffer (pH 5) eine 2 000 pug mL~! Dispersion hergestellt, von der
50 pL (100 pg) in einem Mikroreaktionsgeféal3 vorgelegt wurden. Zu den Partikeln wur-
den dann verschiedene Volumina der siRNA-Stammldsung sowie MES-Puffer gegeben,
sodass bei einem Gesamtvolumen von 100 pL siRNA-Konzentrationen zwischen
50 pug mL~* und 250 pg mL~* erreicht wurden. Die verwendeten Volumina kénnen zu-
sammen mit den dazugehdrigen siRNA-Massen Tabelle 3.2 enthnommen werden. Zur In-
kubation wurden die verschiedenen Ansétze fir 24 Stunden bei 7 °C in einen Thermo-
schiittler (500 rpm) gestellt. Hinterher erfolgte eine Separation der Partikel vom (berste-
henden Medium mittels zehnminditiger Zentrifugation. Die Uberstande der einzelnen An-
sétze wurden abgenommen und bis zur Quantifizierung der verbleibenden siRNA-Menge
bei —20 °C gelagert. Im Anschluss an die Immobilisierung fand eine Untersuchung der
siRNA-Freisetzung analog zu der in Abschnitt 3.1.5 statt.
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Tabelle 3.2: Angaben der verwendeten Volumina der siRNA-Stammlésung sowie der MES-Pufferld-
sung. Die offerierte Nanopartikelmasse betrug 100 pg und das Gesamtvolumen 100 L.

Endkonzentration  Volumen siRNA- Korrespondierende Volumen MES-
SIRNA Stammlosung siRNA-Masse Puffer
/ pg mL? / uL / ug / uL
000 00.00 00.0 50.00
050 03.76 05.0 46.24
075 05.64 07.5 44.36
100 07.52 10.0 42.48
150 11.28 15.9 38.72
250 18.80 25.9 31.20

3.1.8  Umhdillung der mit siRNA beladenen nanoporosen Silica-Nanopartikel mit
verschiedenen Lipiden

Um die immobilisierten siRNAs vor einer frihzeitigen Degradation zu schitzen und
gleichzeitig die Zellaufnahme der Partikel zu verbessern, wurden die mit siRNAs belade-
nen Silica-Nanopartikel zusétzlich mit einer Lipidhtlle versehen. Bei den verwendeten
Lipiden handelte es sich um DOPE, DOTAP und PEG2000, die als Pulver von der Firma
Avanti® erworben wurden. Ihre vollstandigen Namen sind zusammen mit ihren Struktur-
formeln in Abbildung 3.5 dargestellt.

1,2-Dioleoyl-3-trimethylammoniumpropan
(Chloridsalz) 0

\/\/\/\/W /
DOTAP O/X@N\\

0
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
o]
o]
M H
— —P—

DOPE O (6] o} ®
° Ao? g N
/\/\/\/E/\/\/\/W )

0

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-[methoxy(polyethylenglycol)-2000]
(Ammoniumsalz) 0

M —P—
O > O (6}
PEG2000 /:@ N \/\Hk(OCHzCHz)‘tsOC"b

Abbildung 3.5: Strukturformeln der in dieser Arbeit verwendeten Lipide.

Die Umhiillung verlief nach einer abgewandelten Vorschrift von Méller et al.t’? Im Vor-
feld wurden dafiir aus den einzelnen Lipiden Ldsungen mit einer Konzentration von
2.5 mg mL! in einem Gemisch aus Wasser und Ethanol (60/40) hergestellt und bis zur
Verwendung im Kihlschrank bei 4 °C gelagert.
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Zum Einsatz kamen (blicherweise 100 pg Silica-Nanopartikel, die entsprechend der VVor-
schrift in Abschnitt 3.1.7 zunachst mit siRNAs beladen wurden (entweder 50 pg mg™
oder 75 ug mg?). Nach der Immobilisierung wurden die beladenen Partikel fiir zehn
Minuten bei 10 000 rpm (9 744 g) zentrifugiert und das Uberstehende Medium entfernt.
Daran anschlieBend erfolgte die Umhillung mit verschiedenen Lipidformulierungen.
Dazu wurden unterschiedliche Volumina der entsprechenden Lipidlésungen (s. Ta-
belle 3.3) hintereinander zu den Nanopartikeln gegeben und durch mehrfaches Auf- und
Abpipettieren vermischt. Nach einer zweisekiindigen Behandlung im Ultraschallbad wur-
den 200 pL Wasser (auf ca. 5 °C gekuhlt) zu dem Reaktionsgemisch gegeben und mit
einer Pipette fiir ungefahr 30 Sekunden griindlich vermengt. Uberschiissige Lipide wur-
den hinterher Uber zweimaliges Waschen mit 200 puL Wasser entfernt, wobei zwischen
jeder Wasserzugabe eine Zentrifugation von zehn Minuten bei 10 000 rpm durchgefiihrt
wurde. Zuletzt konnten nach der Abnahme des Waschwassers die umhillten Partikel in
einem Medium nach Wahl (Wasser oder PBS) wiederaufgenommen werden.

Tabelle 3.3: Volumen- und Stoffmengenangaben der Lipidlésungen (2.5 mg mL™ in einem Gemisch
aus Wasser und Ethanol) firr die verschiedenen Lipidformulierungen.

Verhéltnis von

DOTAP/DOPE/PEG2000 DOTAP DOPE PEG2000
50/50/0 17.1 L (61 nmol)  18.0 pL (61 nmol) -
60/35/5 204 pL (73 nmol)  12.7 uL (43 nmol) 6.8 pL (6 nmol)

3.1.9  Untersuchungen zur Zellaufnahme an HS-5(-GFP)-Zellen

Die Zellaufnahme der siRNA-beladenen Silica-Nanopartikel wurde an HS-5-Zellen so-
wie an HS-5-Zellen, die mit einem enhanced green fluorescent protein(eGFP)-Gen funk-
tionalisiert waren (HS-5-GFP-Zellen), untersucht. Letztgenannte besa3en das Gen einer
verbesserten Variante des grin fluoreszierenden Proteins von Clontech, welches Gber ei-
nen lentiviralen Vektor exprimiert wurde. Die Expression des eGFP-Gens war konditio-
nal, sodass wahrend der Kultivierung Doxycyclin (DOX) als Induktor vorliegen musste,
damit es zur Bildung des eGFPs kam. Die Zellen wurden von der AG Hoffmann (Klinik
fur Orthopédie, Medizinische Hochschule Hannover (MHH)) zur Verfligung gestelit.
Die HS-5-Zellen wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, standardi-
siertes Nadhrmedium) kultiviert, welches mit FCS, HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonséure), FGF-2 (fibroblast growth factor 2) sowie Penicillin und
Streptomycin (Pen/Strep) versetzt war. Die vollstandige Rezeptur des Nahrmediums ist
im Anhang 7.2 zu finden. Bei der Kultivierung der HS-5-GFP-Zellen wurde vor der Ver-
wendung des Mediums Doxycyclin hinzugegeben (Endkonzentration 1 pg mL™1).

Kultivierung und Expansion der Zellen. Zunéachst wurde ein Zellaliquot (HS-5 sowie
HS-5-GFP) mit 500 000 Zellen aufgetaut und mit 1 mL warmem Medium versetzt. An-

schlieRend wurden die Zellen in ein Zentrifugengefal? tberflhrt, in dem bereits 5 mL
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warmes Medium (x DOX) vorgelegt waren, und flr finf Minuten bei 200 g (relative
Zentrifugalbeschleunigung) zentrifugiert. Danach folgte eine Abnahme des Uberstehen-
den Mediums sowie eine Resuspension der Zellen in 1 mL frischem Medium. Die Zellen
wurden in eine 175 cm? Zellkulturflasche mit 25 mL Medium (x DOX) iberfiihrt und fiir
zwei bis drei Tage bei 37 °C und 5 % COz in einem Brutschrank expandiert.

Aussaat der Zellen. Die Zellaufnahme der mit siRNAs beladenen Nanopartikel wurde
mittels konfokaler Laser-Rastermikroskopie untersucht. Zur Probenpraparation mussten
die Zellen dafur fixiert werden, weswegen sie auf 4-Kammer-Objekttrdgern
(Nunc™ Lab-Tek™ II Chamber Slide™) der Firma Thermo Fisher Scientific kultiviert
wurden. Flr die Aussaat wurde nach der Expansion das Uberstehende Medium entfernt
und die Zellen wurden mit 20 mL PBS gewaschen. Danach wurden 4.8 mL
Trypsin/EDTA (Ethylendiamintetraacetat) zur Ablésung der Zellen vom Boden der Zell-
kulturflasche hinzugegeben, wobei die Inkubationszeit im Brutschrank funf Minuten be-
trug. Nach dem Verstreichen der Zeit wurde die Reaktion mit 18 mL Medium gequencht.
Die Zellen wurden durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mit einer serologischen
Pipette in Einzelzellen suspendiert und in ein Zentrifugengefal Gberflhrt. Zur Bestim-
mung der Zellkonzentration wurden 20 uL dieser Suspension entnommen, in eine Fuchs-
Rosenthal-Zahlkammer gegeben und unter einem Mikroskop ausgezéhlt. Die restlichen
Zellen wurden fur finf Minuten bei 200 g zentrifugiert und das Uberstehende Medium
wurde verworfen. Uber die Zugabe frischen Mediums konnte die Zellenkonzentration
zuerst auf 1 Million Zellen pro Milliliter und dann in einem weiteren Gefall auf
34 000 Zellen pro Milliliter verdiinnt werden. Zuletzt wurde 1 mL dieser Zellsuspension
in jede Kammer eines Objekttragers gegeben. Zum Anwachsen der Zellen wurden sie fiir
24 Stunden in einen Inkubator (37 °C, 5 % CO3) gestellt.

Transfektion. Einen Tag nach der Zellaussaat erfolgte die Transfektion. Zur Vorberei-
tung wurde dafur das tberstehende Zellmedium in den Kammern entfernt und durch
400 pL frischen Mediums (= DOX) ersetzt.

Fur die Untersuchung der Zellaufnahme wurde die NPSNP-NH>-Propyl (50/50)-Modifi-
zierung beider Nanopartikelsorten sowie ihre dazugehdrige FITC-funktionalisierte Vari-
ante verwendet. Am Vortag wurden sie mit fluoreszenzmarkierten siRNAs (horizon
Dharmacon) beladen (75 pug mg?). Die Durchfiihrung erfolgte analog zu Abschnitt 3.1.7,
lediglich der Ansatz wurde herunterskaliert. Die verwendeten Volumina sind in Ta-
belle 3.4 zusammengefasst.
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Tabelle 3.4: Auflistung der verwendeten Volumina fir die Experimente zur Zellaufnahme.
SiIRNA-Stammldsung NPSNP-L6sung MES-Puffer
(20 pm) (2 000 pg mL‘l)
7.76 pL (2.1 pg) 13.75 pL (27.5 pg) 19.75 pL

Am Tag der Transfektion wurden die Lipidumhillungen nach Abschnitt 3.1.8 durchge-
flhrt. Auch hierbei wurden die Volumina den kleineren Mengen angepasst. Die genauen
Angaben sind in Tabelle 3.5 aufgelistet. Nach dem Waschen wurden die lipidumhdllten
Partikel durch Zugabe von PBS auf eine siRNA-Konzentration von 375 nM verdunnt.
Zuletzt wurden jeweils 100 pL dieser Verdinnungen in eine der Kammern auf einem
Chamber-Slide getropft, sodass die Konzentration bezogen auf die SiRNAs 75 nM betrug.
Dabei wurden die Ansétze mit FITC-markierten Silica-Nanopartikeln auf die HS-5-Zel-
len gegeben und die mit Silica-Partikel ohne Fluoreszenzmarkierung auf die HS-5-GFP-
Zellen. Zusétzlich wurden siRNA-beladene Nanopartikel ohne Lipidumhillung auf die
Zellen gegeben.

Tabelle 3.5: Angaben der eingesetzten VVolumina flr die verschiedenen Lipidformulierungen bei den

Zellkulturexperimenten. Die Lipide lagen dabei mit einer Konzentration von 2.5 mg mL™
in einem Gemisch aus Wasser und Ethanol (60/40) vor.

Verhaltnis von

DOTAP/DOPE/PEG2000 DOTAP DOPE PEG2000
50/50/0 4.69 pL 4.95 pL
(17 nmol) (17 nmol) -
60/35/5 5.60 pL 3.48 uL 1.87 pL
(20 nmol) (12 nmol) (2 nmol)

Zum Vergleich wurde an den HS-5-GFP-Zellen eine Transfektion der fluoreszenzmar-
kierten siRNAs mit Lipofectamine®-2000 (Thermo Fisher Scientific), einem kommerzi-
ell erhéltlichen Transfektionsreagenz, durchgeftihrt. Dazu wurden zundchst 1.5 pL einer
SIRNA-L6sung (20 uM) mit 8.5 pL sterilem Wasser sowie mit 50 uyL DMEM ohne Zu-
satze vermischt. Anschliefend wurden zu den siRNAs 60 pL eines Gemisches aus
1.75 pL Lipofectamine®-2000 und 58.25 uL DMEM hinzugefligt. Zum Durchmischen
wurde mehrmals auf- und abpipettiert sowie ein Vortexer verwendet (zwei Sekunden).
Nach einer kurzen Zentrifugation zum Sammeln der Mixtur am Boden des Reaktionsge-
faRes wurde eine Reaktionszeit von finf Minuten eingehalten. Zuletzt wurden 50 uL der
SIRNA-Lipofectamine®-Komplexe zusammen mit 50 uL. Medium auf die Zellen gege-
ben, wodurch eine siRNA-Konzentration von 25 nM erreicht wurde.

Fixieren und Farben. Einen Tag nach der Transfektion erfolgte eine Fixierung der Zel-
len. Dazu wurde zuerst das Uberstehende Medium in jeder Kammer entfernt, danach
konnte dreimal mit 500 pL PBS gewaschen werden. Es wurden 500 uL einer Paraform-
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aldehyd(PFA)-L6sung (0.5 % in PBS) in jedes Segment gegeben und fur zehn Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Hinterher erfolgte ein dreimaliges Waschen mit 500 pL
PBS. Zum Férben der Zellkerne wurde 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) verwendet.
Aus 13 pL einer 1 mg mL-1-Stammloésung wurde zundchst durch 1 000-fache Verdiin-
nung mit PBS eine Losung hergestellt, von der dann 500 uL in jedes der zuvor entleerten
Kompartimente gegeben wurde. Die Inkubationszeit betrug zehn Minuten bei Raumtem-
peratur und unter Lichtausschluss. Es folgte eine Wiederholung der Waschprozedur mit
500 pL PBS, wobei nach dem letzten der drei Waschschritte die Flissigkeit sorgfaltig
entfernt wurde. Zum Préparieren der Objekttréger flr die Mikroskopie wurden die umge-
benen Kammern entfernt und 50 pL Fluoromount-G™ (Thermo Fisher Scientific) auf
jedes Segment der Objekttrdger gegeben. Zuletzt wurden Deckgléschen auf den Zellen
platziert und durch vorsichtiges Andriicken die Lufteinschlisse entfernt (s. Abbil-
dung 3.6). Bis zur Mikroskopie wurden die praparierten Proben unter Lichtausschluss im
Kuhlschrank gelagert.

A Mit PFA fixierte und B Entfernen der Kammern C Zugabe von Mounting-Medium und
mit DAPI gefarbte Zellen Fixieren mit Deckgléaschen

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung zur Probenpréaparation der Zellaufnahmeuntersuchungen fir
die konfokale Laser-Rastermikroskopie.

3.1.10 Knockdown-Untersuchungen an HS-5-GFP-Zellen in 96-Well-Platten

Die F&higkeit der designten Silica-Nanopartikel, die immobilisierte sSiRNA im Zyto-
plasma einer Zelle freizusetzen und damit eine RNAI zu induzieren, wurde an HS-5-GFP-
Zellen untersucht. Dabei diente das eGFP als Testprotein, dessen Produktion herunterre-
guliert werden sollte. Die passende siRNA gegen die mRNA des eGFP-Gen wurde von
Thermo Fisher Scientific kommerziell erworben. Die Basensequenz aus Adenin (A), Cy-
tosin (C), Guanin (G) und Uracil (U) lautete aus: 3-GCAUCAAGGUGAA-
CUUCAATT-5" (sense-Strang) und 3"-UUGAAGUUCACCUUGAUGCCG-5" (anti-
sense-Strang). Als Kontrolle wurden Versuche mit der Silencer®Select Negative
Control-siRNA von Invitrogen™ durchgefthrt. Im weiteren Verlauf der Arbeit werden
die sSiRNAs gegen eGFP als ,,siGFP* und die Kontroll-siRNAs als ,,siNEG* bezeichnet.

Kultivierung und Expansion der HS-5-GFP-Zellen. Die Kultivierung und Expansion
der Zellen erfolgte analog zur in Abschnitt 3.1.9 beschriebenen VVorgehensweise.

Aussaat der Zellen. Die Aussaat der Zellen wurde auf &hnliche Weise durchgefihrt wie
in Abschnitt 3.1.9, anstelle der Chamber-Slides wurde jedoch eine schwarze 96-Well-
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Platte mit durchsichtigem Boden (Corning Life Science) verwendet. Nach dem Abldsen
der Zellen vom Boden der Kultivierungsflasche und dem Zahlen mit einer Fuchs-Rosen-
thal-Zahlkammer wurde eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 11 000 Zellen
pro Milliliter angesetzt. VVon dieser wurden 200 pL in jedes Well der Platte gegeben, so-
dass eine Zellzahl von 2 200 Zellen pro Well (6 875 Zellen pro cm?) erreicht wurde.

Transfektion. Einen Tag nach der Aussaat fand die Transfektion statt. Dazu wurden zu-
nachst 120 uL des Kulturmediums entfernt. Flr die Knockdown-Untersuchung kam die
NPSNP-NH:-Propyl (50/50)-Modifizierung beider Nanopartikelsorten zum Einsatz. Wie
in Abschnitt 3.1.9 beschrieben, fand am Vortag die Beladung mit siGFP oder SINEG
(75 ug mg~1) und am Tag der Transfektion die Lipidumhiillungen mit den beiden Lipid-
formulierungen (vgl. Tabelle 3.5) statt. Nach dem Waschen wurden die lipidumhdillten
Partikel durch Zugabe von PBS auf eine siRNA-Konzentration von 2.069 uM verdinnt.
Von dieser Lésung wurden weitere Verdiinnungen mit PBS angesetzt, sodass durch Zu-
gabe von 20 uL in jedes Well siRNA-Konzentrationen zwischen 50 und 200 nM erzielt
wurden. Eine Vermischung mit dem vorhandenen Medium im Well erfolgte durch mehr-
maliges Auf- und Abpipettieren. Neben den lipidumhtllten Partikeln wurde die Trans-
fektion auch mit siRNA-beladenen Partikeln ohne Lipidumhulle durchgefihrt.

Eine Transfektion mit Lipofectamine®-2000 diente bei diesen Versuchen als Kontrolle.
Die Vorschrift zur Herstellung der siRNA-Lipofectamine®-Komplexe wurde bereits in
Abschnitt 3.1.9 beschrieben, wobei anstelle der fluoreszenzmarkierten siRNAs siGFP
bzw. siNEG verwendet wurde. Von jedem Ansatz wurde so viel in jedes Well gegeben,
dass bei einem Gesamtvolumen von 100 puL siRNA-Konzentrationen von 25 nM oder
50 nM erreicht wurden.

Als Kontrolle wurden zu Zellen nur 20 L PBS ohne Nanopartikel gegeben. Die Inkuba-
tionszeit fur das Experiment belief sich auf 24 Stunden. Nach dieser Zeit wurde das uber-
stehende Medium abgenommen und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt.

Untersuchungen des Knockdowns. Vor der Transfektion sowie zwei Tage nach der
Transfektion wurde die Fluoreszenzintensitat der HS-5-GFP-Zellen zur Beurteilung des
GFP-Knockdowns an einem Plattenreader des Typs Infinite 200 PRO der Firma Tecan
uber die Software i-control 1.12 bestimmt. Die Exzitationswellenldnge betrug dabei
485 nm und die Emissionswellenlange 535 nm und die Messungen wurden von unten als
Mehrfachmessung (3x3) durchgefihrt. Zur Visualisierung der Herunterregulierung der
GFP-Expression wurden mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops (OLYMPUS CKX53 mit
der Software cellSense Standard) Aufnahmen der Zellen angefertigt.

Die Zellen wurden weiter in Kultur gehalten, wobei alle zwei bis drei Tage ihr Medium
gewechselt wurde. Sechs Tage nach der Transfektion erfolgte zur Evaluation der Zell-
viabilitdt ein Assay mit MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid). Die dazugehdrige VVorgehensweise ist im nachsten Abschnitt beschrieben.
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3.1.11 MTT-Test an HS-5-GFP-Zellen

Sechs Tage nach der Transfektion (vgl. vorheriger Abschnitt) erfolgte eine Bestimmung
der Zellviabilitaten der HS-5-GFP-Zellen mittels eines MTT-Tests der Firma Roche.
Dazu wurde zunéchst das berstehende Zellmedium verworfen und 60 pL eines Gemi-
sches aus 3.3 mL Medium und 330 pL MTT-Reagenz in die Wells pipettiert. Zum Ver-
teilen des Mediums wurde die Platte vorsichtig geschwenkt und anschlieRend fiir vier
Stunden bei 37 °C gelagert. Danach folgte eine Zugabe von 100 pL einer Solubilisations-
Losung, die aus 0.01 M HCI mit 10 % Natriumdodecylsulfat (SDS) bestand und zum L6-
sen der sich gebildeten Formazankristalle diente. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht im
Brutschrank bei 37 °C. Am darauffolgenden Tag wurde die Zellkulturplatte zuerst
zentrifugiert (15 Minuten, 2 000 rpm), dann wurden 100 pL der jeweiligen Uberstande in
eine UV/Vis-Platte pipettiert und bei 580 nm mit 650 nm als Referenz an einem
Multiplattenreader infinite F200 PRO der Firma Tecan vermessen.

3.1.12 Zellkultur fur die Knockdown-Untersuchungen von HS-5-GFP-Zellen am
Durchflusszytometer

Kultivierung und Expansion der HS-5-GFP-Zellen. Die Kultivierung und Expansion
wurde, wie in Abschnitt 3.1.9 beschrieben, durchgefuhrt.

Aussaat der Zellen. Fir die Aussaat wurden bei diesen Experimenten 12-Well-Platten
der Firma Greiner verwendet. Die expandierten Zellen wurden vom Boden der Kulti-
vierungsflasche abgeltst und mit einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer ausgezahlt. Da-
nach wurde eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 17 416 Zellen pro Milliliter
angesetzt. VVon dieser wurden 1.5 mL in jedes Well der Platte gegeben, sodass wie bei
den Versuchen in der 96-Well-Platte eine Zellkonzentration von 6 875 Zellen pro cm?
lag.

Transfektion. Auch bei diesen Versuchen fand die Transfektion einen Tag nach der Aus-
saat statt. Vor der Transfektion wurden 700 pL des Uberstehenden Zellmediums entfernt.
Fur die Knockdown-Untersuchung kam ebenfalls die NPSNP-NH-Propyl (50/50)-Modi-
fizierung beider Nanopartikelsorten zum Einsatz. Wie in Abschnitt 3.1.9 beschrieben,
fanden am Vortag die Beladungen mit siGFP oder siNEG (75 pg mg™) und am Tag der
Transfektion die Lipidumhillungen statt. Nach dem Waschen wurden die lipidumhallten
Partikel durch Zugabe von PBS auf eine siRNA-Konzentration von 2.069 puM verdinnt.
Von dieser Lésung wurden weitere Verdiinnungen mit PBS angesetzt, sodass durch Zu-
gabe von 200 pL in jedes Well eine siRNA-Konzentration von 75 nM erzielt wurde. Die
Transfektionslosungen wurden dabei vorsichtig in das jeweilige Well getropft. Danach
wurde die Platte zur Durchmischung vorsichtig geschwenkt.
Als Kontrolle wurde wieder eine Transfektion mit Lipofectamine®-2000 durchgefunhrt.
Die Vorschrift zur Herstellung der siRNA-Lipofectamine®-Komplexe wurde bereits in
Abschnitt 3.1.9 beschrieben, wobei anstelle der fluoreszenzmarkierten siRNAs siGFP
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bzw. sINEG verwendet wurde. Von jedem Ansatz (mit siGFP bzw. mit sSiNEG) wurden
100 pL zusammen mit 100 pL Medium in das entsprechende Well gegeben, wodurch bei
einem Gesamtvolumen von 1 mL eine siRNA-Konzentration von 25 nM erreicht wurde.
Einen Tag nach der Zugabe der siRNAs zu den Zellen wurde das Medium gewechselt,
zwei Tage spater erfolgte die Untersuchung am Durchflusszytometer.

Praparation fur die Durchflusszytometrie. Fir die Durchflusszytometrie mussten die
Zellen als Suspension in einem Puffer aus PBS mit 0.5 % BSA (bovine serum albumin,
Rinderserumalbumin) und 2 mM EDTA mit einer Konzentration von ca. 43 000 Zellen
pro 100 pL vorliegen. Am Tag der Untersuchung wurden die Zellen deshalb mit 1 ml
PBS gewaschen und anschlieend mit 150 puL Trypsin/EDTA vom Boden der 12-Well-
Platte gel6st. Die Reaktion wurde mit 1 mL Medium nach fiinf Minuten Inkubation ge-
quenscht, und die Zellkonzentration wurde mithilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
bestimmt. Die Zellen wurden in ein MikroreaktionsgefaR uberfuhrt und bei 200 g fur funf
Minuten zentrifugiert. Hinterher konnte durch Zugabe der Pufferlésung die gewinschte
Zellkonzentration eingestellt werden. Bis zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitat am
Durchflusszytometer wurden die Zellen auf Eis gelagert.

3.1.13 Zellkultur fir die Knockdown-Untersuchungen von CD73 an DPSCs am
Durchflusszytometer

Neben den Knockdown-Untersuchungen an HS-5-GFP-Zellen wurden Versuche zur
Herunterregulierung eines Gens mit den NH2-Propyl (50/50)-Modifizierungen beider
Nanopartikelsorten mit einer Lipidhille aus DOTAP/DOPE/PEG2000 (50/50/0) an den-
talen Pulpastammzellen durchgefiihrt. Dabei wurde der Oberflachenmarker CD73 (Clus-
ter of Differentiation 73), der von dem NT5E-Gen codiert wird, als Testprotein ausge-
wahlt. Die passende siRNA gegen die mRNA des NT5E-Gens wurde von Thermo Fisher
Scientific kommerziell erworben (Cat. # 4390824, 3-GUAUCCAU-
GUGCAUUUUAATT-5" (sense-Strang) und 3"-UUAAAAUGCACAUGGAUACGT-5
(antisense-Strang)). Als Kontrolle wurden wieder Silencer®Select Negative
Control-siRNAs von Invitrogen™ verwendet. Im weiteren Verlauf der Arbeit wird die
siRNA gegen NTSE als ,,siNTSE® und die Kontroll-siRNA als ,,siNEG* bezeichnet. Vor
der Quantifizierung am Durchflusszytometer mussten die CD73-Molekiile auf der Ober-
flache der Zellen mit einem fluoreszenten Antikérper markiert werden. Dieser wurde von
Miltenyi Biotec bezogen, war mit dem Fluorophor R-Phycoerythrin (PE) gelabelt und
wird im Folgenden als CD73-PE gekennzeichnet. Zusétzlich kam bei nicht-transfizierten
Zellen ein PE-markierter Isotyp-Kontrollantikérper (REA-PE) zum Einsatz, der ebenfalls
von Miltenyi Biotec bezogen wurde.

Kultivierung und Expansion der Zellen. Zundchst wurde ein Zellaliquot DPSCs der
Firma Lonza (Passage 6) mit 500 000 Zellen aufgetaut und in einer 175 cm? Zellkultur-

flasche fir drei Tage bei 37 °C und 5% CO: expandiert. Als Medium wurde daftr
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a-MEM (Minimum Essential Medium Eagle—alpha modification, standardisiertes Nahr-
medium), welches mit 10 % FCS sowie 1 % Pen/Strep versetzt war, verwendet.

Aussaat der Zellen. Fur die Aussaat wurden bei diesen Experimenten 6-Well-Platten
eingesetzt. Die expandierten Zellen wurden mithilfe von Accutase vom Boden der Kulti-
vierungsflasche abgeldst und mit einer Zellzahl von 48 000 Zellen in 3 mL pro Well aus-
gesat (5 000 Zellen pro cm?).

Transfektion. Einen Tag nach der Aussaat fand die Transfektion der siRNAs mit den
Silica-Nanopartikeln sowie mit Lipofectamine®-2000 als Kontrolle statt. Die Durchfiih-
rung zur Beladung der sp- bzw. Ip-NPSNPs-NHz-Propyl (50/50) mit siRNA (75 pg mg1)
sowie deren Umhullung mit Lipiden wurde bereits in Abschnitt 3.1.9 beschrieben. Nach
dem Umhullen wurden die Partikel in unterschiedlichen Volumen PBS aufgenommen,
sodass durch Zugabe von 400 pL zu den Zellen siRNA-Konzentrationen von 50 nM bei
den sp-NPSNPs und 75nM bei den Ip-NPSNPs erzielt wurden. Durch vorsichtiges
Schwenken der Well-Platte wurde nach dem Hinzufugen der Partikel eine zusétzliche
Vermischung erreicht.

Fur die Transfektion mit Lipofectamine® wurden zundchst 3 pL einer siRNA-L6sung
(20 M SINTSE bzw. siNEG) mit 17 uL RNase-freiem Wasser vermischt. Anschliel}end
wurden zu der siRNA 100 uL a-MEM (ohne Zusétze) gegeben. In einem separaten
Mikroreaktionsgefal wurden 3.5 pL Lipofectamine®-2000 mit 116.5 pL. a-MEM ver-
mengt. Dieses Volumen von 120 puL wurde danach zu den 120 pL siRNA-LGsungen ge-
geben und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vermischt. Zudem erfolgte eine
kurze Behandlung auf einem Vortexer, gefolgt von einer kurzen Zentrifugation zum Sam-
meln der Losung am Boden des Reaktionsgefalies. Zur Bildung der Lipoplexe wurde eine
Reaktionszeit von funf Minuten bei Raumtemperatur eingehalten. Zuletzt wurden 200 pL
des siRNA-Lipofectamine®-Gemisches sowie 200 uL Medium auf die Zellen gegeben,
wodurch die resultierende siRNA-Konzentration bei einem Gesamtvolumen von 2 mL
25 nM betrug.

Einen Tag nach der Transfektion wurde das Medium der Zellen verworfen und durch
2 mL frisches a-MEM mit FCS und Pen/Strep ersetzt.

Praparation fur die Durchflusszytometrie. Zwei Tage nach der Transfektion wurde der
Knockdown am Durchflusszytometer quantifiziert. Dafur mussten die vorhandenen
CD73-Molekile mit einem fluoreszierenden Antikdrper markiert werden. Fir die Mar-
kierung wurde das tberstehende Zellmedium der einzelnen Proben verworfen. Nach ei-
nem zweimaligen Waschen der Zellen mit 2 mL PBS wurden sie mit 0.5 mL Accutase-
Losung vom Boden der Well-Platte gel6st. Das Stoppen der Reaktion mit 1.5 mL Me-
dium erfolgte nach einer zehnmindtigen Inkubation bei 37 °C. Zum Auszéhlen der Zellen
wurden 50 pL in eine Neubauer-Z&hlkammer (improved) gegeben. Die restlichen DPSCs
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wurden fir funf Minuten bei 200 g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das tber-
stehende Zellmedium verworfen und die Zellen auf eine Konzentration von 3 Millionen
Zellen pro Milliliter mit einem Puffer aus PBS mit 0.5 % BSA und 2 mM EDTA ver-
dunnt. Von dieser Suspension wurden 100 pL (300 000 Zellen) in ein Mikroreaktionsge-
fan (1.5 mL) tberfuhrt und mit 2 uL des CD73-PE versetzt. Als Kontrolle wurden Zellen,
bei denen keine Transfektion stattgefunden hatte, die aber ansonsten unter gleichen Be-
dingungen behandelt wurden, mit 2 uL REA-PE versetzt. Die Reaktionszeit zur Anbin-
dung der Antikorper betrug in beiden Fallen 30 Minuten bei 4 °C im Kihlschrank. Nach
dieser Zeit wurde 1 mL Puffer zu den DPSCs hinzugefuigt. AnschlieRend erfolgte eine
Zentrifugation der Zellen fiir finf Minuten bei 200 g. Zuletzt wurde der Uberstand ent-
fernt, und es erfolgte eine Resuspension der Zellen mit dem Puffer auf eine Konzentration
von 500 Zellen pro Mikroliter. Bis zur Untersuchung der Zellen am Durchflusszytometer
wurden die DPSCs unter Lichtausschluss auf Eis gelagert.

Der Versuch wurde in Kooperation mit Henning Hartwig (AG Stiesch, Klinik fir Zahn-
arztliche Prothetik und Biomedizinische Werkstoffkunde, MHH) durchgefihrt.

3.1.14 Zytokompatibilitatstests mit DPSCs

Die Zytokompatibilitdt von ausgewahlten Proben wurde mit DPSCs der Firma Lonza
uber einen CellTiter-Blue®(CTB)-Test untersucht. Fir den Test wurden zundchst die
DPSCs (Passage 6) in 100 pL a-MEM, welches mit FCS sowie Pen/Strep versetzt war,
ausgesat und uber Nacht bei 37 °C und 5% CO: kultiviert. Die Zelldichte betrug
1 600 Zellen pro Well einer 96-Well-Platte (5000 Zellen pro cm?). Am Tag nach der
Aussaat erfolgte die Zugabe der Silica-Nanopartikel. Dabei kamen sowohl unmodifizierte
als auch NH2-Propyl (50/50)-modifizierte NPSNPs beider Nanopartikelsorten zum Ein-
satz. Von den zu testenden Partikeln wurden mit sterilem Wasser Dispersionen mit ver-
schiedenen Konzentrationen hergestellt. Darauffolgend wurden davon jeweils 10 pL zu
den bereits 100 pL Zellmedium gegeben und durch mehrfaches Aufziehen mit einer Pi-
pette vermischt. Die resultierenden Partikelkonzentrationen variierten zwischen
10 pug mLt und 500 pg mL-2. Als Kontrolle dienten Zellen, zu denen 10 pL steriles Was-
ser ohne Nanopartikel gegeben wurden. Nachdem die Zellen einen Tag mit den jeweili-
gen Proben inkubiert waren, wurde das Medium gewechselt. Die erste Bestimmung der
Zellviabilitaten erfolgte 48 h nach der Probenzugabe. Dazu wurde das Medium entfernt
und durch 100 pL eines Gemisches aus 1.67 mL CTB-Reagenz (Promega) und 8.33 mL
Medium ersetzt. Nach einer Reaktionszeit von ca. vier Stunden wurden die Uberstande
in eine schwarze 96-Well-Fluoreszenzplatte tberfihrt und 100 pL frisches Medium auf
die Zellen gegeben. Die quantitative Bestimmung der umgesetzten Farbstoffmengen er-
folgte bei einer Exzitationswellenldnge von 540 nm und einer Emissionswellenlédnge von
595 nm an einem Multiplattenreader des Typs infinite F200 PRO der Firma Tecan. Die
dazugehdorige Software war i-control 1.12.
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Die Zellen wurden weiter in Kultur gehalten. Nach zwei Tagen fand ein Mediumwechsel
statt und sechs Tage nach der Inkubation erfolgte eine erneute Bestimmung der Zellvia-
bilitdten nach einer analogen Durchflihrung.

Die Aussaat der Zellen fir dieses Experiment erfolgte durch Henning Hartwig (AG
Stiesch, Klinik fiir Zahnérztliche Prothetik und Biomedizinische Werkstoffkunde, MHH).

3.1.15 Invitro-Untersuchungen zur Differenzierung von DPSCs mittels Alizarin-
Rot-Farbung

Zur Untersuchung des Einflusses der Silica-Nanopartikel auf die Differenzierung der
DPSCs wurde eine Alizarin-Rot-Farbung herangezogen.

Dentale Pulpastammzellen der Firma Lonza (Passage 6) wurden in a-MEM, welches mit
10 % FCS sowie 1 % Penicillin und Streptomycin versetzt war, in einer 6-Well-Platte
ausgesét und Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO> kultiviert. Das VVolumen betrug dabei
3 mL und die Zelldichte 5000 Zellen pro cm?. Einen Tag nach der Aussaat wurden
1.2 mL des Mediums entnommen. Dann wurden 200 uL einer Dispersion aus modifizier-
ten Silica-Nanopartikeln in Wasser vorsichtig auf die Zellen getropft. Die bei dem Ge-
samtvolumen von 2 mL erreichten Konzentrationen der modifizierten Silica-Nanoparti-
kel (sp- bzw. Ip-NPSNP-NH.-Propyl (50/50)) beliefen sich auf 25 pg mLt, 100 ug mL
sowie 400 pug mL~t. Von den sp-NPSNPs ohne Modifizierung wurde eine Konzentration
von 100 pg mL~! auf den Zellen getestet. Als Kontrolle wurden 200 uL Wasser ohne
Nanopartikel auf Zellen gegeben. Einen Tag nach dem Start der Inkubation wurde das
uberstehende Zellmedium entfernt und durch ein zur odonto- bzw. osteogenen Differen-
zierung anregendes Medium (Osteo-Medium) ersetzt. Dieses besa neben FCS und
Pen/Strep noch B-Glycerolphosphat, Natriumascorbat, Dexamethason und Kalium-
dihydrogenphosphat als Zusatz. Die jeweiligen Konzentrationsangaben sind in
Tabelle 7.2 im Anhang aufgefiihrt. Die Zellen wurden fiir 12 Tage kultiviert, wobei alle
drei bis vier Tage das Medium durch frisches Medium ersetzt wurde. Zum Vergleich
wurden Zellen einer gleichen Behandlung unterzogen, allerdings wurde nach der Inkuba-
tion anstelle des Osteo-Mediums weiterhin a-MEM mit FCS und Pen/Strep verwendet.
12 Tage nach der Inkubation wurden die Zellen mit PFA (4 % in PBS) Uber einen Zeit-
raum von 30 Minuten fixiert und hinterher dreimal mit 2 mL PBS gewaschen. Vor der
Féarbung wurden die Zellen zusétzlich dreimal mit 2 mL destilliertem Wasser gewaschen,
hinterher wurden die Waschlésungen aus den Wells entfernt. Es folgte eine Zugabe von
1 mL Alizarin-Rot-L6sung (1 % in Wasser, pH 4.1) pro Well. Nach einer Inkubationszeit
von einer Stunde bei Raumtemperatur wurde die Ldsung verworfen und die Waschpro-
zedur mit destilliertem Wasser wiederholt. Zur Extraktion des Farbstoffes wurden die
Zellen mit 1 mL Lysepuffer, der aus Wasser mit 10 % Essigsaure und 20 % Methanol
bestand, versetzt. Nach einer Inkubation von einer Stunde bei Raumtemperatur wurde der
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gesamte Inhalt eines jeden Wells in ein Mikroreaktionsgefa3 tberfuhrt, welches darauf-
hin auf einen Vortexer gehalten und fur zehn Minuten bei 85 °C gelagert wurde. Die Pro-
ben wurden fiir zehn Minuten bei 13 300 rpm zentrifugiert und 100 pL der Uberstinde
wurden in eine 96-Well-Platte gegeben. Zur Bestimmung des Alizarin-Rot-Gehalts wur-
den zusatzlich 100 pL einer Kalibrationsreihe in die Platte pipettiert. Flr die Kalibration
wurde zunéchst eine Alizarin-Standardlésung (2.08 mM) aus 50 pL 1 % Alizarin-Lésung
mit 1 mL Lysepuffer angesetzt. Aus dieser wurde durch eine 1:1-Verdlnnung eine
Kalibrationsreihe mit finf Werten erstellt. Zuletzt wurde die Absorption der Proben und
der Kalibration bei 405 nm an einem Multiplattenreader Infinite F200 der Firma Tecan
vermessen.

Die Zellkultur und die Alizarin-Rot-Farbungen wurden von Henning Hartwig (AG
Stiesch, Klinik fiir Zahnarztliche Prothetik und Biomedizinische Werkstoffkunde) an der
MHH durchgefihrt.

3.1.16 Invitro-Untersuchungen zur Differenzierung von DPSCs mittels Bestim-
mung der alkalischen Phosphatase-Aktivitat

Neben der Alizarin-Rot-Farbung (s. vorheriger Abschnitt) erfolgte eine Beurteilung der
Differenzierung Uber die Aktivitat der alkalischen Phosphatase (ALP). Fur diese Versu-
che wurden DPSCs mit einer Zelldichte von 5 000 Zellen pro cm? in 6-Well-Platten aus-
gesét. Einen Tag nach der Aussaat erfolgte analog zu den Versuchen der Alizarin-Rot-
Farbung eine Entnahme von 1.2 mL Medium und die Zugabe der verschiedenen Nano-
partikeldispersionen. Mit den modifizierten Silica-Nanopartikeln (sp- bzw. Ip-NPSNP-
NH:-Propyl (50/50)) wurden Konzentrationen von 25 pug mL-! und 100 pg mL* getestet.
Die Konzentration der sp-NPSNPs ohne Modifizierung betrug wieder 100 pg mL2.
Einen Tag nach dem Start der Inkubation wurde das Uberstehende Medium entfernt und,
wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, entweder durch ein zur odonto- bzw. osteo-
genen Differenzierung anregendes Medium (Osteo-Medium) oder durch a-MEM (mit
FCS und Pen/Strep) ersetzt. Auch diese Zellen wurden fiir 12 Tage kultiviert, wobei alle
drei bis vier Tage das Medium erneuert wurde.

Die ALP-Aktivitat wurde 12 Tage nach dem Start der Inkubation untersucht. Fir eine
Standardreihe wurden zundchst 9.9 mL Natronlauge (0.02 M) mit 100 pL einer 100 mM
p-Nitrophenol-L6sung vermischt. Aus dieser Losung wurde anschlieRend eine Standard-
reihe mit Natronlauge angesetzt, wobei von jeder Verdinnung jeweils 200 pL in ein Well
einer 96-Well-Platte pipettiert wurden. VVon den Zellen wurde das tUberstehende Medium
entnommen und sie wurden zweimal mit 2 mL einer Tris(hydroxymethyl)-aminome-
than(Tris)-Puffer-Losung (Tris-buffered saline, TBS) gewaschen. Danach wurden die
Zellen mit 1 mL einer 1 %-igen Triton X-100-L6sung (in TBS-Puffer) fir 30 Minuten bei
37 °C permeabilisiert und vom Boden der Wells gelést. Die DPSCs wurden in ein
Mikroreaktionsgefal3 Gberfuhrt und fiir finf Minuten bei 13 300 rpm zentrifugiert. Von
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dem Uberstand wurden 20 pL in die Well-Platte gegeben. Zusatzlich wurde aus dem
Uberstand eine 1:10-Verdiinnung (10 pL Probe mit 90 pL Substratpuffer) hergestellt und
ebenfalls in die Platte pipettiert. Fur die Substrat-Lésung wurde eine Tablette p-Nitro-
phenylphosphat-Dinatriumsalz Hexahydrat in 5 mL Substratpuffer gelést. Der Substrat-
puffer wurde im Vorfeld aus 478 pL Diethanolamin (0.1 M), 50 pL Triton X-100-L6sung
(0.1 %) und 50 pL Magnesiumchlorid-Ldsung (1 mM) angesetzt und mit Salzsdaure auf
pH 9.8 gebracht. Zu den Proben wurden 100 pL der Substrat-Lésung gegeben und nach
dem Befillen wurde die Platte zum Durchmischen der Lésungen kurz auf einen Schiittler
gestellt. Die Inkubation erfolgte fir 30 Minuten bei 37 °C. Nachfolgend wurden 80 pL
NaOH (1 M) zu den Proben gegeben und die Platte wurde erneut kurz auf einem Schiittler
behandelt. Zuletzt erfolgte die Messung der Absorption bei 405 nm an einem Multiplat-
tenreader Infinite F200 der Firma Tecan. Sowohl bei der Standardreihe als auch bei den
Proben wurden Bestimmungen als Duplikate angefertigt.

Die Zellkultur sowie die Bestimmung der ALP-Aktivitdat wurde ebenfalls von Henning
Hartwig (AG Stiesch, Klinik fiir Zahnarztliche Prothetik und Biomedizinische Werk-
stoffkunde) an der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefihrt.

3.1.17 Untersuchung des Aggregationsverhaltens von VEGF mittels DLS

Um das Aggregationsverhalten von VEGF in den Medien Wasser und PBS zu untersu-
chen, wurden DLS-Messungen von Losungen mit Proteinkonzentrationen zwischen
50 pug mL und 150 pg mL-* angefertigt. Mit der Probe, die 150 pg mL~* VEGF in Was-
ser enthielt, wurde zusétzlich eine Zeta-Potential-Messung durchgefiihrt. Diese hohe
Konzentration musste gewahlt werden, da die Mindestkonzentration laut Geratehersteller
130 pug mL* betragen sollte. Das verwendete VEGF1es-A wurde steril-filtriert und lyo-
philisiert von der Firma PeproTech kommerziell erworben. Laut Herstellerangaben wurde
es in Escherichia coli (E. coli) produziert und hatte eine Reinheit von >98 %.

3.1.18 Immobilisierung von VEGF auf nanoporosen Silica-Nanopartikeln und da-
ran anschlielende Freisetzungsexperimente

Die Untersuchungen zur Immobilisierung und Freisetzung des Wachstumsfaktors fanden
in Anlehnung an vorherige Arbeiten aus der Arbeitsgruppe Behrens statt.[?222221 Dje Im-
mobilisierung des VEGFs auf den nanopordsen Silica-Nanopartikeln fand unter
aseptischen Bedingungen statt. Analog zu den Versuchen mit siRNA wurden die jeweili-
gen Nanopartikel zuerst in Ethanol (70 %) dispergiert, zentrifugiert und unter einer
Sicherheitswerkbank getrocknet. AnschlieBend wurden die Partikel fiir 30 Minuten einer
UV-Strahlung ausgesetzt. Als Medium flr die Immobilisierungs- und Freisetzungsexpe-
rimente wurde eine 0.01 molare, phosphatgepufferte Salzlosung mit 0.1 % bovinem
Serumalbumin-Zusatz (PBS (0.1 % BSA)) verwendet, wobei das PBS ein Standardme-
dium zur Simulation von physiologischen Bedingungen darstellte und das BSA als

Stabilisator firr das Protein dienen sollte.?>] Ublicherweise wurden 10 pg Aliquote des
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lyophilisierten VEGFs akquiriert, aus denen durch Zugabe von 1 mL Medium eine
10 pg mL-*-Stammlésung hergestellt wurde.

Fur die Immobilisierung des Wachstumsfaktors wurden die unmodifizierten sp-NPSNPs
sowie die amino-modifizierten sp-NPSNPs (sp-NPSNPs-NH2) verwendet. Zuerst wurden
4 mg der zuvor sterilisierten Nanopartikel in 720 pL PBS (0.1 % BSA) dispergiert. Da-
nach wurden 80 L aus einer 10 pg mL1-VEGF-Stammldsung hinzugegeben, sodass die
Inkubationskonzentration des Wachstumsfaktors bei 1 pg mL~* und das Gesamtvolumen
bei 800 pL lag. Darlber hinaus wurde fur die amino-modifizierten Nanopartikel eine
Konzentration von 2 pg mL! fiir die Immobilisierung verwendet, wofiir die Partikel in
640 uL PBS (0.1 % BSA) dispergiert wurden und 160 uL der VEGF-Stammlésung zum
Einsatz kam.

Die Inkubation der Nanopartikel in der Proteinlésung fand in einem Thermomixer der
Firma Biozym Scientific unter konstantem Schutteln (800 rpm) fiir 24 h bei 4 °C statt.
Nach dieser Zeit wurden die Nanopartikel zentrifugiert (zehn Minuten, 5 000 rpm bzw.
2 436 @), der Inkubationslberstand abgenommen und die Partikel einmal mit frischem
PBS (0.1 % BSA) gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation und der Entnahme der
Waschldsung wurden die beladenen Partikel direkt flr die Freisetzungsexperimente wei-
terverwendet. Alle Inkubations- und Waschlésungen wurden bis zur Quantifizierung des
VEGF-Gehaltes bei —20 °C aufbewahrt. Als Referenz dienten bei jedem Immobilisie-
rungsversuch 4 mg der jeweiligen Nanopartikelsorte, bei denen anstatt der VEGF-
Stammldsung lediglich PBS (0.1 % BSA) zugesetzt wurde.

Im Anschluss an die Immobilisierung des VEGFs auf der Oberflache der nanoporésen
Silica-Nanopartikel erfolgten die Freisetzungsexperimente. Daflr wurde zundchst
frisches PBS (0.1 % BSA) zu den beladenen Partikeln gegeben. Hinterher wurden die
Proben zwei Sekunden auf einem Vortexer behandelt und schliellich fur die Freisetzung
des Proteins bei 37 °C gelagert. Nach bestimmten Zeitabstanden wurden die Partikel
durch Zentrifugation (zehn Minuten, 5 000 rpm) vom Medium getrennt. Der Uberstand
wurde vorsichtig entnommen und durch frisches PBS (0.1 % BSA) ersetzt. Nach einer
kurzen Behandlung auf dem Vortexer kamen die Proben erneut in einen Inkubationsofen
bei 37 °C, sodass die Freisetzung fortgesetzt werden konnte. Analog zu den Inkubations-
und Waschlésungen wurden die entnommenen Uberstande bis zur VEGF-Quantifizie-
rung bei —20 °C aufbewahrt.

3.1.19 Untersuchungen zur Degradation von VEGF unter den Immobilisierungs-
bzw. Freisetzungsbedingungen

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Immobilisierungs- und Freisetzungsbedingun-
gen auf die Stabilitat des VEGFs hatten, wurden Proteinlésungen unter den gleichen Be-
dingungen, wie in Abschnitt 3.1.18 beschrieben, behandelt und ihre VEGF-Konzentration
zu unterschiedlichen Zeitpunkten ermittelt. Eine VEGF-Ausgangslésung mit 1 pug mL™*
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in PBS (0.1°% BSA) wurde dafur zundchst aliquotiert. Danach wurde jedes Aliquot fur
24 h bei 4 °C auf einem Thermoschdttler behandelt (800 rpm) und hinterher fir zehn Mi-
nuten bei 5 000 rpm zentrifugiert. Um eine mogliche Degradation des Proteins wéhrend
der Immobilisierung festzustellen, wurden sowohl von der Ausgangsldsung als auch von
den im Schittler behandelten Proben drei Aliquote bis zur spateren Quantifizierung mit-
tels ELISA eingefroren (20 °C).

Die restlichen Aliguots wurden bei 37 °C in einen Inkubationsofen gestellt und fur unter-
schiedliche Zeitabstdnde aufbewahrt, sodass die Wirkung der Freisetzungsbedingungen
auf das Protein simuliert werden konnte. Zu bestimmten Zeitpunkten, beispielsweise nach
einem Tag im Inkubationsofen, wurden jeweils drei der einzelnen Proben aus dem Ofen
genommen und bei —20 °C bis zur Quantifizierung des VEGF-Gehalts gelagert.

3.1.20 Quantifizierung der immobilisierten und freigesetzten VEGF-Mengen

Die Quantifizierung des Wachstumsfaktors VEGF erfolgte mit einem enzymgekoppelten
Immunadsorptions-Test (enzym linked immunosorbent assay, ELISA). Das eingesetzte
ELISA-Kit fir VEGF wurde von der Firma PeproTech (Human VEGF65 Standard TMB
ELISA Development Kit) bezogen und in Kombination mit einem Puffer-Kit der gleichen
Firma verwendet. Die Durchfiihrung des ELISAs verlief nach den Herstellervorgaben
und wird im Folgenden kurz beschrieben.

Zuerst wurde die 96-Well-Platte, in der der ELISA stattfinden sollte, mit einem priméren
Fangantikérper beschichtet. Dazu wurden 100 pL einer 0.5 pug mL-t-Antikérperlésung
(Kaninchen Anti-Human VEGF in PBS) in jedes Well gegeben. Die Platte wurde darauf-
hin mit einer Klebefolie versiegelt und Gber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Nach der Inkubation wurde der Platteninhalt verworfen und die Platte zum Entfernen der
Losungsrickstande ausgeklopft. Es folgte ein viermaliges Waschen mit 300 pL einer
Waschpufferlosung (PBS + 1 % Tween-20), die in jedes Well pipettiert und wieder ver-
worfen wurde. Bevor das Antigen in die mit dem Fangantikorper versehenen Wells ge-
geben wurde, mussten unspezifische Adsorptionsplatze mit boviner Serumalbumin-L6-
sung blockiert werden. Dies geschah durch Zugabe von 300 pL PBS (1 % BSA) inner-
halb einer Inkubationszeit von mindestens einer Stunde. Nach dem Blockierungsschritt
wurde die Platte wieder viermal mit dem Waschpuffer gewaschen und sorgfaltig ausge-
klopft. AnschlieBend konnte das Antigen in die Wells gegeben werden. Als Kalibration
dienten acht VEGF-Losungen mit Konzentration zwischen 800 pgmL~ und
6.25 pg mL?, die mithilfe eines Standards und einem Verdiinnungspuffer aus PBS mit
1 % BSA und 2 % Tween-20 hergestellt wurden. Als Blindwert wurde der Verdiinnungs-
puffer ohne VEGF verwendet. Da die zu untersuchenden Proben aus den jeweiligen Ex-
perimenten deutlich hdhere Konzentrationen aufwiesen, wurden ebenfalls VVerdiinnungen
nach den Richtlinien des Herstellers erstellt. Von den Kalibrationslésungen und den Ver-
dinnungen der Proben wurden dann jeweils 100 pL in das vorgesehene Well pipettiert.
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Die Inkubationszeit fiir diesen Schritt betrug zwei Stunden bei Raumtemperatur, gefolgt
von einem Wiederholen der Waschprozedur. Bei dem folgenden sekundéren Detektions-
antikorper, der an eine andere Stelle des Antigens binden konnte als der primére Antikor-
per, handelte es sich um einen biotinylierten Kaninchen Anti-Human Antikoérper. Es wur-
den 100 pL einer 0.125 pug mL-*-Lésung (im Verdiinnungspuffer) zu den Wells gegeben
und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuten vier Waschschritten
wurden 100 pL einer frisch angesetzten Streptavidin-HRP-L6&sung (Meerrettichperoxi-
dase, horseradish peroxidase, 0.05 pg mL~ im Verdiinnungspuffer) in die Wells gege-
ben. Die Reaktionszeit betrug 30 Minuten, und nach diesem Schritt erfolgte noch einmal
die Waschprozedur. Die Peroxidase diente der katalytischen Umsetzung des farblosen
Substrats 3,3",5,5-Tetramethylbenzidin (TMB), von dem 100 pL in jedes Well gegeben
wurden, in ein blaues Reaktionsprodukt. Die Inkubationszeit betrug 20 Minuten unter
Lichtausschluss. Zuletzt wurde die Umsetzung durch Zugabe von 100 L Salzsaure (1 M)
gestoppt, wodurch gelbes 3,3¢,5,5¢-Tetramethylbenzidindiimin stabilisiert wurde, wel-
ches spektrophotometrisch bei 450 nm vermessen werden konnte. Fir eine Untergrund-
korrektur wurde eine Referenzmessung bei 620 nm durchgefihrt. Die Absorptionsmes-
sungen wurden an einem Spark 10M Plattenreader der Firma Tecan mit der Software
Sparkcontrol V 1.1 durchgefiihrt.

3.1.21 Immobilisierung von VEGF auf nanopordsen Silica-Nanopartikeln und da-
ran anschliel3ende Freisetzungsexperimente fir den Tube-Assay

Zur Simulation der Bedingungen des Tube-Assays, der zur Beurteilung der Auswirkun-
gen der VEGF-beladenen Nanopartikel auf die Tube-Bildung von Endothelzellen diente,
wurden Immobilisierungs- und Freisetzungsexperimente mit verédnderten Parametern
(eingesetze Partikelmasse und VEGF-Konzentration) durchgefuhrt. Zum Ansetzen der
Inkubationslésung wurden 5 mg sp-NPSNP-NH abgewogen, sterilisiert und anschlie-
Rend in 2 mL PBS (0.1 % BSA) dispergiert. Darauffolgend wurden 80 uL von dieser Dis-
persion (200 pg) in ein Mikroreaktionsgefall (0.5 mL) tberfuhrt und mit 50 pL einer
50 ug mL1-VEGF-Losung versetzt. Zuletzt wurden 70 uL PBS hinzugefiigt, sodass ein
Gesamtvolumen von 200 pL erreicht wurde. Die Beladungsmenge belief sich damit auf
12.5 pg VEGF pro Milligramm Nanopartikel. Die nachfolgenden Schritte zur Immobili-
sierung und Freisetzung erfolgten analog zu den bereits beschriebenen aus Ab-
schnitt 3.1.18. Nach der Inkubation wurden die Partikel zuerst Gber eine Zentrifugation
von der Inkubationslésung getrennt und danach mit 200 uL PBS (0.1 % BSA) gewa-
schen. Fir die Untersuchung der Freisetzung wurden nach der Abnahme der Waschlo-
sung 200 pL frisches PBS (0.1 % BSA) zu den Partikeln gegeben. Die Proben wurden
flr bestimmte Zeit bei 37 °C gelagert, wobei alle zwei Tage ein Wechsel des Freiset-
zungsmediums erfolgte. Jegliche Uberstande wurden bis zur VEGF-Quantifizierung bei
—20 °C aufbewahrt.

61



3 Material und Methoden

3.1.22 Tube-Assay mit Endothelzellen (2D)

Zur Beurteilung des Einflusses der entwickelten VEGF-Freisetzungssysteme auf die Bil-
dung kapillarartiger Strukturen (engl. Tubes) von Endothelzellen wurde ein zweidimen-
sionaler Fibrin-basierter Tube-Assay durchgefiihrt. Dabei wurden Endothelzellen zwi-
schen zwei Fibrinschichten kultiviert. Die untere Schicht diente als Untergrund fir die
Kultivierung der Zellen, in der oberen Schicht waren die VEGF-beladenen Nanopartikel
eingearbeitet, von denen VEGF freigesetzt werden sollte (Abbildung 3.7). Die Durchfiih-
rung basierte auf einem von Lau et al. beschriebenen dreidimensionalen Assay.?*! Die
verwendeten Endothelzellen (Passage 6) aus humanen Nabelschnurvenen (human umbi-
lical vein endothelial cells, HUVECs) der Firma PeloBiotech konnten ein rot fluoreszie-
rendes Protein (red fluorescent protein, RFP) exprimieren und werden deswegen im Fol-
genden als RFP-HUVECs bezeichnet.

A Erste Fibrinschicht B Besiedlung mit C Zweite Fibrinschicht D Tube-Ausbildung
RFP-HUVECs mit VEGF-beladenen
NPSNPs

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Durchfiilhrung des 2D-Tube Assays.

Am Tag vor dem Start des Tube-Assay wurden analog zum vorherigen Abschnitt 200 pug
Silica-Nanopartikel (sp-NPSNP-NH.) mit 2.5 ug VEGF beladen (12.5 ug mg-?). Nach
einer 24-stindigen Inkubation wurden die Nanopartikel zentrifugiert, mit PBS gewaschen
und nach dem Entfernen der Waschlésung in 100 uL PBS wieder aufgenommen. Als
Kontrolle dienten unbeladene Nanopartikel (300 pg), die entsprechend in 150 puL PBS
dispergiert waren. Die angesetzten Nanopartikellosungen (2 pg pL=1) wurden anschlie-
Rend in die zweite Fibrinschicht eingearbeitet (s. u.).

Fir den Tube-Assay wurde zunéchst der Boden von 22 Wells einer 96-Well-Platte mit
einer Fibrinschicht bedeckt (Abbildung 3.7 A). Dazu wurde zuerst 1 pL. Thrombin-L6-
sung in den entsprechenden Wells vorgelegt, dann erfolgte die Zugabe von 50 L einer
Fibrinogen-Ldsung. Das Thrombin (Beriplast®) wurde kommerziell erworben und das
Fibrinogen wurde aus Plasma, das vom Institut fir Transfusionsmedizin der MHH bezo-
gen wurde, isoliert. Die Volumenangaben zum Ansetzen der beiden Ldsungen fir
22 Wells sind in Tabelle 3.6 zu finden. Nach dem Vermischen der Losungen belief sich
die Zeit der Polymerisation auf 30 Minuten. Wahrenddessen wurden die zuvor
expandierten Endothelzellen trypsiniert und ausgezahlt, sodass nach der Wartezeit fur die
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Polymerisation 4 000 Zellen in 200 uL EGM-2-Medium (endothelial growth medium 2
in Kombination mit einem BulletKit der Firma Lonza, Zusammensetzung siehe An-
hang 7.2) auf die Gelschicht in jedem Well gegeben werden konnten. Zum Anwachsen
der Zellen wurde die Platte fur 8 Stunden in einen Inkubator (37 °C, 5 % CO>) gestellt
(Abbildung 3.7 B).

Tabelle 3.6: Volumenangaben zum Ansetzen der Fibrinogen- sowie der Thrombin-Ldsung fiir den
Tube-Assay.
Chemikalie Volumen / uL
Fibrinogen-Losung Medium (Gibco™ M199) 110.00
(Insgesamt 1 100 pL) PBS 110.00
NaOH (1 N) 3.30
Fibrinogen 56.98
Thrombin-Ldsung Thrombin (0.275 U/100 pL Stock) 6.05
(Insgesamt 22 L) CaCl,-L6sung (40 mM) 15.95

Fur die obere Schicht wurde zunédchst wieder 1 uL Thrombin-Lésung (Tabelle 3.6) in ein
Well einer neuen 96-Well-Platte vorgelegt. Danach erfolgte die Zugabe von 50 pL Fibri-
nogen-Losung, in die 20 ug der (VEGF-beladenen) Silica-Nanopartikel eingearbeitet
waren. Fur die verschiedenen Anséatze sind die Volumina in Tabelle 3.7 aufgelistet. Ne-
ben 20 pg unbeladener bzw. VEGF-beladener Silica-Nanopartikel wurde eine Mischung
aus beiden in das Gel eingearbeitet, um den VEGF-Gehalt bei gleicher Partikelmenge zu
variieren.

Tabelle 3.7: Volumenangaben fir die einzelnen Ansétze der zweiten Fibrinschicht (Menge fur sechs
Wells).

125ng VEGF 250 ng VEGF 0 ng VEGF
sowie 20 ug sowie 20 ug  sowie 20 ug

Kontrolle  \psNPspro  NPSNPspro  NPSNPs
Well Well pro Well

Chemikalie Volumen / puL
Medium (M199) 60.00 60.00 60.00 60.00
PBS 507.12 447.12 447.12 447.12
NaOH (1 N) 1.80 1.80 1.80 1.80
Fibrinogen 31.08 31.08 31.08 31.08
VEGF@NPSNPs - 30.00 60.00 -
Unbeladene NPSNPs - 30.00 - 60.00
Gesamtvolumen 600 600 600 600

AnschlieBend wurde die Fibrinogen-LAsung mit der Thrombin-Ldsung vermischt und das
Gemisch in die 96-Well-Plate mit den Zellen Ubertragen. Nach einer erneuten Polymeri-
sationszeit von 30 Minuten wurden 200 pL Feeding-Medium (Rezeptur im Anhang) in
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jedes Well gegeben. Bei den Kontrollen ohne Nanopartikel in der Fibrinschicht enthielt
das Medium eine VEGF-Konzentration von 40 ng mL~L. Zuletzt wurde die Platte in einen
Inkubationsofen (37 °C, 5 % CO) gestellt. Die Zellen wurden fur sieben Tage kultiviert,
wobei alle zwei Tage das Uberstehende Medium gewechselt wurde. In regelméRigen Ab-
stdnden wurde der Fortschritt der Tube-Ausbildung visuell an einem Mikroskop (Nikon
Eclipse TE300) beurteilt. Nach der Laufzeit wurden die Zellen in 2 %-PFA-LAsung
fixiert und bei 4°C gelagert. Die Auswertung der Mikroskopaufnahmen erfolgte mithilfe
der Software AngioTool. Der Tube-Assay wurde von Sarah Zippusch (AG Vaskulares
Tissue Engineering, MHH) durchgefuhrt.

3.1.23 Untersuchung der VEGF-Freisetzung aus den Fibringelen

Da die Einarbeitung der VEGF-beladenen Nanopartikel in das Fibrin das Freisetzungs-
verhalten des Wachstumsfaktors beeinflussen kann, wurde die VEGF-Abgabe aus dem
Gel in das Uberstehende Medium untersucht. Fir die Herstellung der Fibrinmatrix wur-
den, in Anlehnung an den zuvor beschriebenen Tube-Assay, zundchst 50 pL einer Throm-
bin-Losung in eine 96-Well-Platte vorgelegt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von
50 pL einer Fibrinogen-Losung, in die 20 pg der VEGF-beladenen Nanopartikel einge-
arbeitet waren. Bei einem zweiten Ansatz enthielt die Fibrinogen-L6ésung 10 pg VEGF-
beladener Nanopartikel sowie 10 pg unbeladene Nanopartikel, wodurch nur die halbierte
VEGF-Menge vorhanden war. Nach einer Polymerisationszeit von 30 Minuten wurden
200 pL Feeding-Medium ohne VEGF (Rezeptur siehe Anhang) auf die Gele gegeben.
Analog zu dem Tube-Assay wurden nach zwei, vier und sieben Tagen die Uberstehenden
Medien gewechselt. Die gesammelten Uberstande wurden eingefroren und bis zur Quan-
tifizierung mittels ELISA bei —20 °C gelagert. Die Untersuchung erfolgte als Dreifach-
bestimmung. Die Durchfiihrung des Experiments erfolgte in Kooperation mit Sarah
Zippusch (AG Vaskulares Tissue Engineering, MHH).

3.1.24 Tube-Assay mit Endothelzellen (3D)

Der 3D-Tube-Assay basierte ebenfalls auf der Vorschrift von Lau et al.??!l und die
Durchfuhrung erfolgte in abgewandelter Form zu der im vorherigen Abschnitt beschrie-
benen. Fir diesen Versuch kamen neben den RFP-HUVECSs (Passage 6) auch Stammzel-
len aus Fettgewebe (adipose-derived stem cells, ASCs) zum Einsatz.

Am Tag vor dem Start des Tube-Assay wurden 5mg Silica-Nanopartikel
(sp-NPSNP-NH) mit 2 pg VEGF beladen (0.4 pg mg?, vgl. Abschnitt 3.1.18). Nach
einer 24-stindigen Inkubation wurden die Nanopartikel zentrifugiert, mit PBS gewaschen
und nach dem Entfernen der Waschlésung in 1 mL Calciumchlorid-Lésung (40 mM) wie-
der aufgenommen. Als Kontrolle dienten unbeladene Nanopartikel, die einer gleichen
Behandlung unterzogen wurden, allerdings ohne VEGF.
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Fur den Tube-Assay wurden zunéchst 50 pL einer Thrombin-Ldsung aus 1 920 pL Cal-
ciumchlorid-Losung und 80 puL Thrombin (0.5 U uL?) in den entsprechenden Wells ei-
ner 96-Well-Platte vorgelegt. AnschlieBend wurden 8 pL der Nanopartikel-Losung
(40 pg) zu der Thrombin-Lésung gegeben. Die zuvor expandierten RFP-HUVECs bzw.
ASCs wurden trypsiniert und ausgezahlt. 441 176 Zellen jeden Typs wurden in ein
Mikroreaktionsgefal? (2 mL) Gberflihrt und zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Uber-
stehende Medium entfernt. Danach wurden 50 puL einer Fibrinogen-Lésung (s. Ta-
belle 3.6) zu dem Zellpellet gegeben und durch mehrfachen Auf- und Abpipettieren ver-
mischt. Zuletzt wurde die Suspension zu der vorgelegten Thrombin-L&sung gegeben, wo-
bei beim Vermischen darauf geachtet wurde, dass keine Luftblasen entstanden. Nach
einer Polymerisationszeit von 20 Minuten bei 37 °C wurden 200 pL Feeding-Medium
(Rezeptur im Anhang) auf die Fibringele in jedes Well gegeben. Bei den Kontrollen ohne
Nanopartikel in der Fibrinschicht enthielt das Medium eine VEGF-Konzentration von
40 ng mL1. Zuletzt wurde die Platte in einen Inkubationsofen (37 °C, 5 % CO,) gestellt.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte Uber einen Zeitraum von sieben Tagen, wobei alle
zwei Tage das uberstehende Medium gewechselt wurde. In regelmaRigen Abstédnden
wurde der Fortschritt der Tube-Formierung visuell an einem Mikroskop (Nikon Eclipse
TE300) beurteilt. Auch dieser Tube-Assay wurde von Sarah Zippusch (AG Vaskulares
Tissue Engineering, MHH) durchgefuhrt.
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3.2 Physikochemische Charakterisierungsmethoden

Die verwendeten physikochemischen Charakterisierungsmethoden sind Standardmetho-
den, weswegen an dieser Stelle vornehmlich eine Darstellung der gewahlten Messpara-
meter erfolgt. Eine Ausnahme wird bei der konfokalen Laser-Rastermikroskopie sowie
bei der Durchflusszytometrie gemacht. Sie werden ausfuhrlicher vorgestellt, da es sich
bei ihnen um weniger haufig genutzte Charakterisierungsmethoden handelt.

3.2.1  Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie diente in dieser Arbeit als bildgebendes Ver-
fahren, um die synthetisierten Nanopartikel hinsichtlich ihrer GréRe und Morphologie zu
untersuchen. Die Messungen wurden von Dawid P. Warwas und Arne Schierz an einem
Tecnai G2 F20 TMP-Transmissionselektronenmikroskop (TEM) der Firma FEI Com-
pany am Laboratorium fur Nano- und Quantenengineering Hannover (LNQE) durchge-
flhrt, wobei eine Beschleunigungsspannung von 200 kV verwendet wurde. Zur Proben-
praparation wurden die Partikel zuerst in Ethanol dispergiert, anschlieRend wurde die
Dispersion auf ein Kupfernetz getropft und tiber Nacht getrocknet. Fir die grafische Aus-
wertung wurde die Software ImageJ 1.52b des National Institutes of Health verwendet.

3.2.2  Rasterelektronenmikroskopie

Die Morphologie der Proben wurde an einem Rasterelektronenmikroskop (REM) vom
Typ JSM-6700F der Firma JEOL untersucht. Zur Probenpréparation wurden die Nano-
partikel in Ethanol dispergiert, auf einen Graphit-Tréager getropft und anschliefend bei
Raumtemperatur getrocknet.

3.2.3  Konfokale Laser-Rastermikroskopie

Mithilfe eines konfokalen Laser-Rastermikroskops (confocal laser scanning microscope,
CLSM) konnten in dieser Arbeit sowohl die mit einem Fluorophor markierten Silica-
Nanopartikel als auch fluoreszenzmarkierte siRNAs in den Zellen lokalisiert und bildlich
dargestellt werden. Der Vorteil beim Gebrauch eines CLSMs gegeniiber einem konven-
tionellen Fluoreszenzmikroskop besteht darin, dass nur Signale aus der Fokusebene zur
Bilddarstellung beitragen. Strahlung, die nicht aus der Brennebene des Objektivs kommt,
kann dagegen (ber ein Blendensystem ausgeblendet werden, wodurch ein hoheres Auf-
I6sungsvermdgen resultiert. Fir die Bildaufnahme wird die Anregungsstrahlung mithilfe
eines beweglichen Spiegels rasterférmig tber das unter dem Mikroskop liegende Objekt
bewegt, sodass dieses Punkt fiir Punkt abgetastet wird. Uber eine axiale Verschiebung
der Fokusebene kdnnen zudem Informationen aus verschiedenen Ebenen einer Probe (bis
zu 200 pm Eindringtiefe) erhalten und als 3D-Darstellung visualisiert werden. 2%
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Die Probenpraparation wurde mit den Durchfiihrungen der Zellkultur bereits in Ab-
schnitt 3.1.9 beschrieben und in Abbildung 3.6 schematisch dargestellt. Bei dem verwen-
deten Mikroskop handelte es sich um ein TPS SP8 der Firma Leica, das vom Arbeitskreis
Stiesch (MHH) zur Verfligung gestellt wurde. Fir die Aufnahmen wurde ein Objektiv
mit einer 40-fachen VergroRerung verwendet.

3.24  UV/Vis-Photometrie

Die UV/Vis-Photometrie kann verwendet werden, um unbekannte Konzentrationen einer
Substanz in Lésung unter Zuhilfenahme einer Kalibration zu bestimmen. In dieser Arbeit
kam die Photometrie zum einen bei dem MTT-Assay zur Bestimmung der Zellviabilitat
und bei dem ELISA zur Quantifizierung der VEGF-Konzentrationen zum Einsatz. Die
dazugehorigen Messparameter werden in Abschnitt 3.3.1 bzw. 3.3.5 beschrieben. Zum
anderen beruht ein Mikrovolumen-Spektralphotometer auf dieser Methode. Mit seiner
Hilfe konnten siRNA-Konzentrationen tber die spezifische Absorption der Nukleinsau-
ren bei 260 nm ermittelt werden. Das in dieser Arbeit dafiir genutzte Gerat war ein
NanoDrop™ 2000 der Thermo Fisher Scientific, bei dem zur siRNA-Quantifizierung
1.5 pL der zu untersuchenden Probe verwendet wurden.

3.25  Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine Methode, die die Fluoreszenzeigenschaften von
Substanzen ausnutzt, um sie qualitativ und quantitativ zu analysieren. In dieser Arbeit
wurde die Fluoreszenzspektroskopie fir unterschiedliche Experimente verwendet. Einer-
seits diente sie zur quantitativen Bestimmung fluoreszierender siRNA in den Proben der
Immobilisierungs- und Freisetzungsexperimente. Dazu wurden 100 pL der Proben in eine
schwarze Fluoreszenzplatte der Firma Greiner (GRE96fb_chimney) pipettiert und zu-
sammen mit einer Kalibrationsreihe an einem Spark 10M Plattenreader der Firma Tecan
mit dazugehoriger Software Sparkcontrol V 1.1 vermessen. Die Anregungswellenldnge
betrug 535 nm, wéhrend die Emissionswelle bei 580 nm lag.

Andererseits wurde Uber die Fluoreszenz die Intensitit der HS-5-GFP-Zellen sowie das
Produkt des CellTiter-Blue®-Tests analysiert. Die dazugehdrigen Beschreibungen mit
den Angaben der Messparameter finden sich in den Durchfiihrungen der Zellkulturexpe-
rimente in den Abschnitten 3.1.10 sowie 3.1.14.

3.2.6  Physisorption

Mithilfe von Sorptionsmessungen konnten die spezifischen Oberflachen, die Poren-
weitenverteilungen und die Porenvolumina der synthetisierten und modifizierten Nano-
partikel untersucht werden. Daflr wurden zundchst ungeféahr 30 mg der jeweiligen Probe
in ein Messrohrchen gefillt und vor der Messung flr 24 Stunden bei 80 °C im Vakuum
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ausgegast. AnschlieRend wurde das adsorbierte Volumen des Gases Stickstoff bei 77 K
in Abhéangigkeit des Relativdrucks gemessen.

Die Messungen wurden von Mandy Jahns, Songil Noyun, Alexander Mohmeyer und
Malte Schafer an einem Gassorptionssystem Autosorb-3 der Firma Quantachrome durch-
gefiihrt. Die Auswertung erfolgte im Anschluss unter Zuhilfenahme der Software
ASi-Qwin 2.0 der Geratefirma. Fur die Berechnung der spezifischen Oberflache wurde
das BET-Modell (nach Brunauer, Emmett und Teller) verwendet. AuRerdem wurde fur
die Bestimmung der Porenvolumina ein Relativdruck von p/po = 0.92-0.94 gewahlt, um
somit das interpartikuldare Volumen auszuschlieRen. Eine Modellierung der jeweiligen
Isotherme zur Bestimmung der Porenweitenverteilung erfolgte lber die nichtlokale
Dichtefunktionaltheorie (NLDFT), wobei der Kernel ,,N2 at 77 K on silica (cylindr. pore,
NLDFT equilibrium model)* verwendet wurde.

3.2.7  Thermogravimetrie

Thermogravimetrische Messungen wurden verwendet, um Informationen tber die ther-
mische Stabilitdt und die Zusammensetzung ausgewdhlter Proben zu erhalten. Dabei
wurde die Massendnderung der Testsubstanz in Abhangigkeit von Temperatur und Zeit
ermittelt.

Die Messungen dieser Arbeit wurden von Katharina Nolte und Arne Schierz an einem
STA 429 CD Thermoanalysator der Firma Netzsch durchgefiihrt. Dazu wurden ungefahr
30 mg der jeweiligen Probe unter Luftatmosphire bei einer Heizrate von 5 K min=! bis
1000 °C erhitzt. Fur die anschlieBende Auswertung der Messdaten wurde das Programm
Proteus Thermal Analysis 4.3.1 des Gerateherstellers verwendet.

3.2.8  Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) ist ein optisches Verfahren, das zur Bestimmung
der GroRe von dispergierten Partikeln im Bereich von 1 nm bis 1 um herangezogen
wurde. Dabei wird mithilfe eines Lasers, der die Probe wéhrend der Messung durch-
strahlte, und unter Verwendung der Brown’schen Teilchenbewegung der hydrodynami-
sche Durchmesser einer Probe ermittelt. In dieser Arbeit wurden die DLS-Messungen an
einem Gerét Zetasizer Nano ZSP der Firma Malvern Instruments durchgefihrt. Fir die
Messungen wurden die synthetisierten und modifizierten Nanopartikel in dem gewiinsch-
ten Medium dispergiert und 1 mL der Dispersion wurde in eine Einwegkuvette aus Kunst-
stoff gefiillt. Fir Untersuchungen, bei denen nur geringe Probenmengen verfugbar waren,
wie z. B. bei den mit siRNA beladenen Silica-Nanopartikeln, wurden die Partikel in
70 pL Medium dispergiert und unter Verwendung einer Halb-Mikro-Einmalkuvette ver-
messen.
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3.2.9  Zeta-Potential-Messungen

Das Zeta-Potential, welches mit der Oberflachenladung der Nanopartikel in Dispersion
korreliert, wurde mittels der elektrophoretischen Lichtstreuung gemessen.Dafir wurde
ebenfalls ein Zetasizer Nano ZSP der Firma Malvern Instruments verwendet. VVor der
jeweiligen Messung wurden die Nanopartikel in dem gewinschten Medium dispergiert
und 1 mL der Dispersion wurde in eine Kivette des Typs DTS1070 gefullt. Bei geringen
Probenmengen wurden die Partikel in 70 pL eines beliebigen Mediums dispergiert und
mithilfe einer Kandle in eine zuvor beflllte Klvette injiziert.

Fur eine pH-Wert-abhéngige Bestimmung des Zeta-Potentials wurde zusétzlich ein
MPT2 Autotitrator von Malvern Instruments verwendet. Als Probenpréparation wurden
hierflir 10 mg der zu analysierenden Partikel in 20 mL Reinstwasser dispergiert. Danach
wurde das Gerat mit 10 mL dieser Dispersion gespult. Die anderen 10 mL wurden in dem
zur Messung bendtigten Kunststoffbehélter am Gerét befestigt. Das Zeta-Potential wurde
anschlieBend in einem pH-Bereich von 9 bis 2 gemessen. Zur Auswertung wurde flr die
Henry-Funktion die Smolouchski-Naherung der Software Malvern Zetasizer 7.11 ver-
wendet.

3.2.10 Kohlenstoff-Elementaranalyse

Zur Bestimmung des Kohlenstoffgehalts der (modifizierten) Silica-Nanopartikel wurde
eine Elementaranalyse herangezogen. Dabei wurde eine Probe in ein Keramikschiffchen
eingewogen und kontrolliert in einem Sauerstoffstrom verbrannt. Der zu Kohlenstoffdi-
oxid oxidierte Kohlenstoff konnte anschlieRend mithilfe einer IR-Zelle und unter Ver-
wendung von Standards quantifiziert werden. Die Messungen wurden von Claudia
Schulze an einem Analysator CS 2 000 der Firma Eltra durchgefiihrt. Es erfolgte jeweils
eine Dreifachbestimmung mit 30 mg Probe.

3.2.11 Kohlenstoff/Stickstoff-Elementaranalyse

Der Kohlenstoff- sowie der Stickstoffgehalt ausgewéhlter Proben wurde Gber eine C/N-
Elementaranalyse bestimmt. Flr die Messung wurden ca. 8 mg der Nanopartikel in ein
Zinnschiffchen eingewogen und anschlieBend an einem Gerat (Elementar Vario EL) der
Firma Elementar Analysensysteme GmbH vermessen. Die Analysen erfolgten als Drei-
fachbestimmung und wurden von Anne Herwig (Institut fir Bodenkunde, Leibniz Uni-
versitat Hannover) ausgefihrt.
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3.3 Biochemische Charakterisierungsmethoden

3.3.1 Zytokompatibilitatstests

Die Zytokompatibilitat einer Substanz kann durch eine Bestimmung der Zellviabilitat
(Lebensféhigkeit) bei Zugabe der zu testenden Probe im Vergleich zu einer Positiv- und
ggf. einer Negativkontrolle ermittelt werden. In dieser Arbeit wurden die Zytokompati-
bilitdten der modifizierten bzw. funktionalisierten Nanopartikel einerseits mittels des
MTT-Tests an HS-5-GFP-Zellen und andererseits via CellTiter-Blue®-Test an dentalen
Pulpastammzellen untersucht. Beide Methoden beruhen auf der Fahigkeit von vitalen
Zellen, den jeweils eingesetzten Farbstoff zu reduzieren. Dies kann unter anderem tber
das Coenzym Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) geschehen, dessen oxidierte Form
als NAD™ bezeichnet wird. Eine weitere Mdglichkeit zur Evaluation der Zytokompatibi-
litdt einer Substanz bietet das Anfarben von apoptotischen Zellen mit 7-Aminoactino-
mycin D (7-AAD) nach einer Inkubation mit der zu untersuchenden Probe. Da ausfihr-
liche Beschreibungen einzelner Durchfuhrungen und Messparameter bereits in Ab-
schnitt 3.1 erfolgten, werden an dieser Stelle lediglich die zugrundeliegenden Reaktionen
beschrieben.

3.3.1.1 MTT-Test

Lebensfahige Zellen mit einem aktiven Metabolismus sind in der Lage, das gelbe Tetra-
zoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein
purpurfarbenes Formazan-Produkt umzuwandeln (Abbildung 3.8). Diese Reaktion ist
Grundlage des MTT-Tests, und da die Mitochondrienaktivitat fir die meisten Zellen kon-
stant ist, kann Uber die Bestimmung des Formazan-Produkts auf die Zellviabilitat ge-
schlossen werden.[22¢]
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Abbildung 3.8: Chemische Strukturen von MTT und dem durch die Zelle gebildeten Formazan-Produkt.
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3.3.1.2 CellTiter-Blue®

Der CellTiter-Blue®-Test basiert auf der Fahigkeit lebender Zellen, den Redox-Farbstoff
Resazurin in ein fluoreszierendes Endprodukt (Resorufin) umzuwandeln (Abbil-
dung 3.9). Nicht lebensfahige Zellen verlieren schnell die metabolische Kapazitat, den
Indikatorfarbstoff zu reduzieren, und erzeugen somit kein Fluoreszenzsignal.[??7]

O
NADH NAD*

HO
Resazurin Resorufin

Abbildung 3.9: Reduktion von Resazurin zu Resofurin innerhalb einer Zelle.

3.3.1.3. 7-AAD-Test

7-Aminoactinomycin D (7-AAD) wird h&ufig zur Farbung und zum Ausschluss toter Zel-
len bei der Durchflusszytometrie verwendet. Dabei wird ausgenutzt, dass viable Zellen
fur 7-AAD (Abbildung 3.10) impermeabel sind. Bei apoptotischen Zellen mit beschadig-
ter Zellmembran kann 7-AAD dagegen spezifisch zwischen Cytosin- und Guanin-reichen
Regionen der DNA interkalieren und somit fiir ihre Farbung sorgen. 228!
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Abbildung 3.10: Strukturformel von 7-AAD.

3.3.2  Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit das Potential der mit SIRNA
beladenen und mit einer Lipidhille versehenen Silica-Nanopartikel zur Herunter-
regulierung der Expression eines Proteins (und damit indirekt eines Genes) beurteilt.

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine Messtechnik, die biophysikalische
und biochemische Charakteristika einzelner Zellen einer Population erfassen kann, wéh-
rend sie in einem Flussigkeitsstrom hintereinander einen Laserstrahl passieren. Die In-
tensitat der dabei erzeugten Streustrahlung kann mit Zellparametern wie der GroRe oder
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der Granularitat von Zellen in Korrelation gesetzt werden. Darlber hinaus kénnen Fluo-
reszenzeigenschaften iiber die Messung emittierter Strahlung untersucht werden. 229231
Ein schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers ist in Abbildung 3.11 dargestellt.

Flusskammer Fluoreszenz-
mit Probe kanale
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Abbildung 3.11: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers (aus Lit.[23?),

Fur eine Messung werden die Zellen einer Probe zunéchst tber ein Flussigkeitssystem in
eine Flusskammer transportiert. Dort werden sie so fokussiert, dass sie in dem Flissig-
keitsstrom einen Laserstrahl einzeln durchlaufen kdnnen. Infolgedessen treten Streu-
bzw. bei Proben mit Fluorophoren auch Fluoreszenzstrahlungen auf, die Uber ein
optisches System mit dichroitischen Spiegeln und Filtern zu verschiedenen Detektoren
geleitet und in elektronische Signale umgewandelt werden kénnen. Bei der Lichtstreuung
wird zwischen zwei Arten unterschieden: VVorwaértsstreuung (forward scatter, FSC) und
Seitwartsstreuung (side scatter, SSC). Die Vorwaértsstreuung entsteht durch Beugung des
Laserstrahls an einer Zelle. Sie wird entlang der Achse des Lasers detektiert und ist pro-
portional zur Grolie der Zellen. Im Gegensatz dazu resultiert die Seitwartsstreuung meist
aus gebrochener bzw. reflektierter Strahlung, weswegen sie in einem Winkel von unge-
fahr 90° zum Laserstrahl gesammelt wird. Aus der Seitwértsstreuung kdnnen Aussagen
iiber die Granularitit und interne Komplexitat einer Zelle gewonnen werden.?? Enthal-
ten die zu analysierenden Zellen Fluorophore, ist es moglich, die aus der Anregung des
Lasers resultierende Emission von Fluoreszenzstrahlung zur Charakterisierung der Zellen
zu verwenden. Bei den Fluorophoren kann es sich einerseits um fluoreszenzmarkierte
Antikorper handeln, mit denen die Zellen vorher versehen wurden. Andererseits kénnen
auch fluoreszierende Farbstoffe, die beispielsweise an DNA binden, oder fluoreszierende
Proteine (z. B. GFP) nachgewiesen werden.
Die Analyse einer grof’en Anzahl von Zellen innerhalb eines sehr kurzen Zeitintervalls
(> 1000 Zellen pro Sekunde) bietet daruber hinaus die Mdglichkeit, schnell représenta-
tive Informationen iiber individuelle Zellen einer Population zu erhalten.[22-231
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Bei dem verwendeten Durchflusszytometer handelte es sich um einen MACSQuant
Analyzer 10 der Firma Miltenyi Biotec. Ublicherweise wurden 100 pL der Zellsuspen-
sionen in die vorgesehenen Messgefalie gefullt. Zur Farbung mit 7-AAD wurde die Féar-
belésung (Miltenyi Biotec) in einem Verhéltnis von 1:10 direkt vor der Messung der
Probe hinzugegeben. Ublicherweise wurden 20 000 Zellen vermessen und zum Auswer-
ten der Daten wurde die Software FlowLogic des gleichen Herstellers verwendet. Die
Analysen wurden in Kooperation mit Dr. Michael Pflaum (AG Bioartifizielle Lunge der
Leibniz Forschungslaboratorien fiir Biotechnologie und kiinstliche Organe, MHH) durch-
gefiihrt.

3.3.3  Alizarin-Rot-Farbung zur Untersuchung der odontogenen Differenzierung
von DPSCs unter Einfluss von NPSNPs

Zur Untersuchung des Einflusses der nanopordsen Silica-Nanopartikel auf die Differen-
zierung von dentalen Pulpastammzellen wurde die Alizarin-Rot-Farbung herangezogen.
DPSCs, die sich in einem fortgeschrittenen Stadium der odontogenen/osteogenen Diffe-
renzierung befinden, stellen extrazelluldre Matrixproteine her, in die sich Calcium- und
Phosphationen einlagern. Eine Mdglichkeit zur Beurteilung dieser Mineralisierung der
Zellen bietet die Alizarin-Rot-Farbung. Bei Alizarin-Rot handelt es sich um ein
1,2-Dihydroxyanthrachinon (Abbildung 3.12), das Calciumkationen komplexieren kann,
woraus eine nachweisbare intensive Rotfarbung resultiert.[233.234]

O OH
l I I OH
(0]

Abbildung 3.12: Strukturformel von Alizarin.

3.3.4  Alkalische Phosphatase-Aktivitatsbestimmung zur Untersuchung der
odontogenen Differenzierung von DPSCs unter Einfluss von NPSNPs

Neben der Alizarin-Rot-Farbung wurde auch ein alkalische Phosphatase-Assay (ALP-
Assay) zur Beurteilung der Differenzierung der DPSCs unter Einfluss von NPSNPs
herangezogen. Das ALP-Gen gehort zu denjenigen, dessen Expression in einem friihen
Stadium der odontogenen/osteogenen Differenzierung hochreguliert wird.[?%! ALP ist ein
Enzym, das in der Lage ist, unter alkalischen Bedingungen Phosphorséureester zu hydro-
lysieren und somit Phosphatgruppen von verschiedenen Molekilen zu entfernen. Bei dem
verwendeten Assay wird zur Bestimmung das Substrat p-Nitrophenylphosphat (pNPP)
von ALP in Phosphat und p-Nitrophenol (pNP) konvertiert (Abbildung 3.13). Letztge-
nanntes liegt bei basischen pH-Werten deprotoniert vor, besitzt dadurch eine gelbe Farbe
und ist somit kolorimetrisch quantifizierbar. Das zeitliche Ausmal} der Spaltung ist pro-
portional zur Enzymkonzentration. 23]
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Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der Spaltung von p-Nitrophenylphosphat in Phosphat und
p-Nitrophenol mithilfe von ALP.

3.3.5  ELISA zur Quantifizierung der immobilisierten und freigesetzten VEGF-
Mengen

Der ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren, das tber eine enzymatische
Farbreaktion zur Bestimmung von Proteinmengen dient. In dieser Arbeit wurde dieses
Verfahren zur Quantifizierung der immobilisierten und freigesetzten VEGF-Mengen so-
wie zur Untersuchung der Stabilitat von VEGF unter den vorhandenen Bedingungen ge-
nutzt. Bei dem verwendeten ELISA handelte sich um einen sogenannten ,,Sandwich-
ELISA®, bei dem zwei Antikorper an unterschiedliche Stellen des nachzuweisenden
Antigens binden, sodass es zwischen ihnen ,,gefangen* wird. Eine schematische Skizze
ist in Abbildung 3.14 dargestellt.

3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidindiimin

Substrat Peroxidase/H,0./H*

Y
&
)

Streptavidin-Peroxidase- \ > ‘

Komplex

nylierter

ktionsantikorper

\ ﬁigeﬁ

Fangantikrper

Abbildung 3.14: Schematische Darstellung eines ,,Sandwich-ELISAs*“ zur Quantifizierung von VEGF.

Zuerst wird der Boden einer Wellplatte mit einem priméren Antikdrper vorbeschichtet.
An diesen kdnnen die Antigene, die sich in einer zu untersuchenden Probe befinden, bin-
den. Anschliel3end bindet ein sekundarer, biotinylierter Antikdrper an eine andere Stelle
des Antigens und komplementiert damit das ,,Sandwich*. Im né&chsten Schritt erfolgt die
Anbindung eines Peroxidase-Komplexes an die biotinylierte Stelle. Dieser kann schlieR3-
lich die enzymatische Farbreaktion des 3,3",5,5"-Tetramethylbenzidins (TMB), die zur
Quantifizierung dient, katalysieren.
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3.3.6  Tube-Assay

Bei einem Tube-Assay handelt es sich um einen in vitro-Test, mit dem der Einfluss einer
Substanz auf die Bildung kapillarartiger Strukturen von Endothelzellen beurteilt werden
kann. Bei der Durchflihrung des Assays werden Endothelzellen zunéchst auf einer geeig-
neten Matrix ausgeséat. Durch die Inkubation mit proangiogenen Faktoren bilden die Zel-
len daraufhin réhrenférmige Strukturen, deren Ausmal (z. B. durchschnittliche Lange
und Anzahl der Verzweigungspunkte) schlie3lich mikroskopisch und unter Zuhilfenahme
einer geeigneten Software beurteilt werden kann.[?"] Eine Beschreibung der Vorgehens-
weise des in dieser Arbeit durchgefiihrten Tube-Assays erfolgte bereits in
Abschnitt 3.1.22.
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4  Ergebnisse und Diskussion

Dieses Kapitel widmet sich der Auswertung der durchgefuhrten Experimente und der
Diskussion der erhaltenen Ergebnisse. Zundchst erfolgt eine VVorstellung der synthetisier-
ten und modifizierten Silica-Nanopartikel, die als Freisetzungsbasis fir die Biomolekdile
dienten. Anschlieffend werden nacheinander die entwickelten Freisetzungssysteme fur
siRNA und VEGF betrachtet und ihr Potential im Hinblick auf eine Anwendung in der
regenerativen Medizin diskutiert.

4.1  Silica-Nanopartikel

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Sorten Silica-Nanopartikel als Plattform fiir
die Freisetzung erprobt: zum einen die small pore-NPSNPs (sp-NPSNPs) und zum
anderen die large pore-NPSNPs (Ip-NPSNPs). In den folgenden zwei Unterkapiteln wer-
den die Charakterisierungen dieser Nanopartikel vor und nach der Modifizierung mit
Alkoxysilanen prasentiert.

4.1.1  Charakterisierung der un- und modifizierten sp-NPSNPs

Die sp-NPSNPs wurden nach einer modifizierten Vorschrift von Qiao et al. syntheti-
siert.*8] Wie in der TEM- und der REM-Aufnahme in Abbildung 4.1 zu erkennen ist,
handelt es sich um sphérische und nanoporose Partikel mit einem einheitlichen Partikel-
durchmesser zwischen 40 nm und 50 nm.

Abbildung 4.1: TEM-Aufnahme (links) und REM-Aufnahme (rechts) der unmodifizierten sp-NPSNPs.

Die Porositat wurde weiterhin mittels einer No-Physisorptionsmessung untersucht und die
dazugehorige Sorptionsisotherme ist links in Abbildung 4.2 dargestellt. Eine Berechnung
der spezifischen Oberfliche mithilfe des BET-Modells ergab einen Wert von 950 m? g2
Diese hohe spezifische Oberflache kann auf das vorhandene durchgangige Porensystem
zurlickgefuhrt werden, dessen durchschnittlicher Porendurchmesser, bestimmt tber die
DFT-Methode, bei 3 nm lag (s. Abbildung 4.2 rechts). Der Isothermenbeginn bei circa
200 cm®g* deutet auf einen kleinen Anteil Mikroporen hin, der jedoch iiber die No-Phy-
sisorption nicht weiter quantifiziert werden konnte. Ab einem Relativdruck von
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p/po = 0.94 ist die Isotherme nicht mehr dargestellt, da der ab diesem Wert auftretende
steile Anstieg durch die Kondensation in interpartikularen Zwischenrdumen verursacht
wird. Das Porenvolumen bis zu dem dargestellten relativen Druck betrug 1.0 cm® g2
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Abbildung 4.2: N2-Physisorptionsisotherme (links) und DFT-Porenweitenverteilung (rechts) der unmo-
difizierten sp-NPSNPs.

Um den Einfluss verschiedener funktioneller Gruppen auf die Immobilisierung und die
Freisetzung der unterschiedlichen Biomolekdile zu untersuchen, wurde die Partikelober-
flache Uber eine post-grafting-Synthese modifiziert. Dazu wurde entweder nur ein
Aminosilan (APTES) oder eine Kombination aus dem Aminosilan und einem Propylsilan
(PTMS) in unterschiedlichen Verhéltnissen verwendet. In Abbildung 4.3 ist exemplarisch
eine TEM-Aufnahme der sp-NPSNPs nach einer solchen Aminomodifizierung darge-
stellt. Es ist zu erkennen, dass sich die modifizierten Nanopartikel in Bezug auf GroRe
und Morphologie nur marginal von den unmodifizierten sp-NPSNPs unterscheiden.

5 B
E. 100 nm

Abbildung 4.3: TEM-Aufnahme von sp-NPSNP-NHz-Propy! (50/50) als Beispielaufnahme fir modifi-
zierte sp-NPSNPs.

Im Gegensatz dazu zeigen sich bei den N2-Physisorptionsmessungen nach der Modifika-

tion der sp-NPSNPs deutliche Unterschiede. In Tabelle 4.1 sind die berechneten spezifi-

schen Oberflachen zusammen mit den Porenvolumina und der durchschnittlichen

Porenweite fur die einzelnen Modifizierungen zusammenfassend dargestellt. Die dazuge-
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hdrigen Stickstoffisothermen und Porenweitenverteilungen sind in Abbildung 7.1 bis Ab-
bildung 7.4 im Anhang zu finden. Im Vergleich zu den unmodifizierten Nanopartikeln
zeigen alle modifizierten sp-NPSNPs eine um ca. 25 % geringere spezifische Oberflache,
wobei keine signifikanten Unterschiede bei der Art der Modifizierung zu erkennen sind.
Eine ahnliche Abnahme lasst sich auch bei Betrachtung der Porenvolumina feststellen.
Der Porendurchmesser bleibt dagegen durch die Modifizierung nahezu unbeeinflusst.
Diese Befunde deuten auf ein sogenanntes pore blocking hin. Dieser Verschluss der Po-
rendffnungen kann durch eine anfanglich bevorzugte Reaktion der Organosilane an den
Porendffnungen und eine damit verbundene Verhinderung der Diffusion weiterer Mole-
klle in das Innere der Pore verursacht werden. AuBerdem besteht die Mdglichkeit, dass
die Porentffnungen durch die Anlagerung von Homokondensaten der Organosilane blo-
ckiert werden.[2%:2381

Tabelle 4.1: Aus den N2-Physisorptionsmessungen bestimmte spezifische Oberflachen (Sget), Poren-

volumina (Vporen) Und durchschnittliche Porendurchmesser (dporen) flir die un- und modi-
fizierten sp-NPSNPs.

SBET VPoren dPoren
I m?g?t /ecm3 g / nm
sp-NPSNP 950 1.00 3.0
sp-NPSNP-NH> 721 0.73 2.9
sp-NPSNP-NH.-Propyl (50/50) 700 0.74 2.9
sp-NPSNP-NH:-Propyl (25/75) 740 0.79 2.9
sp-NPSNP-NH:-Propyl (15/85) 700 0.73 2.8

Zur weiteren Bestatigung einer erfolgreichen Modifizierung und zur Analyse der resul-
tierenden Zusammensetzung wurden die (modifizierten) sp-NPSNPs mittels Thermogra-
vimetrie sowie uber die Elementaranalyse von Kohlenstoff und Stickstoff charakterisiert.
Links in Abbildung 4.4 ist das Thermogramm der unmodifizierten sp-NPSNPs, das zwei
Stufen enthalt, dargestellt.

sp-NPSNP sp-NPSNP-NH,
100 100 -
981 2.7 % 98 - 4.4 %
96 96 -
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< 94 oo < 041
Q 0% [0}
g o g o2 10.0 %
= =
90 904
88+ 88
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200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
Temperatur / °C Temperatur / °C

Abbildung 4.4: Ergebnisse der thermogravimetrischen Messungen der unmodifizierten (links) sowie der
amino-modifizierten sp-NPSNPs (rechts).
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Der Massenverlust bis ca. 150 °C ist der Entfernung verbliebener Losungsmittelreste zu-
zuschreiben. Zusétzlich wird adsorbiertes Wasser von der Oberflache entfernt. Der daran
anschlieBende Verlust von ca. 3 % bis zu einer Temperatur von 1 000 °C kann durch eine
Dehydroxylierung der Oberfléche der Silica-Nanopartikel erklért werden. 239240 Ste|lver-
tretend fur eine Veranderung der Messkurve nach einer Modifizierung ist auf der rechten
Seite der Abbildung 4.4 das Thermogramm der amino-modifizierten Nanopartikel
(sp-NPSNP-NH>) abgebildet. Die Thermogramme der anderen Modifizierungen kdénnen
in Abbildung 7.9 im Anhang gefunden werden. Die erste Stufe bis ca. 150 °C wird erneut
durch den Verlust des restlichen Lésungsmittels sowie des adsorbierten Wassers verur-
sacht. Zusatzlich ist im Thermogramm der modifizierten Partikel zwischen 150 °C und
1 000 °C eine eindeutige Stufe von 8—10 % zu erkennen, die sowohl auf die Verbrennung
der funktionellen Gruppen als auch auf eine anschlieRende Dehydroxylierung zuriickzu-
flhren ist. Fir eine Aussage hinsichtlich des Modifizierungsgrades wurde aus dieser Stufe
(abziglich der 3 % fur die Dehydroxylierung) der Anteil der funktionellen Gruppen pro
Gramm Nanopartikel berechnet (s. Tabelle 4.2). Daflir wurde angenommen, dass die
Alkoxysilane Uber zwei der drei moglichen Bildungen kovalent an der Silica-Oberflache
verankert waren. Die sich daraus ergebenen Werte der einzelnen Modifizierungen unter-
scheiden sich kaum und liegen in einem Bereich von 0.4—-0.5 mmol g. Bei einem theo-
retisch eingesetzten Anteil der Alkoxysilane von 0.85 mmol gt wurden somit Gesamt-
modifizierungsgrade zwischen 50 % und 60 % erreicht, wobei nicht zwischen angebun-
denen APTES und PTMS-Molekilen unterschieden werden kann.

Neben der Thermogravimetrie wurde eine Kohlenstoff-Elementaranalyse durchgefihrt,
um die Zusammensetzung der Nanopartikel vor und nach dem Modifizierungsschritt zu
untersuchen. Die Ergebnisse der Messungen sind zusammen mit den daraus berechneten
Anteilen der funktionellen Gruppen ebenfalls in Tabelle 4.2 aufgelistet.

Tabelle 4.2: Ergebnisse aus den Stufen der Thermogramme und aus den C-Elementaranalysen der je-
weiligen Modifizierung der sp-NPSNPs. Zusétzliche Angabe der berechneten Anteile
funktioneller Gruppen pro Gramm Nanopartikel ber den Massenverlust aus der TG-
Messung (a) bzw. iber den Kohlenstoffgehalt aus der C- Elementaranalysen (b).

Thermogravimetrie Elementaranalyse
Stufe Funkt. Funkt.
(150 — Gruppen C-Gehalt Gruppen
1 000 °C) (a) (b)

1 % / mmol g* /% / mmol g*
sp-NPSNP 3.0 — - -
sSp-NPSNP-NH: 10.0 0.43 59+0.1 0.98
sp-NPSNP-NH2-Propy! (50/50) 9.7 0.50 6.1+£0.1 1.01
sp-NPSNP-NHz-Propyl (25/75) 8.9 0.49 6.6 0.1 1.10
sp-NPSNP-NH:-Propyl (15/85) 7.7 0.49 6.6 0.1 1.10
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Ein Vergleich der Werte untereinander zeigt erneut keine gravierenden Unterschiede
zwischen den einzelnen Modifizierungen. Mit ca. 1 mmol g* liegt die experimentell
ermittelte Menge jedoch Uber der theoretisch vorhandenen (0.85 mmol gt). Diese
Diskrepanz kann damit erklart werden, dass bei den gemessenen Kohlenstoffgehalten
nicht zwischen Kohlenstoff aus den funktionellen Gruppen und Kohlenstoff aus Ldsungs-
mittelresten wie Ethanol differenziert werden kann. Die Thermogravimetrie bietet dahin-
gehend genauere Angaben. Dennoch konnte Uber die Kohlenstoff-Elementaranalyse eine
erfolgreiche Modifizierung nachgewiesen werden.

Mithilfe der beiden bisher vorgestellten Analysen ist lediglich eine Aussage ber den
gesamten Modifizierungsgrad, aber nicht tber das Verhaltnis der beiden Alkoxysilane
(APTES und PTMS) mdglich. Aus diesem Grund wurde von den unmodifizierten
Nanopartikeln sowie von der NH2-Propyl (50/50)-Modifizierung, bei der beide
verwendeten Alkoxysilane aquimolar vorlagen, zusétzlich eine C/N-Elementaranalyse
durchgefihrt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst. Aus dem
Stickstoffanteil wurden, nach Abzug des Wertes fir unmodifizierte Nanopartikel als Re-
ferenz, 0.34 mmol g~* fir die Menge der Aminogruppen pro Gramm Nanopartikel be-
rechnet. Diese korreliert mit der Anzahl kovalent gebundener APTES-Molekile auf der
Oberfliche (80 % des eingesetzten APTES). Uber den Anteil des Kohlenstoffs wurde
nach Abzug der Referenz (0.088 %) ein Gesamtmodifizierungsanteil von 0.68 mmol g
bestimmt und der dazugehdrige Modifizierungsgrad entspricht ebenfalls 80 %. Dabei im-
pliziert das Ergebnis, wie bei der zuvor beschriebenen Elementaranalyse, jedoch auch
Kohlenstoff aus eventuell vorhandenen Losungsmittelresten. Dennoch kann fir eine Ab-
schatzung der bestimmte APTES-Anteil mit dem Gesamtmodifizierungsanteil ins Ver-
haltnis gesetzt werden, woraus resultiert, dass 50 % der Modifizierung dem Aminosilan
zugesprochen werden kénnen. Damit lagen beide Silane in &quimolaren Anteilen vor.

Tabelle 4.3: Ergebnisse der C/N-Elementaranalyse zusammen mit den sich daraus ergebenen Anteilen
der funktionellen Gruppen pro Gramm Nanopartikel.

sp-NPSNP sp-NPSNP-NH2-Propyl (50/50)

C-Gehalt / % 0.088 £ 0.016 4.137 £ 0.029
Funkt. Gruppen (ges.) / mmol g* _ 0.68
N-Gehalt / % 0.047 £0.029 0.559 £ 0.011
Aminogruppen / mmol g* - 0.34

Der Modifizierungsschritt beeinflusst auch die Oberflacheneigenschaften der Silica-
Nanopartikel. Um diese zu charakterisieren, wurde das Zeta-Potential der sp-NPSNPs,
welches mit der Oberflachenladung korreliert, in Abhangigkeit des pH-Wertes gemessen
(Abbildung 4.5). Die sich aus der Messung ergebenden isoelektrischen Punkte (IEPS)
sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst.
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Abbildung 4.5: Zeta-Potential-Messungen fir die unmodifizierten und modifizierten Silica-Nanopartikel
in Abhéangigkeit des pH-Wertes.

Tabelle 4.4: Isoelektrische Punkte fur die unmodifizierten und modifizierten Nanopartikel aus den pH-
Wert-abhangigen Zeta-Potential-Messungen sowie Zeta-Potentiale in PBS und MES.

Zeta-Potential in  Zeta-Potential in

IEP PBS MES

/[ mV /[ mV

sp-NPSNP -3.9 -11.6 -9.7
sp-NPSNP-NH:> 7.4 1.3 27.1
sp-NPSNP-NH:-Propyl (50/50) 6.8 -2.6 15.7
sp-NPSNP-NH2-Propyl (25/75) 6.4 -7.3 13.0
sp-NPSNP-NH2-Propyl (15/85) 6.1 -9.3 4.5

Die unmodifizierten Silica-Nanopartikel zeigen mit —30 mV bei pH-Werten zwischen 6
und 9 ein stark negatives Zeta-Potential. Mit sinkendem pH-Wert wird dieses zunehmend
positiver, bis bei pH 3.9 der isoelektrische Punkt erreicht ist. Bei noch kleineren pH-
Werten besitzen die unmodifizierten Silica-Nanopartikel eine leicht positive
Oberflachenladung. Ein solches Verhalten ist typisch fur Silica-Nanopartikel, da die
Silanolgruppen auf der Oberflache einen schwach sauren Charakter aufweisen. Im
Gegensatz zu den unmodifizierten sp-NPSNPs steigt bei den amino-modifizierten
Nanopartikeln (sp-NPSNP-NH2) das anfangliche Zeta-Potential von —30 mV bei pH 9
schon deutlich friiher. Bereits bei einem pH-Wert von 7.4 ist der IEP erreicht und bei
einem pH-Wert von 2 ist das Zeta-Potential bis auf +30 mV gestiegen. Auch dieses
Verhalten entspricht den Erwartungen. Bei hohen pH-Werten liegen die Aminogruppen
noch deprotoniert vor, sodass die Silanolgruppen die Oberflachenladung bestimmen. Bei
der Titration auf niedrigere pH-Werte werden die Aminogruppen protoniert und sorgen
flr eine positive Oberflachenladung. Je geringer der Anteil der Aminogruppen bei den
unterschiedlichen Modifizierungen ist, desto kleiner ist das resultierende Zeta-Potential
bei niedrigen pH-Werten. AuBerdem wird der isoelektrische Punkt mit sinkender Anzahl
der Aminogruppen zu niedrigeren pH-Werten verschoben.
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Zusétzlich zu den pH-abhangigen Messungen des Zeta-Potentials in Wasser wurde das
Zeta-Potential in PBS (pH 7.4) zur Simulation fiir physiologische Fllssigkeiten be-
stimmt. Dies ist sinnvoll, da sich das Oberflachenpotential wegen der htheren Salzkon-
zentration in PBS zu der Messung in Wasser bei pH 7.4 unterscheiden kann. Fir die Im-
mobilisierung der siRNA auf den NPSNPs wurde ein MES-Puffer (pH 5) verwendet,
weswegen das Zeta-Potential der Partikel in diesem Medium ebenfalls ermittelt wurde.
Samtliche Messergebnisse sind in Tabelle 4.4 aufgelistet. Es konnte festgestellt werden,
dass die Zeta-Potentiale in PBS positiver ausfallen als in Wasser. Beispielsweise liegt das
Zeta-Potential der unmodifizierten Nanopartikel in Wasser bei ca. —24 mV, in PBS dage-
gen nur bei ungefahr —12 mV. Gleiches war auch bei den modifizierten Nanopartikeln zu
beobachten. Als Ursache kann die Veranderung der elektrochemischen Doppelschicht um
die Nanopartikel aufgrund der Anwesenheit von einer erhohten lonenanzahl in PBS als
Medium genannt werden.?#1242] Dije Silica-Nanopartikel mit einer alleinigen APTES-
Modifizierung zeigten als einzige unter den Nanopartikelvarianten mit 1.3 mV ein leicht
positives Zeta-Potential, alle anderen Modifizierungen lagen dagegen im negativen Be-
reich, da weniger protonierbare Aminogruppen vorhanden sind. Generell kann bei keiner
der Modifizierungen von einer stabilen Dispersion gesprochen werden, da hierfir ein
Wert von +30 mV (berschritten werden misste.?*! Die gemessenen Zeta-Potentiale der
modifizierten Nanopartikel in MES-Puffer (pH 5) weisen positive Werte zwischen
27 mV und 4 mV auf, wobei mit sinkendem Anteil der Aminogruppen auch die Ober-
flachenladung sinkt. Fur die Immobilisierung der siRNA auf den modifizierten NPSNPs
wurde dieses Medium gewahlt, da Uber elektrostatische Wechselwirkungen die negativen
Nukleinsauren auf der positiven Oberflache immobilisiert werden kénnen.

Fur eine Anwendung als Freisetzungsbasis fur Biomolekiile in der regenerativen Medizin
ist die Zytotoxizitat der nanopordsen Silica-Nanopartikel ein entscheidender Aspekt. In
vorherigen Studien, unter anderem auch vom Arbeitskreis Behrens, wurde die generelle
Zytokompatibilitdt der sp-NPSNPs bereits analysiert.[58221.2221 Da jedoch die Modifizie-
rung und die Zellart einen Einfluss auf die Toxizitat haben kénnen, wurden in dieser Ar-
beit die Zellviabilitat der sp-NPSNPs sowie der sp-NPSNPs-NH2-Propyl (50/50) an den-
talen Pulpastammzellen untersucht. Dazu wurden die Zellen mit unterschiedlichen Nano-
partikelkonzentrationen fur 24 Stunden inkubiert und nach zwei sowie nach sechs Tagen
in Kultur erfolgte eine Bestimmung der Zellviabilitdten mittels eines CellTiter-Blue®-
Tests. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 4.6 dargestellt.
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Abbildung 4.6: Mittels CTB-Test bestimmte relative Zellviabilitdten der dentalen Pulpastammzellen
zwei (links) und sechs (rechts) Tage nach der Inkubation mit un- bzw. modifizierten
Nanopartikeln (sp-NPSNP sowie sp-NPSNP-NHz-Propyl (50/50) in unterschiedlichen
Konzentrationen. Zusétzliche Angabe der Viabilitat der Kontrolle (Kontr.), bei der Zellen
unter gleichen Bedingungen, aber ohne Silica-Nanopartikel kultiviert wurden.
Unabhéangig von der Nanopartikelkonzentration liegen die relativen Zellviabilitaten an
beiden Tagen (iber 70 %, sodass sie als zytokompatibel eingestuft werden kénnen.?*3l Ein
Vergleich der Ergebnisse der zwei Zeitpunkte zeigt, dass die Messwerte an Tag zwei
deutlich groRere Schwankungen aufweisen, wohingegen an Tag sechs die Zellviabilitaten
vergleichbar mit denen von Zellen sind, die nur mit Medium behandelt wurden. Dieser
Befund deutet auf einen akuten, beeintrachtigenden Effekt hin, der durch die Bedeckung
der Zellen mit Nanopartikeln verursacht worden sein konnte. Durch die Bildung einer
Nanopartikelschicht kann die Zufuhr von Sauerstoff und Néahrstoffen zu den Zellen sowie
die Entfernung der Zellabfalle gehemmt werden. Nach sechs Tagen ist diese negative
Einwirkung nicht mehr auszumachen, da die bedeckende Schicht wahrscheinlich durch
den zwischenzeitlichen Mediumwechsel sowie durch den Abbau der Partikel von den
Zellen abgetragen wurde. Ahnliche Resultate zeigten sich im Arbeitskreis Behrens auch
in vorherigen Zytotoxizitatsuntersuchungen mit Silica-Nanopartikeln und Myoblas-
ten.[2%2]

4.1.2 Charakterisierung der un- und modifizierten Ip-NPSNPs

Neben den im vorangegangenen Abschnitt vorgestellten Silica-Nanopartikeln mit einer
Grole von 40-50 nm und einem Porendurchmesser von 3 nm (sp-NPSNPs) wurden auch
nanoporose Silica-Nanopartikel mit einem Durchmesser von ca. 80 nm und Porendurch-
messern von 3.5 nm und 7.5 nm synthetisiert (Ip-NPSNPs). Um die GroRe und die Mor-
phologie der hergestellten Partikel zu beurteilen, wurden sowohl TEM- als auch REM-
Aufnahmen angefertigt (Abbildung 4.7). In beiden Aufnahmen sind sphdrische und
porése Partikel zu erkennen. Daruber hinaus lassen sich auch Poren mit einem Durch-
messer von ca. 7.5 nm ausmachen.
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Abbildung 4.7: TEM-Aufnahme (links) und REM-Aufnahme (rechts) der unmodifizierten Ip-NPSNPs.

Die Porositat wurde uberdies mittels einer N2-Physisorptionsmessung analysiert und die
dazugehdorige Sorptionsisotherme ist links in Abbildung 4.8 dargestellt. Aus ihr wurde

iiber das BET-Modell eine spezifische Oberflache von 830 m? g-* berechnet. Der Isother-
menbeginn bei circa 150 cm® g~* deutet auf einen kleinen Anteil an Mikroporen hin, der
jedoch nicht weiter quantifiziert werden konnte. Auch diese Isotherme ist ab einem Re-
lativdruck von p/po = 0.94 nicht mehr dargestellt, da der ab diesem Wert auftretende steile
Anstieg durch die Kondensation in interpartikularen Zwischenrdumen verursacht wird.
Fur das Porenvolumen wurde bis zu dem dargestellten relativen Druck ein Wert von
0.9 cm® g erhalten. Aus der Bestimmung der Porenweitenverteilung mithilfe der DFT-
Methode resultierten zwei Maxima, eines bei 3.5 nm und eines bei 7.5 nm (s. Abbil-

dung 4.8 rechts).
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Abbildung 4.8: N»-Physisorptionsisotherme (links) und DFT-Porenweitenverteilungen (rechts) der un-

modifizierten Ip-NPSNPs.
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Auch diese Silica-Nanopartikelsorte wurde nach der Synthese Uber einen post-grafting-
Schritt mit verschiedenen Alkoxysilanen modifiziert. Zur Bestatigung, dass die Modifi-
zierung nur einen geringfiigigen Einfluss auf die Grof3e und die Morphologie der Partikel
hat, wurden TEM-Aufnahmen angefertigt. Beispielhaft ist eine solche Aufnahme der
Ip-NPSNP-NH>-Propyl (50/50) in Abbildung 4.9 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass der
Modifizierungsschritt kaum einen Einfluss auf die GroRe und die Form der Partikel hat.
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Abbildung 4.9: TEM-Aufnahme von Ip-NPSNP-NH:-Propyl (50/50) als Beispielaufnahme fur modifi-
zierte Ip-NPSNPs.

Die Auswirkung der Modifizierung auf das Porensystem der Partikel wurde mithilfe von
N2-Physisorptionsmessungen untersucht. In Tabelle 4.5 sind die gemessenen spezifi-
schen Oberflachen zusammen mit den Porenvolumina und den Porenweiten fur die un-
sowie modifizierten Ip-NPSNPs aufgelistet. Die dazugehdrigen Stickstoffisothermen so-
wie die Porenweitenverteilungen kénnen in Abbildung 7.5 bis Abbildung 7.8 im Anhang
gefunden werden. Die Sorptionsmessungen zeigen eine 20—-25 %-ige Reduktion der spe-
zifischen Oberfl&che sowie des Porenvolumens durch die Oberflachenmodifizierung. Die
Porendurchmesser werden dagegen kaum beeinflusst. Analog zu den bereits vorgestellten
Ergebnissen der sp-NPSNPs (Abschnitt 4.1.1) kdnnen diese Ergebnisse durch ein pore
blocking erklart werden.

Tabelle 4.5: Aus den N2-Physisorptionsmessungen bestimmte spezifische Oberflachen (Sger), Poren-
volumina (Veoren) Und durchschnittliche Porendurchmesser (deoren) flr die modifizieren
Ip-NPSNPs.
SBET VPoren dPoren
Im?g?t /ecm3 gt / nm
Ip-NPSNP 830 0.94 3.5und 7.5
Ip-NPSNP-NH: 610 0.83 3.5und 6.8
Ip-NPSNP-NH:-Propyl (50/50) 600 0.86 3.5und 7.0
Ip-NPSNP-NH2-Propyl (25/75) 580 0.76 3.4und 7.0
Ip-NPSNP-NH2-Propyl (15/85) 570 0.77 3.3und 6.8

Auch fir diese Nanopartikel wurden zur Bestédtigung einer erfolgreichen Modifizierung
und zur Charakterisierung der resultierenden Zusammensetzung die Thermogravimetrie
sowie die Elementaranalyse herangezogen. Links in Abbildung 4.10 ist ein Thermo-
gramm der unmodifizierten, rechts eines der modifizierten Silica-Nanopartikel
(In-NPSNP-NH_) als Vergleich dargestellt. Die restlichen Thermogramme fiir die unter-
schiedlichen Modifizierungen sind in Abbildung 7.10 im Anhang zu finden. Auch hier
kann bei den unmodifizierten Partikeln die erste Stufe bis 150 °C auf das Entfernen von
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adsorbiertem Wasser sowie Lésungsmittelresten und die zweite Stufe auf eine Dehydro-
xylierung zuriickgefuhrt werden. Die modifizierten Partikel besitzen im Gegensatz dazu
zwischen 150 °C und 1 000 °C eine eindeutige zweite Stufe zwischen 6 % und 10 %.

Diese kann sowohl von der Verbrennung der funktionellen Gruppen als auch von einer
Dehydroxylierung stammen.
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Abbildung 4.10: Ergebnisse der thermogravimetrischen Messungen der unmodifizierten (links) sowie der
amino-modifizierten Ip-NPSNPs (rechts).

Aus dieser Stufe (abztglich der 2.2 % fur die Dehydroxylierung) ist es méglich, den An-
teil der funktionellen Gruppen pro Gramm Nanopartikel und somit auch den Modifizie-
rungsgrad zu berechnen (s. Tabelle 4.6). Fir die einzelnen Modifizierungen liegen die
Werte zwischen 0.3 mmol gt und 0.5 mmol g~*. Unter Beriicksichtigung des theoretisch
maximalen Anteils der Alkoxysilane von 0.85 mmol g bei vollstandiger Anbindung
wurden somit Gesamtmodifizierungsgrade von ca. 40 % bis 60 % erreicht.

Tabelle 4.6: Ergebnisse aus den Stufen der Thermogramme und aus den C-Elementaranalysen der je-
weiligen Modifizierung der Ip-NPSNPs. Zusatzliche Angabe der berechneten Anteile
funktioneller Gruppen pro Gramm Nanopartikel tber den Massenverlust aus der TG-
Messung (a) bzw. tiber den Kohlenstoffgehalt aus der C- Elementaranalysen (b).

Thermogravimetrie Elementaranalyse
Stufe Funkt. Funkt.
(150 - Gruppen C-Gehalt Gruppen
1000 °C) (@) (b)
| % / mmol g* | % / mmol g
Ip-NPSNP 2.2 - — —
Ip-NPSNP-NH: 9.4 0.44 6.9+£0.1 1.15
Ip-NPSNP-NH:-Propyl (50/50) 7.9 0.42 7.2+0.2 1.20
Ip-NPSNP-NH2-Propyl (25/75) 8.4 0.52 6.3+0.1 1.05
Ip-NPSNP-NH:-Propyl (15/85) 59 0.32 6.0+0.1 1.00

Neben der Thermogravimetrie wurde eine Kohlenstoff-Elementaranalyse zur
Untersuchung der Zusammensetzung der Nanopartikel vor und nach der Modifizierung
herangezogen. Die Ergebnisse der Messungen konnen zusammen mit den daraus

86



4 Ergebnisse und Diskussion

berechneten Anteilen der funktionellen Gruppen ebenfalls in Tabelle 4.6 gefunden
werden. Ein Vergleich der Werte untereinander zeigt keine malRgeblichen Unterschiede
zwischen den einzelnen Modifizierungen. Mit ca. 1 mmol g* liegen auch fiir diese
Nanopartikel die errechneten Anteile iiber dem theoretischen Wert von 0.85 mmol g*.
Dieser Befund ist der Tatsache geschuldet, dass eine Unterscheidung zwischen Kohlen-
stoff aus den funktionellen Gruppen und Kohlenstoff aus Lésungsmittelresten (z. B. Etha-
nol) nicht moglich ist. Dennoch konnte Uber die Kohlenstoff-Elementaranalyse eine
erfolgreiche Modifizierung nachgewiesen werden.

Fur eine Aussage beziglich der Verhéltnisse zwischen APTES und PTMS nach dem
Modifizierungsschritt wurde von den unmodifizierten Partikeln und denjenigen, bei
denen die zwei Alkoxysilane im aquimolaren Verhaltnis eingesetzt wurden (Ip-NPSNP-
NH.-Propyl (50/50)), zusétzlich eine C/N-Elementaranalyse durchgefiihrt. Die erhalte-
nen Messergebnisse sind in Tabelle 4.7 dargestellt. Aus dem Stickstoffanteil wurde unter
Berlicksichtigung des Wertes der unmodifizierten Nanopartikel als Referenz ein Wert
von 0.37 mmol g fiir die Menge der Aminogruppen pro Gramm Nanopartikel berech-
net, was einer Anbindung von 88 % des eingesetzten APTES entsprache. Uber den Anteil
des Kohlenstoffs wurde bei den modifizierten Partikeln ein Gesamtmodifizierungsanteil
von 0.64 mmol g bestimmt und der dazugehérige Modifizierungsgrad entspricht 76 %
der eingesetzten Silanmengen. Dabei impliziert das Ergebnis, dass auch Kohlenstoff aus
nicht entfernten Lésungsmittelresten vorhanden ist. Nichtsdestotrotz ist eine Abschat-
zung des APTES-Anteils moglich, wenn dieser mit dem Gesamtmodifizierungsanteil ins
Verhaltnis gesetzt wird. Der somit resultierende Anteil des Aminosilans belduft sich auf
57 %.

Tabelle 4.7: Ergebnisse der C/N-Elementaranalyse zusammen mit den sich daraus ergebenen Anteilen
der funktionellen Gruppen pro Gramm Nanopartikel.

Ip-NPSNP Ip-NPSNP-NH.-Propyl (50/50)

C-Gehalt / % 0.101 £ 0.013 3.096 + 0.036
Funkt. Gruppen (ges.) / mmol g* — 0.64
N-Gehalt / % 0.054 + 0.039 0.615 £ 0.024
Aminogruppen / mmol g* — 0.37

Auch bei diesen Silica-Nanopartikeln verédndern sich die Oberflacheneigenschaften durch
den Modifizierungsschritt. Zur Charakterisierung wurde eine pH-abhangige Messung des
Zeta-Potentials herangezogen. Die Ergebnisse der Messungen fir die unmodifizierten
sowie modifizierten Nanopartikel sind in Abbildung 4.11 dargestellt, und die sich daraus
ergebenen isoelektrischen Punkte (IEP) kdnnen der Tabelle 4.8 entnommen werden.
Analog zu den bereits vorgestellten sp-NPSNPs zeigen die Ip-NPSNPs eine fur
unmodifizierte Silica-Nanopartikel charakteristische Zeta-Potential-Kurve, die mit dem
schwach sauren Charakter der Silanolgruppen auf der Partikeloberflache erkléart werden
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kann. Uber die Oberflachenmodifizierung verschiebt sich in Abhangigkeit des Anteils
eingebrachter Aminogruppen der IEP zu héheren pH-Werten.
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Abbildung 4.11: Zeta-Potential-Messungen fiir die unmodifizierten und modifizierten Nanopartikel in Ab-
héngigkeit vom pH-Wert.
Bei den Messungen des Zeta-Potentials in PBS (Tabelle 4.8) fallen auch fiir diese Nano-
partikelsorte die gemessenen Werte positiver aus als in Wasser. Zum Beispiel liegt das
Zeta-Potential der unmodifizierten Nanopartikel in Wasser bei ca. —32 mV, in PBS dage-
gen nur bei —15 mV. Gleiches war auch bei den modifizierten Nanopartikeln zu beobach-
ten. Eine Erklarung liefert die Veranderung der Solvathille um die Nanopartikel, die aus
der Anwesenheit verschiedener lonen in PBS resultiert.?#12421 |m MES-Puffer bei pH 5
besitzen die modifizierten Nanopartikel ein positives Zeta-Potential (Tabelle 4.8). Dabei
zeigt sich, je mehr Aminogruppen vorhanden sind, desto positiver ist das Zeta-Potential.
Die positive Oberflachenladung bietet die Mdglichkeit, tber elektrostatische Wechsel-
wirkungen entgegengesetzt geladene Nukleinsauren zu immobilisieren. Wie bei den
sp-NPSNPs liegen allerdings weder in PBS noch in MES stabile Dispersionen vor, da
hierfiir ein Zeta-Potential von +30 mV iiberschritten werden miisste.[241:241
Tabelle 4.8: Isoelektrische Punkte fur die unmodifizierten und modifizierten Nanopartikel aus den pH-

Wert-abhangigen Zeta-Potential-Messungen sowie bestimmte Zeta-Potentiale in PBS
(pH 7.4) und MES (pH 5).

Zeta-Potential in  Zeta-Potential in

IEP PBS MES

/[ mV /[ mV

Ip-NPSNP -3.2 -15.1 ~10.0
Ip-NPSNP-NH; 7.6 2.8 22.8
Ip-NPSNP-NH.-Propyl (50/50) 7.1 -4.5 18.2
Ip-NPSNP-NH:z-Propyl (25/75) 6.8 -7.9 16.7
Ip-NPSNP-NH.-Propyl (15/85) 6.6 -8.4 10.3
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Die Zytotoxizitat hangt unter anderem von physikochemischen Eigenschaften wie Parti-
kelgrélie und -morphologie ab. Aus diesem Grund wurde die Zellvertraglichkeit von den
Ip-NPSNPs sowie von einer der Modifizierungen (Ip-NPSNP-NH2-Propyl (50/50)) an
dentalen Pulpastammzellen untersucht. Nachdem die Zellen mit unterschiedlichen Nano-
partikelkonzentrationen fiir 24 Stunden inkubiert wurden, erfolgte nach zwei sowie nach
sechs Tagen eine Bestimmung der Zellviabilitdten mithilfe des CellTiter-Blue®-Tests. In
Abbildung 4.12 sind die erhaltenen Ergebnisse dargestellt. Genau wie bei den
sp-NPSNPs liegen die relativen Zellviabilitaten an beiden Tagen Uber 70 %, sodass sie
als zytokompatibel eingestuft werden kénnen.?*31 An Tag zwei weisen die Viabilitaten
erhebliche Schwankungen auf, wohingegen sich die Zellviabilitaten an Tag sechs dem
Niveau der Kontrolle angepasst haben. Dieser Befund kann erneut auf eine akute Beein-
trachtigung der Viabilitat hindeuten, die durch die Bedeckung der Zellen mit Nano-
partikeln verursacht worden sein kénnte.

Tag 2 Tag 6

180 - o 180
£ 1] Ip-NPSNP £ iL_1lp-NPSNP
=160 1 [ Ip-NPSNP-NH,-Propyl (50/50) o 20 I Ip-NPSNP-NH,-Propy! (50/50)
3 140 S 1404
g 120 S 120
~ ¥
= 100 5 100
5 100 1 5 =
3 80 E’- 80 1
5 60 - 5 60 -
Tfé 40 Tﬁu 40
S 20 = 20+
© ©
’3‘; 015 ! N oLl

Kontr. 10 50 100 250 300 500 Kontr. 10 50 100 250 300 500
Nanopartikelkonzentration / ug mL™ Nanopartikelkonzentration / pg mL™

Abbildung 4.12: Mittels CTB-Test bestimmte relative Zellviabilitdten der dentalen Pulpastammzellen
zwei (links) und sechs (rechts) Tage nach der Inkubation mit un- bzw. modifizierten
Nanopartikeln (Ip-NPSNP sowie Ip-NPSNP-NH.-Propyl) in unterschiedlichen Konzent-
rationen. Zusétzliche Angabe der Viabilitat der Kontrolle (Kontr.), bei der Zellen unter
gleichen Bedingungen, aber ohne Silica-Nanopartikel kultiviert wurden.

4.1.3  Zusammenfassung

Es wurden erfolgreich zwei verschiedene Sorten Silica-Nanopartikel synthetisiert. Die
sp-NPSNPs besitzen einen Partikeldurchmesser von ca. 45 nm und einen Porendurchmes-
ser von ca. 3 nm. Im Vergleich dazu haben die Ip-NPSNPs einen Durchmesser von ca.
80 nm und weisen PorengrdRen von 3.5 nm und 7.5 nm auf.

Die hergestellten Nanopartikel wurden ber ein post-grafting Verfahren mit Aminopro-
pyl- sowie Propyltrialkoxysilanen in unterschiedlichen Verhéaltnissen modifiziert. Zur
Bestatigung des Modifizierungsschritts wurden die Partikel umfassend tber N2-Phy-
sisorption, Thermogravimetrie sowie Elementaranalyse charakterisiert. Dartber hinaus
konnten unterschiedliche Oberflacheneigenschaften mittels Zeta-Potential-Messungen
nachgewiesen werden. Diese erlauben verschiedene Wechselwirkungen mit den Biomo-
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lekilen, auf die im weiteren Verlauf néher eingegangen wird. Zuletzt konnte die Zyto-
kompatibilitat der NPSNPs und der NH2-Propyl (50/50)-Modifizierung jeder Sorte an
dentalen Pulpastammzellen bestétigt werden. Ein Vergleich der einzelnen Modifizierun-
gen der beiden Silica-Nanopartikelsorten zeigte geringfugige Unterschiede hinsichtlich
der Eigenschaften.

4.2 Entwicklung eines Drug Delivery-Systems fur siRNA

Eines der Ziele dieser Arbeit bestand in der Entwicklung eines Freisetzungssystems fr
siRNA, wobei als Freisetzungsbasis die zuvor charakterisierten Silica-Nanopartikel fun-
gierten. Im folgenden Abschnitt werden zundchst die Untersuchungen hinsichtlich der
Immobilisierung von siRNA auf unterschiedlich modifizierte Silica-Nanopartikel und die
Ergebnisse der Freisetzungsexperimente vorgestellt, wobei auch auf die Degradation der
Partikel wéhrend der Freisetzung eingegangen wird. Auflerdem werden in diesem Ab-
schnitt die Nanopartikel charakterisiert, die nach der Beladung mit siRNA mit einer
Lipidhulle versehen wurden. Des Weiteren folgt eine detaillierte Darstellung der Ergeb-
nisse aus den in vitro-Untersuchungen in Bezug auf Zytokompatibilitat, Zellaufnahme
und die Fahigkeit zur Herunterregulierung einer Genexpression. Im Hinblick auf eine
Anwendung in der regenerativen Medizin werden die Ergebnisse zum Einfluss der
Nanopartikel auf die Differenzierung von dentalen Pulpastammzellen présentiert.

4.2.1  Immobilisierung von siRNAs auf nanopordsen Silica-Nanopartikeln

Fur die Immobilisierung fluoreszenzmarkierter siRNA auf den Silica-Nanopartikeln mit
verschiedenen Oberflachenmodifizierungen wurden die jeweiligen Nanopartikel mit ei-
ner 50 pg mL--siRNA-LGsung in MES-Puffer fiir 24 Stunden inkubiert. Die Immobili-
sierung sollte dabei durch elektrostatische Wechselwirkungen der bei pH 5 positiv gela-
denen Nanopartikel und der negativ geladenen siRNA erfolgen. Die unterschiedlichen
Oberflacheneigenschaften der modifizierten Partikel, die im vorangegangenen Abschnitt
charakterisiert wurden, ermdglichten dabei ungleich starke Wechselwirkungen. Nach der
Inkubation wurden die Nanopartikel durch Zentrifugation vom Uberstehenden Medium
getrennt. Von diesem Uberstand wurde einerseits mittels Fluoreszenz und andererseits
uber die spezifische Absorption der siRNA (260 nm) mit einem Spektralphotometer
(NanoDrop™) die siRNA-Konzentration quantifiziert und aus ihr indirekt die Beladung
berechnet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.13 fur die jeweilige Partikelsorte darge-
stellt, wobei neben den bestimmten Konzentrationen auch die dazugehdrigen Beladungs-
effizienzen angegeben sind.
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Abbildung 4.13: Darstellung der ermittelten siRNA-Konzentrationen in der Ausgangslésung (Ausg.-L6-
sung) und in den jeweiligen Inkubationstberstanden fir die sp-NPSNPs (links) und die
Ip-NPSNPs (rechts) mit unterschiedlichen Oberflachenmodifizierungen. Zusétzlich die
Angabe der Beladungseffizienzen als prozentualer Anteil.

Fur beide Nanopartikelsorten zeigen sich in Abhangigkeit der Oberflachenmodifikation
variierende Konzentrationen in den Uberstanden und damit auch unterschiedliche Bela-
dungseffizienzen. Bei den sp-NPSNPs konnten fir die NH2- sowie flr die
NH.-Propyl (50/50)-Modifikation mit beiden Quantifizierungsmethoden kaum siRNAs
im Uberstand detektiert werden. Unter der Annahme, dass sich die restliche siRNA auf
der Nanopartikeloberflache befand, wurde somit eine Beladung von ca. 55 pg siRNA pro
Milligramm Nanopartikel erreicht, was einer Beladung tber 99 % entspricht. Im Gegen-
satz dazu sinkt die immobilisierte sSiRNA-Menge mit abnehmendem APTES-Anteil bei
der Modifizierung mit den zwei Silanen. Bei den Partikeln mit NH2-Propyl (25/75)-Mo-
difizierung konnten nur ca. 74 % (= 41 pg mg1) und bei denen mit NH,-Propy! (15/85)-
Modifizierung lediglich 51 % (= 28 pg mg) der dargebotenen siRNA auf der Oberfla-
che immobilisiert werden.

Ein ahnlicher Trend lasst sich auch bei den Modifikationen der Ip-NPSNPs feststellen.
Bei Nanopartikeln mit NH>- sowie NH2-Propyl (50/50)-Modifikation konnte in den
Uberstanden keine siRNA nachgewiesen werden, wahrend die Beladungseffizienz der
NH.-Propyl (25/75)-Partikel nur 87 % (= 48 pug mg) bzw. die der NHz-Propyl (15/85)-
Partikel nur 75 % (= 41 pg mg?) betrug.

Diese Ergebnisse der variierenden Beladungseffizienzen bei den Modifizierungen einer
Sorte kdonnen mit den unterschiedlich starken elektrostatischen Wechselwirkungen der
negativ geladenen siRNA mit den im MES-Puffer (pH 5) positiv geladenen Silica-Nano-
partikeln erklart werden. In Tabelle 4.9 sind dazu nochmals die bereits vorgestellten Zeta-
Potentiale in MES-Puffer zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 4.9: Gegeniiberstellung der gemessenen Zeta-Potentiale der NPSNPs mit unterschiedlichen
Oberflachenmadifizierungen in MES-Puffer bei pH 5.

sp-NPSNP Ip-NPSNP
Zeta-Potential Zeta-Potential
[ mV /[ mV
NPSNP-NH; 27.1 22.8
NPSNP-NH:-Propyl (50/50) 15.7 18.2
NPSNP-NH-Propyl (25/75) 13.0 16.7
NPSNP-NH.-Propyl (15/85) 45 10.3

Es zeigt sich, je hoher der Anteil der Aminogruppen bei der Oberflachenmodifizierung,
desto positiver féllt das Zeta-Potential aus, und desto mehr siRNA adsorbierte auf der
Oberfliache der Nanopartikel. Uber diesen identifizierten Zusammenhang zwischen der
Konzentration der protonierbaren Aminogruppen auf der Oberflache von NPSNPs und
immobilisierter SIRNA berichteten auch Moller et al. Zusétzlich beschrieben sie, dass mit
unmodifizierten NPSNPs sowie mit Cyano- oder Mercaptogruppen modifizierten
NPSNPs, die ein negatives Oberflachenpotential besitzen, effektive sSiRNA-Immobilisie-
rungen nicht méglich sind.["?]

Der Unterschied zwischen den beiden Nanopartikelsorten konnte ebenfalls mit dem Ober-
flachenpotential begriindet werden. Wie in Tabelle 4.9 ersichtlich, weisen die Ip-NPSNPs
bei gleicher Modifizierung meist ein leicht hdheres Zeta-Potential auf. Dieses kann auf
einen etwas hdheren Anteil Aminogruppen bei der Oberflaichenmodifizierung der
Ip-NPSNPs zuriickgefiihrt werden, der fur die NH2-Propyl (50/50)-Modifikation tiber die
C/N-Elementaranalyse detektiert wurde (Abschnitt 4.1). Neben dem Zeta-Potential kann
aber auch die auf3ere Oberflache, die durch die vorhandenen Poren gepragt ist, die Immo-
bilisierung beeinflussen. Es ist mdglich, dass die 7.5 nm-groRen Poren der Ip-NPSNPs
eine vorteilhafte Positionierung der siRNA auf der Oberflache bzw. in den Porendffnun-
gen beglnstigen, sodass vergleichsweise mehr siRNA auf ihnen immobilisiert werden
kann. In Abschnitt 4.2.4 wird dieser Aspekt im Hinblick auf die maximale siRNA-Bela-
dungsmenge naher erléutert.

Bei der Bewertung der Ergebnisse muss bedacht werden, dass es sich bei der Quantifi-
zierung um Einzelmessungen handelt. Zwar wurden die Proben mit zwei verschiedenen
Analysemethoden untersucht, jedoch wurde der Versuch als Einfachbestimmung durch-
gefiihrt, weswegen die Werte lediglich als grobe Einstufung dienen. Dennoch tragen die
gewonnenen Erkenntnisse zusammen mit denen aus den folgenden Freisetzungsexperi-
menten dazu bei, die bestmogliche Modifizierung mit optimalen Beladungs- und Freiset-
zungseigenschaften fur die in vitro-Experimente auszuwahlen.
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4.2.2  siRNA-Freisetzung von unterschiedlich modifizierten NPSNPs in PBS

Im Anschluss an die Immobilisierung folgten Experimente zur Freisetzung der siRNA
von den Silica-Nanopartikeln mit unterschiedlichen Oberflachenmodifizierungen in PBS
(pH 7.4). Die Uber die Fluoreszenz quantifizierten siRNA-Mengen in den Freisetzungs-
uberstédnden sind als kumulative Auftragung fir die sp-NPSNPs in Abbildung 4.14 und
flr die Ip-NPSNPs in Abbildung 4.15 zu sehen. Zusatzlich ist jeweils auch der freige-
setzte Anteil der ursprunglichen Immobilisierung in Prozent angegeben.
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Abbildung 4.14: Kumulative siRNA-Freisetzung von unterschiedlich modifizierten sp-NPSNPs in PBS

bei 37 °C. Zusétzliche Prozentangabe des freigesetzten Anteils bezogen auf die eingangs

immobilisierte sSiRNA-Menge.
Fur die unterschiedlichen Modifikationen der sp-NPSNPs zeigt sich als Freisetzungs-
profil jeweils ein burst release, bei dem in den ersten zwei Tagen nahezu die gesamte
freigesetzte sSiRNA-Menge abgegeben wurde. Allein die absoluten Freisetzungsmengen
der einzelnen Modifizierungstypen sind ungleich. Es lasst sich beobachten, dass tenden-
ziell weniger siRNA von der urspringlichen Beladung wieder abgegeben werden kann,
je hoher der Anteil der Aminogruppen ist. Beispielsweise wurden in dem beobachteten
Freisetzungszeitraum von den sp-NPSNPs-NH: lediglich 17 % freigesetzt, wéahrend bei
den sp-NPSNPs-NH2-Propyl (15/85) der desorbierte Anteil 91 % betrug. Grundséatzlich
ist die treibende Kraft fiir eine Freisetzung der siRNA-Konzentrationsgradient zwischen
der Nanopartikeloberflache und dem umgebenden Medium. Einen Einfluss haben aber
unterschiedliche Faktoren wie z. B. die Wechselwirkungen der siRNA mit den funktio-
nellen Gruppen der Nanopartikeloberflache. Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Starke der elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Aminogruppen
und den Phosphatgruppen der siRNA entscheidend sind. Das Zeta-Potential der einzelnen
Modifizierungen wird in PBS aufgrund der pH-Wert-Erh6hung deutlich negativer (vgl.
Tabelle 4.4). Bei den Modifizierungen, bei denen neben APTES auch ein Propylsilan ver-
wendet wurde, werden Werte zwischen —3 mV und -9 mV erreicht, was eine Freisetzung
der negativen siRNA zu begtinstigen scheint. Die Modifikation mit der héchsten Amino-
gruppendichte zeigt wiederum ein leicht positives Zeta-Potential in PBS (= 1 mV), wel-
ches die verhaltnisméaliig geringe Freigabe ins Medium verursachen kénnte.
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Ein ahnliches Verhalten beschrieben auch Modller et al. Sie synthetisierten zuerst tber
eine Co-Kondensationsreaktion 150 nm grof3e Silica-Nanopartikel mit PorengréRen zwi-
schen 3.9 und 4.9 nm sowie unterschiedlichen Amino- und Mercaptogruppenanteilen auf
der Oberflache. AnschlieRend untersuchten sie neben der Adsorption von siRNA in MES-
Puffer (pH 5) auch die Freisetzung in PBS und zeigten, dass sich innerhalb der ersten
zwei Tage ein burst release erzielen liel3, der umso hoher ausfiel, desto weniger Amino-
gruppen bei der Oberflachenmodifizierung vorhanden waren.["?]

Die einzige Ausnahme des beobachteten Trends bildet die (25/75)-Modifizierung. Mit
33 % siRNA-Freisetzung werden im Vergleich zu den anderen NH2-Propyl-Modifikatio-
nen weniger Nukleinsauren wieder abgegeben, obwohl der Anteil der Aminogruppen in
der Oberflachenmodifizierung verhaltnismaRig gering ist. Diese Abweichung koénnte
dadurch zustande gekommen sein, dass bei der experimentellen Durchfiihrung des
Mediumwechsels neben der Uberstandlésung auch Nanopartikel mit abgenommen wur-
den. Von den verbliebenen Partikeln wurde folglich auch weniger freigesetzt.

Die Freisetzungsprofile der Modifikationen der Ip-NPSNPs (Abbildung 4.15) entspre-
chen ebenfalls einem burst release mit variierenden absoluten Freisetzungsmengen. In
Ubereinstimmung mit den Versuchen mit den sp-NPSNPs bietet das Zeta-Potential eine
Erklarung fir die resultierenden Verldufe. Je geringer die Dichte der Aminogruppen,
desto negativer wird das Zeta-Potential in PBS und desto mehr siRNA wird freigesetzt.
Am wenigsten wird von den NHz-modifizierten Nanopartikeln ins Medium abgegeben.
Dies konnte daran liegen, dass diese Partikel im Gegensatz zu den anderen Modifikatio-
nen mit 2 mV ein positives Zeta-Potential in PBS besalen. Im Vergleich zu den
sp-NPSNPs fallt auf, dass der prozentuale Anteil freigesetzter sSiRNA bei den Ip-NPSNPs
hoher ist. Dies konnte darauf hindeuten, dass neben der Oberflachenladung auch die
Porengeometrie einen Einfluss auf die Freisetzung der siRNA hat. Auf diese Thematik
wird in Unterkapitel 4.2.4 néher eingegangen.
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Abbildung 4.15: Kumulative siRNA-Freisetzung von unterschiedlich modifizierten Ip-NPSNPs in PBS bei
37 °C. Zusatzliche Prozentangabe des freigesetzten Anteils bezogen auf die eingangs im-
mobilisierte SiRNA-Menge.
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Zusammenfassend ist aus den Freisetzungsexperimenten festzuhalten, dass sich fir alle
getesteten Modifikationen der sp- und der Ip-NPSNPs das Freisetzungsprofil eines burst
release zeigt, wobei die absolut freigesetzten siRNA-Mengen variieren. Generell wird
unter den gegebenen Bedingungen eine héhere Freisetzung erzielt, wenn der Anteil der
Aminogruppen bei der Modifizierung der Oberflache geringer war. Es muss allerdings
berucksichtigt werden, dass es sich bei der Quantifizierung um Einzelmessungen handelt.
Nichtsdestotrotz verdeutlichen die Untersuchungen den Zusammenhang zwischen der
Dichte der Aminogruppen und der siRNA-Menge, die immobilisiert und anschlieRend
wieder freigegeben werden kann. Mithilfe der gewonnenen Erkenntnisse wurden die
NH.-Propyl (50/50)-Modifizierungen beider Nanopartikelsorten flr die in vitro-Experi-
mente ausgewdhlt. Auf ihnen konnte einerseits die offerierte SiRNA-Menge vollstandig
immobilisiert werden, andererseits wurde in den anschlieBenden Freisetzungsversuchen
deutlich mehr wieder abgegeben als es bei den NPSNP-NH. der Fall war, bei denen eben-
falls eine vollstandige Immobilisierung méglich war.

4.2.3  Einfluss der Immobilisierungs- und Freisetzungsbedingungen auf die De-
gradation der NPSNPs

Die Degradation von NPSNPs unter physiologischen Bedingungen ist ein intensiv er-
forschter Bereich, jedoch lassen sich aufgrund der Vielzahl von Parametern, die das De-
gradationsverhalten beeinflussen, keine allgemeinen Aussagen treffen (vgl. Ab-
schnitt 2.2.1). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit das Degradationsverhalten der
verwendeten Silica-Nanopartikel unter den gegebenen Immobilisierungs- und Freiset-
zungsbedingungen untersucht. Da sich die NH2-Propyl (50/50)-Modifikation in Bezug
auf die siRNA-Immobilisierung und die anschlieRende Freisetzung als vielversprechend
herausstellte und diese bei den in vitro-Untersuchungen zum Einsatz kam, wurde das De-
gradationsverhalten anhand dieser Modifizierung analysiert. Die Partikel wurden zur
Simulation der Immobilisierung zuerst flir 24 Stunden mit MES-Puffer (pH 5) behandelt
und danach fir sieben Tage in PBS (37 °C) gelagert. Analog zu den Freisetzungsexperi-
menten mit sSIRNA wurde nach 1, 2, 5 und 7 Tagen das Uberstehende Medium gewechselt.
Die Charakterisierung der Partikel nach verschiedenen Lagerungsdauern erfolgte mithilfe
von TEM-Aufnahmen (Abbildung 4.16). Mit ihnen konnte die Morphologie und das Po-
rensystem beurteilt sowie der durchschnittliche Partikeldurchmesser bestimmt werden.
Letzterer ist fUr die unterschiedlichen Zeitpunkte in Tabelle 4.10 zusammengestellt.
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2 Tage Freisetzung 1 Tag Freisetzung Synthese

5 Tage Freisetzung

7 Tage Freisetzung

Abbildung 4.16: TEM-Aufnahmen der Nanopartikel nach der Synthese sowie nach einem simulierten Frei-
setzungszeitraum von 1, 2, 5 und 7 Tagen. Links: sp-NPSNP-NH2-Propyl (50/50); rechts:
Ip-NPSNP-NH2-Propy! (50/50).
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Tabelle 4.10:  Ermittelte Groe der modifizierten NPSNPs nach einer simulierten Freisetzung. Die
GroRe wurde anhand von TEM-Aufnahmen bestimmt, indem 20 Nanopartikel vermessen
und daraus die Mittelwerte berechnet wurden.

sp-NPSNP-NH:-Propyl (50/50) Ip-NPSNP-NH2-Propyl (50/50)
/nm / nm
Synthese 46 + 3 80+ 10
1 Tag 45+ 6 799
2 Tage 42+5 77+10
5 Tage 40+ 6 767
7 Tage 334 739

Im Vergleich zu frisch synthetisierten Partikeln zeigen sich fur die sp-NPSNPs nach dem
simulierten Immobilisierungsschritt im MES-Puffer und einer darauffolgenden eintéagi-
gen Lagerung unter Freisetzungsbedingungen nur geringe sichtbare VVeranderungen hin-
sichtlich der Morphologie und des vorhandenen Porensystems. Es ist eine leichte Ab-
nahme des Partikeldurchmessers um zwei Nanometer zu verzeichnen und die Porenstruk-
tur wirkt diffuser. Nach zwei Tagen simulierter Freisetzung sind ebenfalls nur schwach
ausgepragte Unterschiede auszumachen, allerdings sinkt der Durchmesser der Partikel
um weitere zwei Nanometer. Anders verhalt es sich nach funf Tagen unter einer simu-
lierten Freisetzung. Zu diesem Zeitpunkt ist eine merklich veranderte Morphologie der
Nanopartikel zu erkennen. Die gleichmé&Bige spharische Struktur geht verloren und die
Partikel werden zunehmend kleiner und unférmiger. Nach sieben Tagen ist die Verande-
rung noch markanter. Der Partikeldurchmesser ist von urspriinglich 46 nm auf ca. 33 nm
gesunken. Zusatzlich ist das Porensystem nicht mehr deutlich erkennbar und es treten
Verwachsungen der Partikel auf.

Ein &hnlicher Trend I&sst sich auch bei den Ip-NPSNPs beobachten. Auch bei dieser Par-
tikelsorte ist bis zum zweiten Tag unter einer simulierten Freisetzung nur eine kleine Ab-
nahme des Partikeldurchmessers zu verzeichnen. Nach fiinf Tagen beginnt dagegen die
spharische Form in eine weniger definierte Giberzugehen. Wie bei den sp-NPSNPs ist die
Verénderung nach sieben Tagen einer simulierten Freisetzung am auffalligsten. Die Par-
tikel besitzen anstatt der anfanglichen 80 nm nur noch einen Durchmesser von ca. 73 nm.
AuRerdem wirkt das Porensystem diffuser und die Morphologie unstrukturierter, wobei
die Degradation von auen nach innen stattzufinden scheint. Daruber hinaus sind Ver-
schmelzungen zwischen einzelnen Partikel sichtbar.

Die Degradationsuntersuchungen anhand der TEM-Aufnahmen fiihren zu der Schlussfol-
gerung, dass die Immobilisierungsbedingungen (24 Stunden in MES-Puffer (pH 5), 7 °C)
und ein Tag Lagerung unter Freisetzungsbedingungen anscheinend nur geringfiligige Aus-
wirkungen auf die Morphologie und Porositat der Nanopartikel beider Sorten haben. Erst
im Verlauf einer Woche kommt es zu merklichen Degradationserscheinungen. Die ermit-
telten GroRenabnahmen, Verformungen und Verwachsungen der Partikel kdnnen dabei
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auf eine Aufldsung der Silica-Nanopartikel und eine Wiederabscheidung des geldsten Si-
licas zurlickgefuhrt werden. Entsprechend einer Ostwald-Reifung, bei der die Auflo-
sungsrate eines Materials von der Oberflachenkrimmung abhéangig ist, 16sen sich zu-
nachst vorzugsweise kleinere Partikel, wahrend sich geldstes Material auf den gréReren,
weniger l6slichen Partikeln oder an Kontaktpunkten wieder ablagert. Dies fiihrt dazu,
dass die spezifische Oberflache und damit auch die Oberflachenenergie des Systems mi-
nimiert wird.[244.245]

Ahnliche Ergebnisse konnten auch schon in vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe Beh-
rens ausgemacht werden.??Y Dagegen konnte eine vollstindige Degradation der Nano-
partikel innerhalb von wenigen Tagen, wie sie beispielsweise in einer Studie von
Moller et al.**1 gezeigt wurde, bei den in dieser Arbeit verwendeten Bedingungen nicht
beobachtet werden. Begrundet werden kann dies mit der Konzentration der Nanopartikel,
die mit 0.9 mgmL~! tber der Loslichkeit poroser Silica-Nanopartikel in PBS liegt
(0.120 mg mL1).[41 Das Medium wurde im Verlauf des Freisetzungsexperiments fiinf-
mal gewechselt, sodass sich max. 30 mg Silica-Material von den eingesetzten 45 mg hat-
ten auflésen konnen. Inwieweit sich das AusmaR der Degradation zwischen den beiden
Nanopartikelsorten unterscheidet, kann mit den durchgefuihrten Untersuchungen nicht be-
urteilt werden. Fir eine umfassendere Bestimmung des Degradationsverhaltens der
Nanopartikel sollten deswegen neben TEM-Aufnahmen auch ICP-Messungen zur Ermitt-
lung des Si-Gehaltes im Medium herangezogen werden. Zusatzlich kdnnte eine Aussage
Uber die Veranderung des Porensystems mit Sorptionsmessungen gemacht werden. Des
Weiteren bote es sich an, Bedingungen zu wéhlen, die einer in vitro-Anwendung néher-
kommen. Dazu waére es sinnvoll, das Degradationsexperiment mit siRNA-beladenen
NPSNPs in Zellkulturmedium und mit geringeren Partikelkonzentrationen durchzufiih-
ren, da sich Einflisse wie die Anwesenheit von Proteinen sowie die Konzentration auf
die Degradationskinetik auswirken (vgl. Abschnitt 2.2.1).

Dennoch konnten die vorgestellten Degradationsuntersuchungen zeigen, dass die Nano-
partikel Gber den Freisetzungszeitraum von sieben Tagen teilweise degradieren und daher
die Freisetzung der siRNA begunstigen kénnen.

4.2.4  Bestimmung der maximalen Beladung auf NPSNPs

Um eine Aussage Uber die maximale siRNA-Menge zu treffen, die auf beiden Silica-
Nanopartikelsorten mit ausgewahlten Modifizierungen immobilisiert werden kann, wur-
den 100 g der NH2-Propyl (50/50)-modifizierten NPSNPs mit sSiRNA-L&sungen variie-
render Konzentration inkubiert (24 Stunden, 7 °C). Nach dem Abtrennen der beladenen
Partikel von der Inkubationslésung wurde die verbliebene siRNA im Uberstand quantifi-
ziert und somit indirekt auf die immobilisierte Menge geschlossen. Die Quantifizierung
erfolgte wiederum Uber die Fluoreszenz der eingesetzten siRNA sowie uber ihre spezifi-
sche Absorption am NanoDrop™. Die auf der Oberflache adsorbierten siRNA-Mengen
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sind fur beide Nanopartikelsorten in Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration in Ab-
bildung 4.17 dargestellt.

Fir die sp-NPSNPs zeigt sich, dass bis zu einer Konzentration von 150 ug mL~! nahezu
die gesamte offerierte SiRNA auf den Partikeln immobilisiert werden konnte. Bei Ver-
wendung einer noch héheren Konzentration (250 pg mL™) wird nach Bildung des Mit-
telwertes aus beiden Analysemethoden wieder eine Beladung von ca. 140 ug mg er-
reicht, was darauf hindeutet, dass dieser Wert der maximalen Beladung unter den gege-
benen Bedingungen entspricht. Bei den Ip-NPSNPs ist ein ahnlicher Trend zu beobach-
ten. Bei einer Immobilisierungskonzentration von 250 pg mL~* wird eine Beladung von
ca. 140 ug mgt erreicht, womit die maximale Beladungsmenge mit derjenigen der
sp-NPSNPs bereinstimmt.

sp-NPSNP-NH,-Propy! (50/50) Ip-NPSNP-NH,-Propyl (50/50)
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Abbildung 4.17: Immobilisierte sSiRNA-Mengen auf NPSNPs in Abhangigkeit unterschiedlicher Inkubati-
onskonzentrationen. Links: sp-NPSNP-NH.-Propyl (50/50); rechts: Ip-NPSNP-NH2-Pro-
pyl (50/50).
Zusétzlich zu den experimentell ermittelten maximalen Beladungsmengen wurde Uber
theoretische Berechnungen die siRNA-Menge abgeschatzt, die auf der Oberflache der
beiden NPSNPs in einer Monoschicht adsorbieren kann. Daflir wurde angenommen, dass
die Dichte der nanoporésen Silica-Nanopartikel 1 g cm= betragt. Dieser Wert wurde aus
dem Literaturwert fiir Stober-Partikel (2 g cm~3)[?%¢l unter Beriicksichtigung einer Poro-
sitat von 50 % abgeleitet. Uberdies wurde der Wert der zweidimensionalen Ausdehnung
eines siRNA-Molekiils (2.0 nm x 7.5 nm) der Literatur entnommen.[*?? Die einzelnen
Schritte der Rechnung fanden in Anlehnung an Berechnungen zur maximalen Immobili-
sation von Proteinen auf NPSNPs von N. Schmidt!??! statt und sind im Anhang zu finden.
Fir die sp-NPSNPs resultiert daraus eine Immobilisierungsmenge von 193 pug mg* mit
443 siRNA-Molekulen pro Partikel. Im Gegensatz dazu ergibt sich flr die fast doppelt so
groRen Ip-NPSNPs eine maximale Beladung von 110 pg mg= bzw. 1 340 siRNAs pro
Partikel.
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Wird die zweidimensionale Ausdehnung der siRNAs auf 7.8 nm x 2.3 nm vergrof3ert,
was durchaus der Fall sein kann, wenn die siRNAs teilweise von einer Hydrathille um-
geben sind und nicht exakt aneinander liegen, sinkt die Beladungsmenge entsprechend
auf 161 pg mg* (sp-NPSNPs) und 93 pg mg* (Ip-NPSNPs). Damit befindet sich die be-
rechnete Immobilisierungsmenge fiir die sp-NPSNPs in guter Ubereinstimmung mit der
experimentell ermittelten von ca. 140 pg mg*. Dagegen konnte auf die Ip-NPSNPs mit
ebenfalls 140 ug mg=* mehr siRNA auf der Oberfliche immobilisiert werden, als theore-
tisch moglich sein sollte. Eine Erklarung dafur kdnnte ihre Morphologie bieten. Die
Ip-NPSNPs weisen mit 7.5 nm relativ groRe Poren auf, in die sich die sSiRNAs einlagern
kdnnen, sodass hohere Immobilisationsmengen erzielt werden (s. Abbildung 4.18). Bei
den sp-NPSNPs liegt dagegen der Porendurchmesser mit 3 nm sehr nah am Durchmesser
der siRNA, wodurch ein Eindiffundieren in die Poren erschwert ist.

Ip-NPSNP

Abbildung 4.18: Schematische Darstellung der mdglichen Positionierung der siRNAs auf der Oberflache
der verschiedenen Silica-Nanopartikel.

Im Anschluss an die Immobilisierung verschiedener siRNA-Mengen auf 100 pug NPSNPs

erfolgten Freisetzungsexperimente in PBS bei 37 °C. Fur die sp-NPSNPs sind die freige-

setzten siRNA-Mengen, bestimmt lber die Fluoreszenz der eingesetzten siRNA, kumu-

lativ in Abbildung 4.19 aufgetragen.
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Abbildung 4.19: Kumulative siRNA-Freisetzung von sp-NPSNPs-NH,-Propyl (50/50) mit unterschiedli-
chen Immobilisierungsmengen, die durch verschiedene Inkubationskonzentrationen er-
reicht wurden. Zusétzliche Prozentangabe des freigesetzten Anteils bezogen auf die ein-
gangs immobilisierte SiRNA-Menge.
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In Abhangigkeit von der zuvor verwendeten Immobilisierungskonzentration zeigen sich
unterschiedliche Freisetzungsmengen, die sich auf 50 % bis 70 % des immobilisierten
Anteils belaufen. Das Freisetzungsprofil entspricht in allen Fallen, wie bei den Ergebnis-
sen zur Freisetzung von verschiedenen modifizierten NPSNPs (vgl. Abschnitt 4.2.2), ei-
nem burst release.

Die Freisetzung der siRNAs von den Ip-NPSNPs (Abbildung 4.20) ahnelt derjenigen der
sp-NPSNPs, allerdings liegen hier die abgegebenen Anteile zwischen 70 % und 96 %.
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140 -

e 96 %) —a— 250 pug mL

—
/'/-/' 88 9%| —=— 150 pg mL?
w04 [

120

oo}
o
1

__«[70 % —=—100 pg mL!
—

(o2}
o

Freigesetzte siRNA-Menge / ug mg™

/_//_/.—-— 75 pg mL?
i /
40 n I— .7.7 50 ug mL-2
20-Z / —
/
0- T T T T T T T |
o 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit/ d

Abbildung 4.20: Kumulative siRNA-Freisetzung von Ip-NPSNPs-NHz-Propyl (50/50) mit unterschiedli-
chen Immobilisierungsmengen, die durch verschiedene Inkubationskonzentrationen er-
reicht wurden. Zusétzliche Prozentangabe des freigesetzten Anteils bezogen auf die ein-
gangs immobilisierte sSiRNA-Menge.

In beiden Fallen kann als Triebkraft fur die Freisetzung der Konzentrationsgradient ge-

nannt werden. Unterstltzend wirkt zudem die Veranderung des Zeta-Potentials der mo-

difizierten Partikel, die durch den Wechsel des Mediums von MES (pH 5.0) auf

PBS (pH 7.4) bedingt wird. Bei den sp-NPSNPs sinkt infolgedessen das Zeta-Potential

von ca. 16 mV auf —3 mV, wahrend bei den Ip-NPSNPs eine Erniedrigung des Potentials

von ungefahr 18 mV auf —5 mV auftritt. Die relultierende negative Oberflachenladunf
kann dazu beitragen, dass durch elektrostatische AbstolRungen zwischen der Partikelober-
flache und den negativen Phosphatgruppen der Nukleinsduremolekiile die siRNA besser
freigesetzt wird. Zuséatzlich kann die Degradation der Partikel (vgl. Abschnitt 4.2.3) die

Abgabe begunstigen. Die Morphologie der Ip-NPSNPs erscheint forderlicher als dieje-

nige der sp-NPSNPs, was zeigt, dass die Morphologie in Kombination mit der Dichte der

Aminogruppen Parameter sind, die fur das Design effektiver Nanotréger fiir SiRNA be-

ricksichtigt werden miussen. Zu ahnlichen Schlussfolgerungen kamen auch Moller et al.

In ihren Untersuchungen verglichen sie das Adsorptions- bzw. das Desorptionsverhalten

von siRNA an Silica-Nanopartikeln mit ca. 4 nm- sowie mit 10 nm-grof3en Poren und

berichteten UGber eine schlechtere Freisetzung von den grof3porigen Partikeln. Begriindet
wurde dieser Befund damit, dass die Porenmorphologie der Proben mit groRen Poren eine
hohe Aminogruppendichte erforderte, um eine wesentliche siRNA-Immobilisierung

(auch im Inneren der Poren) zu erreichen. Dies begunstigt wiederum eine enge Bindung
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der Molekiile und hemmt eine Freisetzung.’? Die in dieser Arbeit verwendeten
Ip-NPSNPs scheinen mit ihrer Porengeometrie bzw. -gréfle zusammen mit der verwen-
deten Oberflachenmodifizierung in Hinblick auf eine Freisetzung unter den gegebenen
Bedingungen vorteilhaftere Eigenschaften zu besitzen.

Die Untersuchungen zur maximalen siRNA-Beladung an NH2-Propyl (50/50)-modifi-
zierten NPSNPs haben gezeigt, dass nach einer 24-stiindigen Inkubation mit unterschied-
lichen Konzentrationen bis zu 140 pg mg™* immobilisiert werden kénnen. Die anschlie-
Renden Freisetzungen in PBS zeigen einen burst release der siRNA, wobei sich die frei-
gesetzten Mengen unterscheiden. Tendenziell ist die abgegebene Menge bei den
Ip-NPSNPs um ca. 20 % hdoher als bei den sp-NPSNPs. Die Untersuchungen verdeutli-
chen, dass neben der Oberflachenladung die Porenstruktur bzw. die dulRere Oberflache
einen Einfluss auf die Immobilisierung und die Freisetzung der siRNAs haben.

4.2.5 Charakterisierung der siRNA-beladenen und Lipid-umhullten NPSNPs
Zur Verhinderung einer vorzeitigen Freisetzung sowie zur Verbesserung der Zellauf-
nahme und des endosomalen Escapes wurden die mit SiRNA beladenen Silica-Nanopar-
tikel zusatzlich mit einer Hille aus Lipiden versehen. Die Einkapselung erfolgte direkt
nach der Beladung der Partikel Uber einen Losungsmittelaustausch. Dabei wurde ausge-
nutzt, dass in ethanolischer Losung gel6ste Lipide als Monomere vorliegen, wéhrend sie
sich zu Doppelschichten zusammenlagern, wenn der Wassergehalt der L6sung in Rich-
tung 100 Volumenprozent verschoben wird.2247 Nach diesem Prinzip wurden in dieser
Arbeit die siRNA-beladenen NPSNPs mit Lipiden umhullt. Fir die Formulierungen
wurde zum einen DOTAP und DOPE in dquimolaren Anteilen verwendet, zum anderen
kamen DOTAP, DOPE und PEG2000 in einem 60/35/5-Verhaltnis zum Einsatz. Die erst-
genannte Formulierung wurde in Anlehnung an Versuche von Lechanteur et al. ausge-
wahlt, die mit DOTAP/DOPE-Lipoplexen (ohne Kern aus NPSNPs) eine erfolgreiche
siRNA-Transfektion und einen effektiven Knockdown erzielen konnten.[® Bei der zwei-
ten Formulierung wurde zusétzlich PEG2000 verwendet. PEG-Ketten werden eingesetzt,
um die Stabilitat und die Zellvertréglichkeit von Partikeln in physiologischen Flissigkei-
ten zu erhéhen und somit die pharmakokinetischen Eigenschaften verschiedener Nano-
tréager zu verbessern (vgl. Abschnitt 2.2.2).[248249

Zur Beurteilung der Morphologie der resultierenden funktionalisierten Nanopartikel wur-
den TEM- sowie REM-Aufnahmen herangezogen. Sie sind fir die sp-NPSNPs in Abbil-
dung 4.21 und fiir die Ip-NPSNPs in Abbildung 4.22 dargestellt.
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Abbildung 4.21: TEM-Aufnahme (links) und REM-Aufnahme (rechts) von sp-NPSNPs, die mit sSiRNA
beladen und mit einer Lipidhille aus DOTAP/DOPE/PEG2000 (50/50/0) umhiillt wur-
den.

Abbildung 4.22: TEM-Aufnahme (links) und REM-Aufnahme (rechts) von Ip-NPSNPs, die mit siRNA
beladen und mit einer Lipidhille aus DOTAP/DOPE/PEG2000 (50/50/0) umhiillt wur-
den.

Fur beide Nanopartikelsorten sind nach der Beladungs- und Umhullungsprozedur optisch
kaum Unterschiede zur nicht-funktionalisierten Variante der jeweiligen NPSNPs auszu-
machen. Sie besitzen weiterhin eine sphérische Form und das Porensystem ist deutlich
erkennbar. Zur Beurteilung der GroRe wurde der Partikeldurchmesser von 20 Partikeln
vermessen. Mit Werten von 44 =3 nm fir die sp-NPSNPs und 80 =8 nm fir die
Ip-NPSNPs stimmen die ermittelten Durchmesser mit denen unbehandelter Partikel tber-
ein (vgl. Tabelle 4.10). Daraus kann gefolgert werden, dass die zwei Schritte der Bela-
dung und der Umhillung keinen gravierenden Einfluss auf die Morphologie der Nano-
partikel haben. Die Lipidhalle ist Uber diese Analysemethoden nicht nachweisbar, da die
organische Hulle durch den Elektronenstrahl im REM bzw. im TEM zerstort wird. Fur
ihre Visualisierung misste die Kryoelektronenmikroskopie (Kryo-EM) herangezogen
werden, die es ermdglicht, durch tiefe Arbeitstemperaturen die Strahlungsschaden an or-
ganischen Komponenten zu reduzieren.

Zur Bestétigung einer erfolgreichen Umhdillung und zur weiteren Charakterisierung wur-
den die Zeta-Potentiale der Partikel sowohl vor als auch nach der Immobilisierung sowie
der Einkapselung mit Lipiden gemessen (Abbildung 4.23).
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Abbildung 4.23: In Wasser gemessene Zeta-Potentiale vor und nach der Immobilisierung von siRNA so-
wie der Umhillung mit Lipiden. Links: sp-NPSNP-NH-Propyl (50/50); rechts:

Ip-NPSNP-NH:-Propy! (50/50).

Vor der Beladung mit siRNA besitzen die Nanopartikel mit NH2-Propyl (50/50)-Modifi-
kation beider Sorten ein positives Zeta-Potential, das durch die protonierten Aminogrup-
pen im verwendeten MES-Puffer (pH 5) verursacht wird. Nach der Immobilisierung der
siRNA und einem zweimaligen Waschen mit Wasser weisen die Nanopartikel ein nega-
tives Zeta-Potential auf. Dieses kann auf den anionischen Charakter der Phosphatgruppen
der auf der Oberflache immobilisierten Nukleinséuren zurtickgefiihrt werden. Die darauf-
folgende Lipidumhillung bewirkt einen erneuten Vorzeichenwechsel, da die (kationi-
schen) Lipide die negative Ladung der siRNA kompensieren und schliel3lich das Zeta-
Potential bestimmen. Zwischen den beiden untersuchten Lipidformulierungen kénnen
keine Unterschiede bei der resultierenden Oberflachenladung festgestellt werden und mit
Werten um die 15 mV handelt es sich nicht um stabile Dispersionen. Dennoch tragen die
Zeta-Potential-Messungen dazu bei, die Anwesenheit der Lipidhille zu bestatigen.
Neben den Zeta-Potentialen wurden die hydrodynamischen Durchmesser der Partikel
nach Durchfuhrung eines jeden Schrittes bestimmt. Sie sind fiir die sp-NPSNPs als Basis
links und fir die Ip-NPSNPs rechts in Abbildung 4.24 dargestellt.
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Abbildung 4.24: In Wasser gemessene hydrodynamische Durchmesser vor und nach der Immobilisierung

von siRNAs sowie der Umhillung mit Lipiden. Links: sp-NPSNP-NH,-Propyl (50/50);
rechts: Ip-NPSNP-NH»-Propyl (50/50).
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Vor der Beladung der sp-NPSNPs liegt das Maximum der ermittelten hydrodynamischen
Durchmesser bei ca. 80 nm. Dieser Wert steigt nach jedem Schritt, sodass nach der
siRNA-Immobilisierung ein hydrodynamischer Durchmesser von 105 nm und schlieBlich
mit der Lipidhtlle einer von 125 nm erreicht wird. Zusétzlich zeigt sich bei den lipidum-
hillten Partikeln ein weiteres, durchaus kleineres Maximum bei Durchmessern grofer als
500 nm. Das zusatzliche Maximum konnte einerseits durch Agglomerate verursacht wer-
den. Die vorangegangenen Zeta-Potential-Messungen wirden diese These unterstiitzen,
da die Dispersionen nicht ladungsstabilisiert sind. Andererseits ist es auch méglich, dass
mehr als ein Partikel von einer Lipidhille umgeben wurde, woraus ebenfalls gréiere hyd-
rodynamische Durchmesser resultieren konnten. Fir die Ip-NPSNPs zeigt sich ein ahnli-
cher Trend, allerdings sind die gemessenen Werte zu gréfReren Durchmessern hin ver-
schoben, da die Partikel von vornherein einen gréReren Durchmesser besaflen. Die hydro-
dynamischen Durchmesser der umhdllten Partikel sind trotz unterschiedlicher Lipid-
formulierung annahernd gleich. Uber dhnliche Befunde wurde auch von Durfee et al. be-
richtet, die fur eine Hulle um Silica-Nanopartikel ebenfalls Lipide mit und ohne
PEGylierung verwendeten.?®°! Die sich &ndernden hydrodynamischen Durchmesser tra-
gen dazu bei, das Vorhandensein einer Lipidhdille zu bekréftigen. Gleichermalen konnten
Katagiri et al. nach einer Lipidumhullung von Silica-Nanopartikeln einen um 20 nm gro-
Reren hydrodynamischen Durchmesser verzeichnen, wobei die eigentliche Lipiddoppel-
schicht nur 10 nm umfasste.[?>3 Weitere Publikationen berichten tiber Lipidschichtdicken
um nanopordse Silica-Nanopartikel zwischen 4 nm[?52 und 10-15 nmf?%3l. Um die exakte
Dicke der Lipidschicht der hergestellten Partikel zu bestimmen, sollten deswegen Kryo-
EM-Aufnahmen angefertigt werden.

Insgesamt konnte mithilfe der durchgefiihrten REM- und TEM-Untersuchungen gezeigt
werden, dass sich die Morphologie nach der siRNA-Beladung und der Lipidumhallung
flr beide Nanopartikelsorten kaum verandert. Die Zeta-Potential- sowie die DLS-Mes-
sungen vor und nach der Einkapselung bestatigen die Anwesenheit einer Lipidhulle um
die Partikel, wobei keine Unterschiede hinsichtlich der untersuchten Eigenschaften zwi-
schen den zwei verwendeten Lipidformulierungen erkennbar sind. Darlber hinaus zeigen
beide Nanopartikelsorten ein dhnliches Verhalten mit leicht variierenden Werten.

4.2.6  Zellaufnahmeuntersuchungen

Die Zellaufnahme der hier konzipierten siRNA-Freisetzungssysteme auf Basis von
Silica-Nanopartikeln wurde in dieser Arbeit mit einem konfokalen Laser-Rastermikro-
skop (CLSM) analysiert. Dazu wurden HS5-GFP-Zellen auf 4-Kammer-Objekttréagern
kultiviert und fir 24 Stunden mit den Nanopartikeln, die mit fluoreszierender siRNA be-
laden (75 pg mgt) und ggf. mit einer Lipidhille versehen wurden, inkubiert. Nachdem
die Zellen gewaschen, fixiert und die Zellkerne mit DAPI gefarbt waren, erfolgte die
Evaluation der Zellaufnahme an einem CLSM. Auf der linken Seite in Abbildung 4.25
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sind die CLSM-Aufnahmen firr eine Transfektion von sSiRNAs mit sp-NPSNPs
-NH.-Propyl (50/50) ohne Lipidhlle dargestellt. Es ist zu erkennen, dass vereinzelt
siRNA in den Zellen lokalisiert werden kann. Im Vergleich dazu sind in der Mitte und
auf der rechten Seite der gleichen Abbildung Aufnahmen fiir eine Transfektion mit
Nanopartikeln mit einer zusétzlichen Lipidhille zu sehen. Hierbei kann deutlich mehr
siRNA in den Zellen ausgemacht werden, wobei die Zellaufnahme mit einer Lipidformu-
lierung aus aquimolaren Anteilen DOTAP und DOPE hoher erscheint als bei einer aus
DOTAP/DOPE/PEG2000. Der Unterschied der siRNA-Transfektionsraten ist besonders
bei Betrachtung des roten und blauen Fluoreszenzkanals (Abbildung 4.25 untere Zeile)
zu erkennen. Obwonhl in allen Fallen die eingesetzte siIRNA-Konzentration im Zellkultur-
medium 75 nM betrug, kénnen mit den Silica-Nanotragern mit Lipidhtlle deutlich ge-
steigerte Zellaufnahmen verzeichnet werden.

Ohne Lipidhtlle (50/50/0) (60/35/5)

Alle Floureszenzkanale

Ohne gruinen Floureszenzkanal

Abbildung 4.25: CLSM-Aufnahmen 24 Stunden nach der Transfektion fluoreszierender siRNAs (rot) mit
sp-NPSNP-NHz-Propyl (50/50) an HS5-GFP-Zellen (griin) mit DAPI-gefarbtem Zell-
kern (blau). Linke Spalte: Transfektion ohne Lipidhille; mittlere Spalte: Transfektion mit
Lipidhille aus DOTAP/DOPE/PEG2000 (50/50/0); rechte Spalte: Transfektion mit
Lipidhulle aus DOTAP/DOPE/PEG2000 (60/35/5).

Analog zu den Experimenten mit den modifizierten sp-NPSNPs wurde das Einschleusen
der siRNAs mit den Ip-NPSNP-NH2-Propyl (50/50) an HS5-GFP-Zellen untersucht. Die
betreffenden CLSM-Aufnahmen sind in Abbildung 4.26 dargestellt. Auch hierbei kénnen
bei gleicher dargebotener siRNA-Konzentration bei Nanopartikeln mit Lipidumbhdille er-
hohte Mengen der fluoreszenten siRNAs in den Zellen ausgemacht werden. AulRerdem
scheint die Transfektion mit einer Lipidformulierung aus DOTAP und DOPE, wie bei
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den sp-NPSNPs, hoher zu sein als mit der Formulierung aus DOTAP, DOPE und
PEG2000.

Ohne Lipidhille (50/50/0) (60/35/5)

Alle Floureszenzkanale

Ohne gruinen Floureszenzkanal

I e

Abbildung 4.26: CLSM-Aufnahmen 24 Stunden nach der Transfektion fluoreszierender siRNA (rot) mit
Ip-NPSNP-NH,-Propyl (50/50) an HS5-GFP-Zellen (griin) mit DAPI-gefarbtem Zellkern
(blau). Linke Spalte: Transfektion ohne Lipidhille; mittlere Spalte: Transfektion mit
Lipidhalle aus DOTAP/DOPE/PEG2000 (50/50/0); rechte Spalte: Transfektion mit
Lipidhiille aus DOTAP/DOPE/PEG2000 (60/35/5).

Die vergleichsweise geringe Aufnahmeeffizienz der Partikel ohne Lipidhlle kann haupt-
séchlich auf die elektrostatische Abstoliung zwischen der negativ geladenen und hydro-
philen siRNA auf der Oberflache der NPSNPs und der ebenfalls negativen aber hydro-
phoben Zellmembran zurtickgefuhrt werden. Eine Umhillung der beladenen Nanoparti-
kel mit Lipiden fordert dagegen die zelluldre Aufnahme. Begriindet werden kann dies
uber die inharente Affinitat der Lipide zur Zellmembran, da sie dhnliche Strukturen auf-
weisen. Zusétzlich kann auch die positive Ladung des kationischen Lipids DOTAP dafur
sorgen, dass die negativ geladene Zelloberfléche leichter erreicht wird.[?>* Die geringeren
Aufnahmemengen bei einer Formulierung mit PEG2000 im Vergleich zu derjenigen aus
lediglich DOTAP/DOPE kénnen mit dem sogenannten ,,PEG-Dilemma‘ erklart werden.
PEG wird eingesetzt, um die Stabilitdt von Partikeln (besonders in vivo) zu erhdhen.
Gleichzeitig fuhrt die Einfiihrung des hydrophilen Molekdls zu einer Abschirmung der
Ladung der Partikel und sorgt fiir eine repulsiv wirkende Hydrathtille, welche die Wech-
selwirkungen mit der Zellmembran und damit auch die Partikelaufnahme verringern
kann.[2501

Um sowohl die fluoreszierende siRNA als auch die Silica-Nanopartikel innerhalb der
Zelle zu lokalisieren, kamen siRNA-beladene FITC-funktionalisierte NPSNPs zuziiglich
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einer Lipidhalle flr eine Transfektion zum Einsatz. Die Durchfiihrung erfolgte analog zu
den bereits vorgestellten Zellaufnahmeuntersuchungen, allerdings wurden HS-5-Zellen,
die kein eGFP-Gen besalien, anstelle der HS5-GFP-Zellen verwendet. In Abbildung 4.27
sind die dazugehdrigen CLSM-Aufnahmen beider Silica-Nanopartikelsorten dargestelit.

A DOPE/DOTAP/PEG (50/50/0)

sp-NPSNP-NHz-Propyl (50/50)  Ip-NPSNP-NH2-Propyl (50/50)
* S gt gpelore gyl

Abbildung 4.27: CLSM-Aufnahmen 24 Stunden nach der Transfektion fluoreszierender siRNA (rot) mit
FITC-funktionalisierten Silica-Nanopartikeln (griin) und einer der beiden untersuchten
Lipidhillen an HS5-Zellen mit DAPI-gefarbtem Zellkern (blau).
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Eine Gegenuberstellung der CLSM-Aufnahmen mit und ohne griinen Fluoreszenzkanal,
der die Nanopartikel visualisiert, zeigt sowohl bei den sp-NPSNPs als auch bei den
Ip-NPSNPs fir beide Lipidformulierungen eine Kolokalisation der Nanopartikel mit der
siRNA. Es ist anhand der Aufnahmen nicht eindeutig auszumachen, ob siRNA von den
Nanopartikeln ins Zytoplasma abgegeben wurde. Dies kann einerseits bedeuten, dass kein
endosomaler Escape stattgefunden hat und die Nanopartikel zusammen mit der siRNA in
einem Endosom eingekapselt sind. Andererseits ist es moglich, dass lediglich geringe
siRNA-Mengen ins Zytoplasma abgegeben wurden, diese aber aufgrund von Verdin-
nungseffekten nicht visualisiert werden konnten. Uber Letzteres berichten unter anderem
Moller et al.[?]

Die zuvor deutlich bemerkbaren Unterschiede bei den Aufnahmeraten der beiden
Lipidformulierungen sind bei diesen Experimenten nicht nachweisbar. AulRerdem sind
mit den durchgefuhrten Untersuchungen keine Unterschiede zwischen den beiden Silica-
Nanopartikelsorten zu erkennen. Hierflr sind ausfihrlichere Analysen der Zellaufnahme
notig, fir die weitere Farbungen sowie Quantifizierungsmethoden infrage kommen. Bei-
spielsweise konnen zur Uberpriifung, ob die Nanopartikel aus dem Endosom entkommen
kdnnen, mithilfe von Lysotrackern saure Zellorganellen, wie spate Endosomen, angefarbt
werden. %1 AuBerdem kdnnen fluoreszenzmarkierte Lipide eingesetzt werden, um deren
Verbleiben zu lokalisieren. In diesem Zusammenhang berichteten Liu et al. tber ein par-
tielles Abldsen der Lipide von dem Kern aus Silica-Nanopartikeln, das nach der Endozy-
tose entweder durch Lipidaustausch oder Membranfusion verursacht wurde.?%®! Zeitauf-
geldste CLSM-Aufnahmen kdnnten ebenfalls herangezogen werden, um die Lokalisation
der einzelnen Komponenten zu verfolgen. Unter anderem transfizierten Mora-
Raimundo et al. fluoreszente siRNA mit PEI-beschichteten und Rhodamin-markierten
Silica-Nanopartikeln in Fibroblasten und konnten nach 48 h tiber CLSM-Aufnahmen eine
visuelle Freisetzung der siRNA von den Silica-Nanopartikeln beobachten.*>® Zum Quan-
tifizieren der Zellaufnahmerate der FITC-Nanopartikel bietet sich die Durchflusszyto-
metrie an. Neben einem Vergleich der aufgenommenen Mengen kann damit zusatzlich
der prozentuale Anteil transfizierter Zellen ausgemacht werden.84%! Eine weitere Mog-
lichkeit besteht im Aufldsen der von den Zellen aufgenommenen Silica-Nanopartikel mit
Flusssaure (HF) und eine Bestimmung des Gehaltes mittels ICP.[*4]

Als Kontrolle wurde in dieser Arbeit Lipofectamine® als kommerziell erhéltliches Trans-
fektionsreagenz verwendet. Die Visualisierung der damit transfizierten Zellen ist im An-
hang (Abbildung 7.11) zu finden.

Alles in allem bieten die Untersuchungen zur Zellaufnahme erste vielversprechende Er-
gebnisse hinsichtlich einer Anwendung der designten Freisetzungssysteme als Transfek-
tionsvehikel fur siRNA. Es konnte gezeigt werden, dass beide NPSNP-Sorten in der Lage
waren, fluoreszenzmarkierte Nukleinsguren in HS-5-GFP-Zellen zu schleusen. Dabei war
eine Erhohung der Zellaufnahme beladener Nanopartikel mit Lipidhille im Vergleich zu
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jenen ohne zu verzeichnen. Mithilfe von FITC-markierten Nanopartikeln konnte 24 Stun-
den nach der Transfektion eine Kolokalisation mit fluoreszenter siRNA identifiziert wer-
den.

4.2.7  Zytokompatibilitatsuntersuchungen an HS-5-GFP-Zellen

Fur die Anwendung eines Drug Delivery-Systems im biomedizinischen Bereich ist die
Zytokompatibilitat des verwendeten Materials essentiell. Aus diesem Grund wurden die
Zytokompatibilitaten der designten sSiRNA-Freisetzungssysteme an HS-5-GFP-Zellen, an
denen auch die Knockdown-Untersuchungen stattfanden, mittels eines MTT-Tests beur-
teilt. Zum Einsatz kam dabei anstelle der bisher verwendeten fluoreszenten siRNA einer-
seits Kontroll-siRNA (siNEG), die laut Hersteller keine signifikanten Auswirkungen auf
die Proliferation, Lebensfahigkeit oder Morphologie der Zellen haben sollte, und ande-
rerseits SiIRNA gegen eGFP (siGFP). Ein Test beider siRNAs ist nétig, da sie sequenz-
abhingige toxische Effekte hervorrufen konnen.[?>"l Als Kontrolle fiir eine erfolgreiche
Transfektion wurde in dieser Arbeit das kommerziell erhéltliche Lipofectamine®-2000
verwendet und zundchst wurde die Zellviabilitat in Gegenwart dieses Transfektionsrea-
genzes untersucht. Dabei kamen die als Standard gesetzte siRNA-Konzentration von
25 nM sowie die doppelte Menge zum Einsatz. Nach einer 24-stindigen Inkubation der
HS-5-Zellen mit den SiNEG- bzw. siGFP-Lipofectamine®-Komplexen erfolgte ein Me-
dienwechsel. Der MTT-Test wurde dann entweder zwei oder sechs Tage nach dem Start
der Inkubation durchgefuhrt. Die ermittelten Zellviabilitaten sind relativ zu denen von
Kontrollzellen, die nur mit Medium kultiviert wurden, in Abbildung 4.28 dargestellt.

Lipofectamine®
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Abbildung 4.28: Mittels MTT-Test bestimmte relative Viabilitaten von HS-5-GFP-Zellen nach der Trans-
fektion von siNEG bzw. siGFP mit Lipofectamine® zwei und sechs Tage nach dem Start
der Inkubation.

Fur eine siRNA-Konzentration von 25 nM liegen die Viabilitaten der HS-5-GFP-Zellen
flr die zwei siRNA-Typen nach zwei und nach sechs Tagen zwischen 90 % und 100 %,
sodass das Transfektionsreagenz als zytokompatibel eingestuft werden kann. Eine Ver-
dopplung der dargebotenen Menge auf 50 nM zeigt bei der Transfektion von siNEG nur

eine geringfugige Beeinflussung der Viabilitdt zu den untersuchten Zeitpunkten. Fur
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SiGFP liegt die Zellviabilitat nach zwei Tagen noch bei ca. 90 %, sie sinkt sechs Tage
nach der Transfektion aber auf ca. 50 %. Die Beobachtung lasst vermuten, dass siGFP
einen toxischen Effekt auf die Zellen hat, der nach einigen Tagen in Kultur bemerkbar
wird. Weil bei dem Einsatz von 50 nM siNEG die Viabilitdten der Zellen dhnlich zur
Kontrolle bleiben, ist wahrscheinlich Lipofectamine® in der doppelten Konzentration
nicht ausschlaggebend fir die Verringerung der Lebensfahigkeit.

Um diese zeitverzégerte Wirkung zu berticksichtigen, erfolgte die Evaluation der Viabi-
litdten der HS-5-GFP-Zellen nach einer Inkubation mit den designten Freisetzungssyste-
men auf Basis von Silica-Nanopartikeln nach sechs Tagen. Fir den MTT-Test wurden
Nanopartikel beider Sorten zunachst mit den jeweiligen siRNAs (75 ug mgt) beladen
und mit einer der zwei Lipidformulierungen umhullt. Danach erfolgte eine 24-stindige
Inkubation der Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen. AnschlieBend wurde das
uberstehende Medium gewechselt und die Zellen wurden fiir weitere finf Tage kultiviert,
bevor der MTT-Test durchgefiihrt wurde. Fir sp-NPSNP-NH2-Propyl sind die ermittel-
ten Zellviabilitaten relativ zu unbehandelten Kontrollzellen in Abbildung 4.29 dargestellt.
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Abbildung 4.29: Mittels MTT-Test bestimmte relative Viabilitdten von HS-5-GFP-Zellen sechs Tage nach der In-
kubation mit verschiedenen Konzentrationen sp-NPSNPs-NH,-Propyl (50/50), die mit SINEG
bzw. siGFP (75 pug mg™) beladen und mit einer der beiden erprobten Lipidformulierun-
gen umhdillt wurden.

Aus der Datenauftragung werden einige Trends ersichtlich. Zunéchst fallt auf, dass sich
die Zellviabilitaten zwischen dem Einsatz von siNEG und siGFP bei identischer Lipidfor-
mulierung und Konzentration unterscheiden. Dabei zeigen die Nanopartikel, die mit
siGFP beladen waren, tendenziell eine geringere Viabilitat als solche, bei denen eine Im-
mobilisierung mit SINEG stattgefunden hat. Bei gleicher dargebotener sSiRNA-Konzent-
ration zeichnet sich ab, dass bei einer Beladung mit siGFP hohere Zellviabilitaten resul-
tieren, wenn die Lipidformulierung PEG enthélt. Fur die sINEG gilt dies erst ab einer
Konzentration von 150 nM, vorher liegen die Viabilitaten fur beide Lipidformulierungen
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ungefahr auf dem gleichen Niveau. Zudem fallen mit steigenden eingesetzten Konzent-
rationen die Viabilitaten geringer aus. Am zellvertraglichsten erscheinen siRNA-Kon-
zentrationen von 50 nM. Dabei besitzen die Zellen fiir beide Lipidformulierungen bei
Verwendung der Kontroll-siRNA Viabilitaten zwischen 84 % und 90 %. Wird dagegen
SiGFP eingesetzt, liegen die Viabilitaten bei 62 % mit DOTAP/DOPE und bei 74 %,
wenn zusétzlich PEG2000 verarbeitet wurde. Mit der Annahme, dass es bei der Herstel-
lungs- und Waschprozedur der Nanotrager weder zu Verlusten bei der siRNA noch bei
den Silica-Nanopartikeln kam, entspricht die dargebotene Menge Silica-Nanopartikel bei
100 pL-Gesamtvolumen 0.89 pg (8.9 pg mL™). Fiir die siRNAs ergibt sich unter den
Voraussetzungen ein Wert von 67 ng (0.67 pg mL-tbzw. 50 nM). Die Mengen der ande-
ren Ansatze sind entsprechend héher.

Die erhaltenen Ergebnisse bestatigen die Vermutung, dass die eingesetzten siRNAs un-
terschiedliche Zytotoxizitaten ausweisen, wobei verschiedene Off-Target-Effekte
(vgl. Abschnitt 2.4.3) als Begriindung maglich sind. Die Unterschiede in der Viabilitét
liefern aber auch erste Hinweise fir eine Freisetzung der siRNA ins Zytoplasma, was im
Hinblick auf einen Knockdown von Bedeutung ist. Neben der siRNA kdnnen auch die
eingesetzten Lipide zu den beobachteten zytotoxischen Effekten beitragen. Dies ist der
molekularen Struktur der Lipide zuzuschreiben, die derjenigen eines Detergenzes ahnelt.
In hohen Konzentrationen kann die Anwesenheit (besonders von kationischen Lipiden)
die Membranintegritat beeintrachtigen, was zur Zelllyse flhrt. Bei subletalen Konzentra-
tionen kdnnen die Lipide wiederum eine Reizung der Zellen induzieren, die sich in einer
Zellschrumpfung, einer Vakuolisierung des Zytoplasmas oder einer verringerten Zelltei-
lungsrate duRert.[?581 Zusitzlich neigen kationische Lipide dazu, tiber ihre positiven Kopf-
gruppen Wechselwirkungen mit zelluldaren Enzymen einzugehen und somit deren Funk-
tion zu storen.?> Der Befund, dass die Partikel mit einem PEGylierten Lipid vergleichs-
weise hohere Zellviabilitdten aufweisen, steht im Einklang mit der verminderten Zellauf-
nahme, die in den vorangegangenen Zellaufnahmeuntersuchungen bemerkt wurde. Zu-
dem wird der endosomale Escape von den PEG-Gruppen beeinflusst (ausfuhrlichere Er-
klarungen dazu finden sich in Abschnitt 4.2.8). Aus einer verminderten Anwesenheit von
toxisch wirkender siGFP im Zytoplasma wirden demnach hohere Viabilitaten resultie-
ren. Da bei der Verwendung von siNEG bis zu einer Konzentration von 150 nM die Via-
bilitaten der Zellen Uber 70 % liegen, kdnnen die beladenen und lipidumhullten Nano-
partikel unter diesen Bedingungen generell als zytokompatibel eingestuft werden.
Analog zu den Experimenten mit den sp-NPSNPs wurden MTT-Tests nach einer Inkuba-
tion mit siRNA-Nanotragern auf Basis der Ip-NPSNPs durchgefuhrt (Abbildung 4.30).
Die ermittelte Lebensféhigkeit der Zellen unterscheidet sich deutlich von den vorherigen
Experimenten. Bis zu einer Konzentration von 100 nM besal3en die Zellen Viabilitaten
zwischen 95 % und 130 %, unabhdngig von der verwendeten siRNA und der Lipidum-
hillung. Erst ab einer Konzentration von 150 nM l&sst sich der zuvor beschriebene Trend

112



4 Ergebnisse und Diskussion

erkennen, dass eine Lipidformulierung mit PEG die Viabilitat im Vergleich zu einer
DOTAP/DOPE-Formulierung verbessert. Zudem zeigt sich bei htéheren Konzentrationen,
dass eine Transfektion von siGFP einen deutlicheren toxischen Effekt hervorruft. Dies
lasst vermuten, dass ein Teil der sSiRNA ins Zytoplasma abgegeben wurde. Dazu kommt,
dass von den Lipiden in hheren Konzentrationen eine gewisse Toxizitat ausgehen kann.
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Abbildung 4.30: Mittels MTT-Test bestimmte relative Viabilitaten von HS-5-GFP-Zellen sechs Tage nach
der Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen Ip-NPSNP-NHz-Propyl (50/50), die
mit SINEG bzw. siGFP (75 pg mg?) beladen und einer der beiden erprobten Lipidformu-
lierungen umhallt wurden.

Nichtsdestotrotz scheinen die gréReren Nanopartikel (besonders bei geringeren Konzen-
trationen) bei gleicher Beladung und Umhillung im Vergleich zu den sp-NPSNPs weni-
ger zelltoxisch zu sein. Eine mdgliche Erklarung kénnten unterschiedliche Zellaufnah-
meraten sein. Nanopartikel mit einem Durchmesser von 50 nm werden effektiver von
Zellen aufgenommen als deutlich groRere (siehe Abschnitt 2.3.2). In der Literatur wird
zudem Uber eine hohere Zytotoxizitat kleiner Silica-Nanopartikel berichtet.[¢°! Nicht zu-
letzt sollten auch andere Einflussfaktoren wie variierende Lipidzusammensetzungen auf-
grund der PartikelgroRBe nicht vernachlassigt werden. Da diese Unterschiede mit den
durchgefiihrten Charakterisierungsmethoden jedoch nicht ausgemacht werden konnten,
bedarf es weiterer Untersuchungen fur die Aufklarung der Ursache der Toxizitat, die ins-
besondere bei héheren Konzentrationen zu beobachten war.

Um den Einfluss der Lipidhille auf die Zytotoxizitat zu untersuchen, wurden als Ver-
gleich siRNA-beladene NPSNPs ohne Lipidhdlle in unterschiedlichen Konzentrationen
flr die Transfektion von siNEG bzw. siGFP verwendet. Analog zu den bereits vorgestell-
ten Experimenten wurden die HS5-GFP-Zellen sechs Tage nach dem Start der Inkubation
einem MTT-Test unterzogen (Abbildung 4.31). Die ermittelten relativen Viabilitaten lie-
gen fir beide Nanopartikelsorten unabhéngig von der eingesetzten siRNA-Sorte und der
Konzentration bei 70-95 %. Diese vergleichsweise hohen Zellviabilitaten lassen vermu-
ten, dass die Lipide ihren Teil zur Zytotoxizitat beitragen. Mit den Ergebnissen ist aller-
dings nicht erkl&rbar, ob letztendlich die Lipide, die siGFP oder ihre Kombinationen fur

113



4 Ergebnisse und Diskussion

die vorangegangene Zytotoxizitat der Nanotrager verantwortlich sind. Ohne Lipidumhl-
lung war anhand der CLSM-Aufnahmen eine verminderte Zellaufnahme (vgl. Ab-
schnitt 4.2.7) zu verzeichnen, woraus weniger siGFP in der Zelle resultiert. AuRerdem ist
fraglich, ob von den wenigen aufgenommenen Partikeln zytotoxisch wirkende siGFP
uber einen endosomalen Escape ins Zytoplasma abgegeben werden kann. Auf diesen As-
pekt wird im nachsten Abschnitt bei der Behandlung des Knockdowns naher eingegangen.
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Abbildung 4.31: Mittels MTT-Test bestimmte relative Viabilitaten von HS-5-GFP-Zellen sechs Tage nach
der Inkubation mit siRNA-beladenen NPSNPs (75 g mg?) ohne Lipidumhiillung.

Insgesamt lassen sich aus den Untersuchungen zur Zytokompatibilitét einige Schlussfol-
gerungen ableiten, die fur das Design von effektiven Nanotragern fiir siRNA grundlegend
sind.

Die Unterschiede zwischen siNEG und siGFP bei der Untersuchung zur Transfektion mit
Lipofectamine® lassen vermuten, dass die SIRNA gegen eGFP in héheren Konzentratio-
nen einen toxischen Effekt auf HS-5-GFP-Zellen hat, der sich aber erst einige Tage nach
der Inkubation bemerkbar macht. AuRerdem zeigte sich, dass Parameter wie die Partikel-
groRe, die Zusammensetzung der Lipidumhillung und die Konzentration der funktiona-
lisierten NPSNPs die Zellvertraglichkeit beeinflussen. Im direkten Vergleich stellten sich
bei der Verwendung von siGFP die Lipidformulierungen mit PEG2000 als zell-
kompatibler heraus als solche, in denen nur DOTAP und DOPE verwendet wurde.
AuBerdem sank bei letztgenannter Formulierung die Viabilitat der Zellen mit steigender
Konzentration. Bei einer Gegenilberstellung der Zellviabilitdten nach einer Inkubation
mit den beiden Silica-Nanopartikelsorten mit gleicher Lipidformulierung erschienen die
Ip-NPSNPs weniger zytotoxisch als die sp-NPSNPs. Da die Zellviabilitdten nach einer
Inkubation mit den lipidumhullten Nanopartikeln, beladen mit siNEG, nach sechs Tagen
bis zu einer eingesetzten Konzentration von 150 nM (ber 70 % lagen, kdnnen die entwi-
ckelten Nanotrager unter den vorherrschenden Bedingungen generell als zytokompatibel
eingestuft werden.
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4.2.8 Knockdown-Untersuchungen an HS-5-GFP-Zellen

Auf Basis der beiden Silica-Nanopartikelsorten wurden Freisetzungssysteme fiir SIRNAs
entwickelt, die bisher in vitro hinsichtlich ihrer Zellaufnahme und ihrer Zytotoxizitét un-
tersucht wurden. In diesem Abschnitt wird schlieflich die intrazellulare Freigabe der
siRNA und damit das Potential zur Herunterregulierung einer Genexpression beurteilt.
Als Testprotein, dessen Produktion mithilfe von siRNA inhibiert werden sollte, diente
das fluoreszierende eGFP, das von HS-5-Zellen exprimiert wurde. Der Knockdown wurde
uber eine Messung der Fluoreszenzintensitét evaluiert. Diese kann mit der produzierten
Proteinmenge in der Zelle in Korrelation gesetzt werden. Die Bestimmung erfolgte zum
einen von der Gesamtheit aller Zellen in einem Well an einem Multiplattenreader und
zum anderen mithilfe eines Durchflusszytometers. Letztgenanntes bot die Mdglichkeit,
die Fluoreszenzintensitat jeder einzelnen Zelle einer Population zu ermitteln.

Knockdown-Untersuchungen am Multiplattenreader. Fiur die Untersuchungen am
Multiplattenreader wurden die HS-5-GFP-Zellen in einer schwarzen 96-Well-Platte mit
Glasboden ausgesat. Anschliel3end erfolgte die Transfektion von siGFP und von siNEG
mit den NH2-Propyl (50/50)-modifizierten sp-NPSNPs bzw. Ip-NPSNPs (Beladung:
75 ug mgt) eingekapselt in einer der beiden vorgestellten Lipidumhiillungen. Es wurden,
analog zu den Zytotoxizitatsuntersuchungen, verschiedene siRNA- und damit auch
NPSNP-Konzentrationen auf die Zellen gegeben und fir 24 Stunden inkubiert. Nach
48 Stunden in Kultur erfolgte die Bestimmung der Fluoreszenzintensitdt am Multiplat-
tenreader. In Abbildung 4.32 ist diese relativ zur Intensitét, die nur mit Medium behan-
delte Zellen erzeugten, fir die sp-NPSNPs als Basis dargestellt. Dabei wurde der Mittel-
wert aus drei individuellen Experimenten gebildet, bei denen jeweils eine Dreifachbe-
stimmung stattfand. Zusatzlich wurde auch eine Transfektion der siRNAs mit Lipo-
fectamine® als Vergleich durchgefiihrt, und die dabei ermittelten Fluoreszenzintensitaten
befinden sich ebenfalls in dem untenstehenden Diagramm. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der Zellen zwei Tage nach der Transfektion sind im Anhang in Abbil-
dung 7.12 zu finden.
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Abbildung 4.32: Zur Bestimmung des Knockdowns anhand von Fluoreszenzintensitaten: Uber einen Mul-

tiplattenreader ermittelte relative Fluoreszenzintensitaten zwei Tage nach der Inkubation
von HS-5-GFP-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen sp-NPSNPs, die mit siNEG
bzw. siGFP beladen (75 ug mg™) und mit einer der beiden Lipidformulierungen umhiillt
wurden (N=3, n=3).
Aus der konzentrationsabhéngigen Darstellung der Fluoreszenzintensitét lassen sich er-
neut einige Tendenzen ableiten. Bei einer siRNA-Konzentration von 50 nM liegen die
gemessenen Fluoreszenzintensitaten bei der Transfektion von SINEG mit beiden
Lipidformulierungen bei nahezu 100 %. Im Vergleich dazu sinkt die Intensitét bei Ver-
wendung von siGFP und einer DOTAP/DOPE-Formulierung um 50 % und bei der For-
mulierung mit einem PEG-Anteil um ca. 40 %. Mit steigender Konzentration reduziert
sich fur siNEG und dem Einsatz der Lipide in dquimolaren Anteilen (DOTAP/DOPE) die
relative Fluoreszenzintensitat bis auf 75 %. Gleichzeitig féllt die Signalstarke bei siGFP
auf 40 %. Demgegenuber entspricht die Fluoreszenzintensitat bei SINEG und den drei
Lipiden DOTAP/DOPE/PEG2000 selbst in hohen Konzentrationen ungefahr derjenigen
der Kontrolle. Bei einem Einsatz von siGFP sinkt die Intensitat bis zu einer siRNA-Kon-
zentration von 200 nM auf 50 %. Mit dem kommerziell erhéltlichen Transfektionsrea-
genz Lipofectamine® kann mit siGFP gegenuber SINEG eine Reduktion um ca. 80 %
verzeichnet werden, wobei die SiRNA-Konzentration lediglich 25 nM betrug.
Die erhaltenen Ergebnisse liefern erste Indizien fir eine erfolgreiche Freisetzung der
siRNAs von den NPSNPs ins Zytoplasma und einen Knockdown des eGFP-Gens, da eine
Intensitatsverminderung des Fluoreszenzsignals bei Verwendung von siGFP im Ver-
gleich zu siNEG auftritt. Die vergleichsweise geringere Intensitatssenkung beim Einsatz
der Lipidformulierung mit drei Lipiden kann zum einen auf die Anwesenheit von PEG
zuruckgefihrt werden. Neben der schon beschriebenen Verminderung der Zellaufnahme
hat PEG auch einen Einfluss auf den endosomalen Escape. PEG-Ketten beeintréchtigen
dabei den Kontakt zwischen der Lipidumhillung und der Membran des Endosoms.
Gleichzeitig wirken sie stabilisierend auf die Organisation der Lipide. Allerdings ist eine
Destabilisierung der endosomalen Membran, die mit einer Reorganisation der beteiligten
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Lipide einhergeht, malRgeblich fiir den endosomalen Escape von siRNA und fir die Frei-
setzung der Nukleinsduren ins Zytoplasma.l’”! Zum anderen hat sich in den vorangegan-
genen Zytokompatibilitatsuntersuchungen herausgestellt, dass von Nanotrdgern mit
DOTAP/DOPE eine hthere Viabilitatsbeeintrachtigung ausgeht. Eine damit verbundene
Abnahme der Zellzahl kann einen hoheren Knockdown vortauschen, weil die Signalstérke
mit der Anzahl der Zellen verbunden ist. Die beobachtete Reduktion des gemessenen
Fluoreszenzsignals mit sSINEG unterstutzt diese These. Um eine solche Verfalschung der
Ergebnisse auszuschlieRen, wurde die Durchflusszytometrie zur Beurteilung des Knock-
downs herangezogen (s.u.). Dessen ungeachtet sprechen die Ergebnisse fur die
Funktionsfahigkeit der Freisetzungssysteme schon bei siRNA-Konzentrationen von
50 nM.

Analog zu den Versuchen mit den sp-NPSNPs als Plattform wurden identische Experi-
mente mit Ip-NPSNPs durchgefihrt. Die erhaltenen Fluoreszenzintensitaten relativ zur
Kontrolle sind in Abbildung 4.33 dargestellt. Auch hierbei lassen sich &hnliche Trends
erkennen, insgesamt fallt die Verminderung der Fluoreszenzintensitéat aber geringer aus.
Beispielsweise ist die Reduktion bei 50 nM fir DOTAP/DOPE nur ca. 20 % und bei
DOTAP/DOPE/PEG2000 lediglich 15 %. Dies ist ein Indiz, dass die Grof3e und die Mor-
phologie der Partikel einen Einfluss auf die Transfektionseffizienz haben. Die Resultate
kénnen zudem mit den vorangegangenen Zytotoxizitatsuntersuchungen in Zusammen-
hang gebracht werden. Besonders bei dem Einsatz von siGFP lielen sich dort im Ver-
gleich zu den sp-NPSNPs hohere Viabilitaten verzeichnen. Zusammen mit den Knock-
down-Untersuchungen liegt deswegen die Schlussfolgerung nahe, dass weniger (teilweise
toxisch wirkende) siRNA bei einer Transfektion mit den Ip-NPSNPs in das Zytoplasma
freigesetzt wird, was die hdhere Fluoreszenzintensitat und Viabilitat erklaren wirde.
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Abbildung 4.33: Zur Bestimmung des Knockdowns anhand von Fluoreszenzintensitéiten: Uber einen Mul-
tiplattenreader ermittelte relative Fluoreszenzintensitaten zwei Tage nach einer Inkuba-
tion von HS-5-GFP-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen Ip-NPSNPs, die mit
SINEG bzw. siGFP beladen (75 pg mg™) und einer der beiden erprobten Lipidformulie-
rungen umhaillt wurden. (N=3, n=3)
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Zur Untersuchung, ob ein Knockdown auch ohne Einkapselung mit Lipiden erzielt wer-
den kann, wurden Transfektionen mit siRNA-beladenen NPSNPs (75 pug mgt) ohne
Lipidhulle ausgefuhrt. Die ermittelten relativen Fluoreszenzintensitaten sind flr beide
Nanopartikelsorten in Abbildung 4.34 zu sehen.
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Abbildung 4.34: Zur Bestimmung des Knockdowns anhand von Fluoreszenzintensititen: Ermittelte rela-
tive Fluoreszenzintensitaten zwei Tage nach einer Inkubation von HS-5-GFP-Zellen mit
siRNA-beladenen Nanopartikeln ohne Lipidhille (N=2, n=3).

Sowohl fiir die sp-NPSNPs als auch fur die Ip-NPSNPs sind unabhéngig von der einge-
setzten siRNA-Konzentration keine eindeutigen Verminderungen der Fluoreszenzinten-
sitaten bei der Verwendung von siGFP im Vergleich zu siNEG auszumachen. Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass es zu keiner ausreichenden siRNA-Freisetzung ins Zyto-
plasma und damit auch zu keiner Herunterregulation der Expression des eGFP-Gens kam.
Einerseits kann als Grund die verschlechterte Zellaufnahme genannt werden, die anhand
der CLSM-Aufnahmen ausgemacht wurde (vgl. Abschnitt 4.2.6). Andererseits besteht
die Mdglichkeit, dass von den wenigen in die Zellen aufgenommenen Partikeln eine Ab-
gabe der siRNAs Uber einen endosomalen Escape nicht moglich ist. Zur Induktion des
endosomalen Escapes sind keine Lipide vorhanden und fir einen Protonenschwammef-
fekt ist die Dichte der Aminogruppen wahrscheinlich zu gering. Das Ausbleiben einer
Freisetzung ins Zytoplasma wiurde auch die relativ hohen Zellviabilitaten bei der Ver-
wendung von siGFP erklaren (Abschnitt 4.2.7).

Durchflusszytometrie. Zusatzlich zu der Beurteilung des eGFP-Knockdowns tber einen
Multiplattenreader wurde die Durchflusszytometrie angewandt, um die Abschwdachung
der Fluoreszenzintensitat, die mit der produzierten Proteinmenge korreliert, zu bewerten.
Fir die Untersuchungen wurden die HS-5-GFP-Zellen in 12-Well-Platten ausgesét, da
eine hohere Zellzahl pro Messung bendtigt wurde. Dem damit verbundenen erhéhten
Kultivierungsvolumen (1 mL im Vergleich zu 100 pL in einer 96-Well-Platte) war es
auch geschuldet, dass lediglich eine Transfektion mit einer siRNA-Konzentration von
75 nM durchgefiihrt wurde. Nach einer 24-stiindigen Inkubation wurde das Medium der
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Zellen gewechselt, 48 Stunden spater wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturplatte
gelost und die Fluoreszenzintensitaten einzelner Zellen am Durchflusszytometer be-
stimmt. In Abbildung 4.35 sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten der Zellen relativ
zur Kontrolle (Zellen, die nur in Medium kultiviert wurden) dargestellt. Zusatzlich sind
auch die Ergebnisse von Transfektionen der sSiNEG und siGFP mit Lipofectamine® zu
sehen (25 nM).

Der Graphik ist zu entnehmen, dass bei einer Transfektion von siGFP mit sp-NPSNPs als
Basis und einer DOTAP/DOPE-Lipidumhillung die Fluoreszenzintensitat der HS-5-
GFP-Zellen im Vergleich zu einer Transfektion mit SINEG um ca. 40 % sinkt. Bei der
Verwendung von DOTAP/DOPE/PEG2000 liegt die Reduktion sogar bei 46 %. Im Ge-
gensatz dazu belauft sich die Abnahme der Fluoreszenzintensitat mit Ip-NPSNPs als Frei-
setzungsbasis unabhangig von der Lipidformulierung auf ca. 25 %. Die Uber den Mul-
tiplattenreader beobachteten eindeutigen Unterschiede zwischen den beiden Lipidformu-
lierungen sind bei der Messung am Durchflusszytometer nicht vorhanden. Dies lasst ver-
muten, dass die starkere Abschwachung des Signals mit einer Hiille aus DOTAP/DOPE
auf eine Verminderung der Zellzahl aufgrund zytotoxischer Effekte zuriickzufuhren ist.
Eine Transfektion mit Lipofectamine® bewirkte eine Herunterregulation von 80 %, wo-
bei die sSiRNA-Konzentration anstatt 75 nM lediglich 25 nM betrug.
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Abbildung 4.35: Zur Bestimmung des Knockdowns anhand von Fluoreszenzintensitaten: Mittels Durch-
flusszytometrie ermittelte relative Fluoreszenzintensititen von HS-5-GFP-Zellen zwei
Tage nach der Transfektion von siRNAs mit den designten Silica-Nanopartikeln sowie
mit Lipofectamine® als Vergleich (N=3, n=1).

Mit einer 7-AAD-Farbung sollte ausgeschlossen werden, dass membrangeschéadigte Zel-

len Gber einen membrandurchléssigen Verlust des eGFPs zur Verminderung des Fluores-

zenzsignals beitragen und somit einen falsch positiven Knockdown suggerieren. Dafur

wurde bei einem Versuch wahrend der Messung am Durchflusszytometer neben der

Fluoreszenzintensitat auch die Viabilitat der Zellen mithilfe von 7-AAD bestimmt.
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7-AAD kann spezifisch zwischen Cytosin- und Guanin-reichen Regionen der DNA von
apoptotischen Zellen interkalieren, wéhrend vitale Zellen fur 7-AAD impermeabel sind.
In Abbildung 4.36 sind exemplarisch die erhaltenen Ergebnisse fur die sp-NPSNPs und
einer DOTAP/DOPE-Formulierung im Vergleich mit einer Negativ- sowie einer Positiv-
kontrolle dargestellt. Dabei wurden fir jede Probe die Signalintensitaten der VVorwarts-
streuung gegen die des 7-AAD aufgetragen.

sp-NPSNP-NH,-Propyl mit DOTAP/DOPE/PEG2000 (50/50/0)
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Abbildung 4.36: Graphen der 7-AAD-Messung am Durchflusszytometer. A: Mit Triton X-100 behandelte
Zellen als Positivkontrolle; B: Zellen der Negativkontrolle, die nur mit Medium behandelt
wurden; C: Zellen nach einer Inkubation mit siNEG-beladenen sp-NPSNPs und einer
Lipidhalle aus DOTAP/DOPE; D: Zellen nach einer Inkubation mit siGFP-beladenen
sp-NPSNPs und einer Lipidhulle aus DOTAP/DOPE; E: Normierte Ergebnisse zur Be-
stimmung der 7-AAD-Intensitat.

Mit Triton X-100 behandelte, permeabilisierte Zellen (Positivkontrolle) erzeugen ein
starkes 7-AAD-Signal, da die 7-AAD-Molekiile ins Zellinnere gelangen und an die DNA
binden konnten (Abbildung 4.36 A). Im Vergleich dazu zeigen viable Zellen der Nega-
tivkontrolle, die nur mit Medium behandelt wurden, eine geringe Intensitét, weil 7-AAD
nur eine geringe Membranpermeabilitét besitzt (Abbildung 4.36 B). Bei den Zellen, die
mit siRNA-beladenen Nanopartikeln inkubiert wurden, steigt die Signalintensitat des
7-AAD ein wenig, wobei immer noch (ber 90 % der Zellen im ausgewahlten Gate der
Negativkontrolle liegen (Abbildung 4.36 C—E). Bei den Bestimmungen der 7-AAD-In-
tensitaten der anderen Proben ergaben sich &hnliche Ergebnisse (Abbildung 7.13 im An-
hang). Zwischen 88-97 % der transfizierten Zellen lagen im ausgewahlten Bereich der
Kontrollzellen, wobei tendenziell mit siGFP behandelte Zellen einen geringeren prozen-
tualen Anteil besal3en. Diese Messungen zeigen, dass nach zwei Tagen der Uberwiegende
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Anteil der am Durchflusszytometer untersuchten Zellen noch kein apoptotisches Verhal-
ten aufweist. Somit wurde eine Reduktion der GFP-Intensitat durch Membranschéadigung
ausgeschlossen.

Um dies noch genauer zu untersuchen, wiirden sich Messungen von Zellen nach weiteren
Tagen in Kultur anbieten, da sich bei den Zytokompatibilitatsuntersuchungen heraus-
stellte, dass die Toxizitét erst einige Tage nach Transfektion auftritt. Zusétzlich zur Féar-
bung mit 7-AAD, das spétapoptotische Zellen markiert, kénnte auch fluoreszenzmarkier-
tes Annexin V zum Einsatz kommen, mit dem friihapoptotische Zellen identifiziert wer-
den konnen.[2281

Insgesamt bestétigen die Ergebnisse der Durchflusszytometrie die vorangegangene Be-
urteilung am Multiplattenreader. Zum Vergleich wurden von jedem Experiment die Dif-
ferenzen zwischen siNEG und siGFP als Knockdown definiert, der jeweilige Mittelwert
mit Standardabweichung gebildet und als Gegenuberstellung in Abbildung 4.37 darge-
stellt. Es zeigt sich, dass mit den sp-NPSNPs als Basis fur beide erprobten Lipidformu-
lierungen ein Knockdown von rund 45 % bei einer siRNA-Konzentration von 75 nM er-
reicht werden konnte. Im Gegensatz dazu liegt der prozentuale Anteil mit den Ip-NPSNPs
als Freisetzungsplattform bei ca. 25 %. Mit Lipofectamine® war eine Reduktion von
75 % zu beobachten, wobei die sSiRNA-Konzentration 25 nM betrug.
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Abbildung 4.37: Vergleich der Knockdown-Ergebnisse des Multiplattenreaders (N=3, n=3) mit denen des
Durchflusszytometers (N=3, n=1).

Der prozentuale Knockdown beider Analysemethoden befindet sich in guter Ubereinstim-

mung mit Abweichungen bis zu 10 %, lediglich die Fehlerbalken der Daten des Multiplat-

tenreaders fallen etwas grofer aus. Dies ist darauf zurickzufihren, dass die Fluores-

zenzintensitat eines kompletten Wells bestimmt wurde und Unterschiede in der Zellzahl,
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die z. T. mit zytotoxischen Effekten in Verbindung gebracht werden kdnnen, das Fluo-
reszenzsignal mitbestimmten. Dahingehend sind die Werte vom Durchflusszytometer ge-
nauer, da hierbei stets die gleiche Zellzahl vermessen wurde. Sowohl fiir die sp-NPSNPs
als auch fir die Ip-NPSNPs zeigen die beiden erprobten Lipidformulierungen untereinan-
der kaum Unterschiede. Dies spricht dafiir, dass die Transfektionseffizienz durch den
Einfluss des PEG2000 auf den endosomalen Escape nicht vermindert wird. Werden die
Ergebnisse aus den Zytokompatibilitdtsuntersuchungen bertcksichtigt, ist eine Verwen-
dung der Formulierung mit PEG2000 empfehlenswert, da die Zellvertraglichkeit ver-
gleichsweise hoher ausfiel. Wéahrend der Knockdown zwischen den beiden Lipidformu-
lierungen jeder Sorte anndhernd gleich ist, kénnen dagegen beim Vergleich der zwei
Nanopartikelsorten untereinander gravierende Unterschiede ausgemacht werden. Die
Ursache flr diese Differenz lasst sich Uber die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersu-
chungen nicht direkt ausmachen. Es kénnen lediglich Vermutungen aufgestellt werden,
die mit weiterfuhrenden Analysen bestatigt werden mdissten. Einen Einfluss auf die
Zellaufnahme hat beispielsweise die GroRe der Partikel. In Hinblick auf Silica-Nano-
partikel zeigte sich, dass kleinere Partikel deutlich besser aufgenommen werden als gro-
Rere.[*®] Auch die Porenmorphologie kann mitentscheidend sein. Obwohl in den voran-
gegangenen Freisetzungsexperimenten in PBS (Abschnitt 4.2.4) die Ip-NPSNPs vorteil-
haft erschienen, kdnnen daraus keine Rickschlisse auf die Freisetzung der siRNA inner-
halb der Zelle geschlossen werden. In dem Zusammenhang wéren Untersuchungen mit
40 nm grofRen Nanopartikeln und 7.5 nm Poren sowie mit 80 nm groRen Nanopartikeln
mit kleinen Poren (3 nm) interessant. Darliber hinaus kénnen geringe Unterschiede in
Bezug auf die Zusammensetzung der Oberflaichenmodifizierung und der Lipidhulle zwi-
schen den einzelnen Nanotragern ursachlich fiir die erhaltenen Ergebnisse sein.

Die Transfektionseffizienz der entwickelten Nanotrager ist geringer als die von Lipo-
fectime®. Ein Grund kdnnten geringere Freisetzungsmengen der siRNA ins Zytoplasma
darstellen. Der pH-Wert von Endosomen sinkt mit ihrer Reifung. Diese pH-Wert-Er-
niedrigung fuhrt allerdings zu einer Protonierung der Aminogruppen der Modifizierung.
Die damit verbundene Erhéhung des Oberflachenpotentials der Partikel konnte einer Frei-
setzung der siRNA entgegenwirken. Darlber hinaus zeigten die Zeta-Potential-
Messungen der lipidumhullten Partikel, dass in Wasser keine stabilen Dispersionen vor-
lagen. Im Zellkulturmedium kdnnte es zur Agglomeration der Partikel kommen, wodurch
die Transfektionseffizienz beeintrachtigt werden wirde. In Zukunft sollten deswegen die
Eigenschaften des Freisetzungssystems noch weiter optimiert werden.
Zusammengefasst bestatigen die durchgefiihrten Experimente zum Knockdown die Funk-
tionsfahigkeit der designten Freisetzungssysteme fur sSiRNA und verdeutlichen, dass die
Effektivitat der entworfenen Systeme von Parametern wie der Grol3e abhangt. Die zwei
verschiedenen Silica-Nanopartikelsorten wiesen trotz gleicher Oberflachenmodifizie-
rung, SiRNA-Beladung und Umhillung deutliche Unterschiede hinsichtlich der

122



4 Ergebnisse und Diskussion

Herunterregulierung des eGFP-Gens auf. Wahrend sich mit den Ip-NPSNPs als Basis le-
diglich ein Knockdown von 25 % verzeichnen lieR, betrug der Knockdown mit den
sp-NPSNPs als Plattform ca. 45 %. Unterschiede zwischen den beiden erprobten
Lipidformulierungen konnten nicht ausgemacht werden. Im Vergleich zum kommerziell
erhaltlichen Lipofectamine® besitzen die entwickelten Systeme allerdings geringe Trans-
fektionseffizienzen, sodass zukiinftig Optimierungen erfolgen missen.

4.2.9 Anwendung der designten Freisetzungssysteme in der regenerativen Medizin
Die bisherigen in vitro-Experimente zur Inhibierung einer Genexpression lieferten viel-
versprechende Ergebnisse. Als konkrete Anwendung im Bereich der regenerativen Me-
dizin wurden deswegen die designten Freisetzungssysteme fur siRNA an dentalen Pul-
pastammzellen (DPSCs) erprobt. Diese Zellen kdnnen zu einer Vielzahl von Zelltypen,
wie Osteoblasten, Odontoblasten, Adipozyten oder Myoblasten differenzieren und wer-
den deswegen fur verschiedenste Geweberegenerationen im Bereich des Tissue Enginee-
rings eingesetzt. Fur die Regeneration von Zahngewebe spielt dabei die osteogene/odon-
togene Differenzierung dieser Zellen eine entscheidende Rolle, weswegen eine gezielte
Beeinflussung bzw. Kontrolle in diese Richtung erstrebenswert ist.?61-2631 |n vorherigen
Studien der Arbeitsgruppe Behrens konnte gezeigt werden, dass amino-modifizierte na-
noporose Silica-Nanopartikel einen osteoinduktiven Effekt auf mesenchymale Stamm-
zellen (mesenchymal stem cells, MSCs) haben konnen.[8 In Anlehnung an diese Versu-
che wurden deswegen in dieser Arbeit die Auswirkungen einer Inkubation mit modifi-
zierten Silica-Nanopartikeln auf die Differenzierung von DPSCs untersucht. Der Fort-
schritt der Differenzierung wurde dabei mithilfe einer Alizarin-Rot-Féarbung sowie eines
ALP-Assays bewertet. Dartiber hinaus wurde auch das Potential zum Knockdown eines
Gens mit den designten Freisetzungssystemen an den DPSCs erprobt.

Einfluss der NPSNPs auf die Differenzierung von DPSCs. Fir diese Untersuchungen
wurden humane DPSCs mit NH2-Propyl (50/50)-modifizierten Silica-Nanopartikeln bei-
der Sorten inkubiert, da diese Partikel die Plattform der siRNA-Freisetzungssysteme dar-
stellten. Die vorliegenden Konzentrationen der Nanopartikel beliefen sich auf 25 pg mL!
und 100 pg mL~. AuBerdem wurden auch Zellen mit unmodifizierten sp-NPSNPs mit
einer Konzentration von 100 pg mL~ behandelt. Nach einer 24-stiindigen Inkubation
wurde das jeweilige Zellmedium gewechselt und durch ein zur Osteogenese anregendes
Medium (Osteo-Medium) ersetzt. Als Kontrolle dienten Zellen, die nicht mit Nanoparti-
keln behandelt wurden. Zuséatzlich wurde ein gleicher Ansatz durchgefiihrt, bei dem die
DPSCs weiterhin mit ,,normalem‘ Medium (a-MEM mit FCS und Pen/Strep) kultiviert
wurden. Nach weiteren 12 Tagen in Kultur erfolgte die Evaluation des Stadiums der Dif-
ferenzierung einerseits tiber eine Alizarin-Rot-Farbung und andererseits tber einen ALP-
Assay.
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Alizarin Rot besitzt die Fahigkeit, Calciumionen zu komplexieren. Da Zellen, die sich in
der osteogenen Differenzierung befinden, eine Calcium-reiche Matrix bilden, kann Gber
eine Alizarin-Rot-Féarbung der Fortschritt dieser Mineralisierung beurteilt werden. In Ab-
bildung 4.38 sind Photographien der Wells nach einer Inkubation mit Silica-
Nanopartikeln (100 pug mLY) im Vergleich zu unbehandelten Zellen dargestellt. Die
quantitative Bestimmung des Alizarin-Rot-Anteils ist in Abbildung 4.39 zu sehen.

Kontrolle sp-NPSNP Ip-NPSNP
-NH2-Propyl (50/50)  -NHz-Propyl (50/50)

Medium

Osteo-Medium

Abbildung 4.38: Photographien der Wells nach einer Alizarin-Rot-Férbung an DPSCs 12 Tage nach der
Inkubation mit NPSNPs (100 pg mL?) kultiviert mit Medium (oben) oder Osteo-Me-
dium (unten).
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Abbildung 4.39: Ergebnisse der Quantifizierung von Alizarin-Rot 12 Tage nach der Inkubation der DPSCs
mit verschiedenen Sorten NPSNPs. (N=3, n=1).
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Sowohl die photographischen Aufnahmen als auch die quantitative Bestimmung des Ali-
zarin-Rot-Anteils zeigen, dass die Farbstoffmenge bei Zellen, die mit Osteo-Medium kul-
tiviert wurden, im Vergleich zu Zellen mit ,,normalem* Medium deutlich erhdht ist. Dies
spricht flr einen Beginn der osteogenen Differenzierung. Allerdings sind keine eindeuti-
gen Unterschiede zwischen DPSCs, die mit Nanopartikeln inkubiert wurden, und solchen
ohne Nanopartikel zu erkennen. Damit liegt die Vermutung nahe, dass der Einfluss der
NPSNPs auf die Differenzierung unter den gegebenen Bedingungen gering ausfallt. Ne-
ben den gezeigten Konzentrationen fand eine Inkubation mit Nanopartikelkonzentra-
tionen von 400 pg mL! als Einfachbestimmung statt. Da eher eine Reduktion des Aliza-
rin-Rot-Anteils zu verzeichnen war, was fir eine Inhibierung der osteogenen Differen-
zierung spricht, sind die Ergebnisse im Anhang (Abbildung 7.14) zu finden.

Als zweite Methode zur Beurteilung des Fortschritts der Differenzierung der DPSCs
wurde ein ALP-Assay durchgefiihrt, da die Expression des Enzyms ALP in einem friihen
Stadium der Osteogenese hochreguliert wird.[*® Bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Assay wurde zur Bestimmung des ALP-Anteils das Substrat p-Nitrophenylphosphat
(pPNPP) verwendet, das das Enzym in Phosphat und p-Nitrophenol (pNP) umsetzt. In Ab-
bildung 4.40 sind die ermittelten pNP-Gehalte 12 Tage nach der Inkubation der DPSCs
mit verschiedenen Silica-Nanopartikelsorten bzw. -konzentrationen bei einer Kultivie-
rung in Medium oder Osteo-Medium dargestellt.
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Abbildung 4.40: Ergebnisse des ALP-Assays 12 Tage nach der Inkubation der DPSCs mit verschiedenen
Silica-Nanopartikelsorten und -konzentrationen. (N=3, n=1).

Der Graphik ist zu entnehmen, dass durch eine Kultivierung mit Osteo-Medium die pNP-
Konzentration im Vergleich zu einer Zellkultur mit ,,normalem‘ Medium gesteigert wird.
Die damit einhergehenden erhéhten ALP-Aktivitaten kénnen mit einem Beginn der oste-

125



4 Ergebnisse und Diskussion

ogenen Differenzierung in Zusammenhang gebracht werden. Es sind jedoch keine Unter-
schiede zwischen Zellen mit und ohne Nanopartikelinkubation zu erkennen. Diese Ergeb-
nisse stehen im Einklang mit der Alizarin-Rot-Farbung, bei der ebenfalls kein Effekt der
Nanopartikel auf die Differenzierung der DPSCs festgestellt werden konnte. Das Aus-
bleiben des osteoinduktiven Effekts kann einerseits am Zelltyp liegen, der sich anders als
MSCs verhalt. Andererseits ist es moglich, dass die Kultivierungsbedingungen nicht op-
timal gewahlt wurden. Fur genauere Untersuchungen kénnte deswegen die Inkubations-
zeit verlangert oder eine mehrfache Zugabe verschiedener Silica-Nanopartikelkonzentra-
tionen erprobt werden. Dartiber hinaus konnten die Silica-Nanopartikel mit Calciumionen
dotiert werden. Diesbeziiglich zeigten Lee et al. in einer Studie, dass amino-funktionali-
sierte und Calcium-dotierte nanopordse Silica-Nanopartikel (160 nm) mit einer Konzent-
ration von 50 pg mL! die odontogene Differenzierung von dentalen Pulpastammzellen
von Ratten induzieren kénnen 1264

Knockdown-Untersuchungen an DPSCs. Neben dem Einfluss der modifizierten, aber
unbeladenen Silica-Nanopartikel auf die Differenzierung der DPSCs wurde mit den ent-
wickelten siRNA-Freisetzungssystemen die Herunterregulierung einer Genexpression an
diesem Zelltyp erprobt. Dazu wurde der Oberflachenmarker CD73 ausgewahlt. Die den-
talen Pulpastammzellen wurden in 6-Well-Platten ausgesét und analog zu den Versuchen
an den HS-5-GFP-Zellen fir 24 Stunden mit den designten Nanotragern inkubiert. Zum
Einsatz kamen dabei die sp-NPSNPs bzw. Ip-NPSNPs mit einer NH2-Propyl (50/50)-
Modifizierung, die mit SiNEG oder SiNT5E (75 ug mg™) beladen und mit einer
DOTAP/DOPE-Hiille versehen waren. Mit den sp-NPSNPs wurde mit einer sSiRNA-Kon-
zentration im Well von 50 nM gearbeitet. Die Konzentration der Ip-NPSNPs wurde mit
75 nM etwas hoher gewahlt, da sie in den Knockdown-Untersuchungen an den HS-5-
GFP-Zellen geringere Effizienzen aufwiesen. Zur Kontrolle wurden die siRNAs mit
Lipofectamine® transfiziert (25 nM). Einen Tag nach der Inkubation wurde das Medium
gewechselt und zwei Tage spéter erfolgte die Quantifizierung des Knockdowns am
Durchflusszytometer. Daftr wurden die verbliebenen CD73-Molekiile auf der Oberflache
der Zellen mit einem PE-markierten Antikorper geféarbt (vgl. Abschnitt 2.4.6). In Abbil-
dung 4.41 sind die erhaltenen Fluoreszenzintensitaten relativ zu Zellen, die nur mit
Medium kultiviert wurden, dargestellt.

126



4 Ergebnisse und Diskussion

[N
~
<)

o 140 -
S [ JsiNEG
2 120 { [ SINT5E
°
£ 100 —
(=]
X
S 80
N
T 60-
I
S 40+
N
1))
L 204
o
=
[T

$ N N D

&S S S
& N Q
s K <

N S S

& < &

@ 5 S

\Q/c’ R K

Abbildung 4.41: Mittels Durchflusszytometrie bestimmte relative Fluoreszenzintensititen von CD73-mar-
kierten DPSCs zwei Tage nach der Transfektion von siRNAs mit den designten Silica-
Nanopartikeln sowie mit Lipofectamine® als Vergleich (N=1, n=1).

Fur die sp-NPSNPs ist eine Reduktion der Fluoreszenzintensitdt um 12 % bei Verwen-
dung von 50 nM siNT5E im Vergleich zu SINEG zu verzeichnen. Ein gleicher Wert
wurde mit den Ip-NPSNPs erreicht, allerdings wurde hier mit einer Konzentration von
75 nM gearbeitet. Dies zeigt, dass die kleineren sp-NPSNPs eine hohere Transfektions-
effizienz aufweisen als die fast doppelt so groRen Ip-NPSNPs. Mit Lipofectamine® sinkt
die Signalstarke um 70 %. Die Ergebnisse bestatigen die Funktionsfahigkeit der design-
ten Nanotrdager. Der Knockdown fallt im Vergleich zu den vorangegangenen Untersu-
chungen an den HS-5-GFP-Zellen jedoch deutlich geringer aus. Dies kdnnte daran liegen,
dass Zelllinien unterschiedlich auf verschiedene Transfektionsreagenzien reagieren und
die Zellaufnahme sich zwischen den Zelltypen unterscheiden kann.[*®*! Dariiber hinaus
wurden die Zellen unter anderen Bedingungen (Zellzahl, Zellmedium, Volumen des
Mediums) kultiviert, was einen Vergleich zusatzlich erschwert.
Insgesamt besteht noch Optimierungspotential fiir den Einsatz der nanoporésen Silica-
Nanopartikel an dentalen Pulpastammzellen. Ein positiver Einfluss der NPSNPs auf die
Differenzierung der DPSCs konnte mit den durchgefiihrten Untersuchungen nicht erkannt
werden. Sowohl die Alizarin-Rot-Farbung als auch der ALP-Assay zeigten nach einer 24-
stiindigen Inkubation keine gravierenden Auswirkungen auf den Fortschritt der Osteoge-
nese. Im Hinblick auf die Herunterregulation von CD73 konnte mit den modifizierten
NPSNPs und einer Lipidumhillung aus DOTAP/DOPE ein Knockdown verzeichnet wer-
den. Dieser fiel jedoch, genau wie bei den Versuchen an HS-5-GFP-Zellen, deutlich ge-
ringer aus als mit Lipofectamine®. Dennoch war der Knockdown mit den sp-NPSNPs mit
50 nM genauso hoch wie bei den Ip-NPSNPs, bei denen eine siRNA-Konzentration von
75 nM verwendet wurde. Dies unterstiitzt die These, dass Grofle und Morphologie der
Nanopartikel einen Einfluss auf die Effektivitat haben, sodass fiir eine zukinftige An-
wendung die Eigenschaften der Nanotréger noch weiter optimiert werden kénnen.
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4.2.10 Zusammenfassung

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit wurden die Grundlagen fiir ein effektives SIRNA-
Freisetzungssystem basierend auf nanopordsen Silica-Nanopartikeln (NPSNPs) gelegt.
Als Plattform dienten dabei die zwei synthetisierten Nanopartikelsorten (sp- und
Ip-NPSNPs), deren Charakterisierung in Abschnitt 4.1 erfolgte.

Zunachst wurde die Immobilisierung von siRNA auf sp- sowie Ip-NPSNPs mit unter-
schiedlichen Aminogruppenanteilen in ihrer Oberflachenmodifizierung in MES-Puffer
(pH 5) untersucht. Es wurden fir beide Sorten in Abhéngigkeit von der Modifikation va-
rilerende Konzentrationen in den Inkubationstiberstanden und damit auch unterschied-
liche Beladungseffizienzen verzeichnet. Die Immobilisierungsmenge konnte in Korrela-
tion mit der vorhandenen Anzahl protonierbarer Aminogruppen gesetzt werden, und es
zeigte sich: Je hoher dieser Anteil war, desto mehr siRNA adsorbierte auf der Oberflache
der Silica-Nanopartikel.

Bei den anschlielenden Freisetzungsexperimenten in PBS (pH 7.4) wiesen alle getesteten
Modifikationen der sp- und der Ip-NPSNPs das Freisetzungsprofil eines burst release auf,
wobei sich die absolut freigesetzten sSiRNA-Mengen unterschieden und tendenziell mehr
von den Ip-NPSNPs freigesetzt werden konnte. Auch der VVorgang der Desorption scheint
mit der internen Oberflachenladung im Verhdltnis zu stehen. Zusétzlich wird vermutet,
dass die Partikelmorphologie und die PorengroRRe das Adsorptions- und Freisetzungsver-
halten beeinflussen. Mit den erhaltenen Ergebnissen wurden die NH2-Propyl (50/50)-
Modifizierungen beider Nanopartikelsorten fir die folgenden in vitro-Untersuchungen
ausgewahlt. Dies war der Tatsache geschuldet, dass mit dieser Zusammensetzung sowohl
die offerierte sSIRNA-Menge komplett immobilisiert werden konnte als auch ein ange-
messener Anteil wieder freigesetzt wurde.

Mit den NPSNPs-NH.-Propyl (50/50) wurde anschlielend die maximale siRNA-Bela-
dungsmenge experimentell ermittelt. Gleichzeitig wurde tber theoretische Berechnungen
die siRNA-Menge abgeschétzt, die als Monoschicht auf der Nanopartikeloberflache ad-
sorbieren konnte. Fir beide Nanopartikelsorten wurde praktisch ein Wert von ca. 140 pg
SIRNA pro Milligramm NPSNP bestimmt. Bei den sp-NPSNPs stand dieser Wert in guter
Ubereinstimmung mit der kalkulierten siRNA-Menge von 161 pg mg~. Im Gegensatz
dazu lag die berechnete Immobilisierungsmenge bei den Ip-NPSNPs bei 91 pg mg, was
weniger als der experimentelle Wert war. Der Befund deutete auf eine Einlagerung der
SIRNAs in die 7.5 nm-groRRen Poren der Ip-NPSNPs hin. Bei den sp-NPSNPs, die ledig-
lich 3 nm-groRe Poren besalien, schien dies aufgrund der AusmaRe der siRNA-Molekile
(2 nm x 7.5 nm) nicht mdglich zu sein.

Bei den Freisetzungsexperimenten mit unterschiedlichen Beladungsmengen lieR sich
zum einen erneut ein burst release verzeichnen. Zum anderen zeigte sich, dass unter den
gegebenen Bedingungen mehr siRNA von den Ip-NPSNPs freigesetzt werden konnte als
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von den sp-NPSNPs. Die Untersuchungen bekréftigten die These, dass neben der Ober-
flachenladung auch die Morphologie einen entscheidenden Einfluss auf das Adsorptions-
und Desportionsverhalten der Nukleinsauren hat.

Zum Schutz der siRNA auf der Oberflache der NPSNPs und zur Verbesserung der
Zellaufnahme bzw. des endosomalen Escapes wurden die beladenen Nanopartikel in
Liposomen eingekapselt. Dafur kamen zwei Lipidformulierungen zum Einsatz, die ent-
weder ein DOTAP/DOPE/PEG2000-Verhaltnis von (50/50/0) oder eines von (60/35/5)
aufwiesen. Die Umhiillung erfolgte hierbei direkt nach der Beladung der Partikel mit
siRNA durch einen Losungsmittelaustausch. Uber die Anderungen des Zeta-Potentials
und die Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers konnte die Anwesenheit der
Lipide um die Partikel bestatigt werden.

In vitro wurde zunéchst die Zellaufnahme der entwickelten Nanotrdger an HS-5-GFP-
Zellen nach einer 24-stiindigen Inkubation bewertet. Dabei konnte mithilfe von fluores-
zenzmarkierter SiRNA eine gesteigerte Aufnahme beobachtet werden, wenn die siRNA-
Nanotrager zusatzlich eine Lipidumhullung besallen. AuRerdem liel sich mit FITC-mar-
kierten Silica-Nanopartikeln, die mit fluoreszenter siRNA beladen und mit Lipiden um-
hllt waren, eine Kolokalisation der Partikel mit den Nukleinsduren ausmachen. Eindeu-
tige Unterschiede zwischen den Nanopartikelsorten konnten aber Uber die angewandten
Methoden nicht erkannt werden.

Bei den Versuchen zur Transfektion mit Lipofectamine® zeichneten sich Unterschiede
zwischen siNEG und siGFP ab, die auf einen zytotoxischen Effekt der siGFP in hdheren
Konzentrationen auf die HS-5-GFP-Zellen hindeuteten. Dieser Effekt war auch bei den
eingesetzten Nanotragern auf Basis der Silica-Nanopartikel zu beobachten. Bei der Ver-
wendung von siNEG lagen die ermittelten Viabilitaten fur die zwei Nanopartikelsorten
mit beiden Lipidformulierungen bis zu einer siRNA-Konzentration von 150 nM ber
70 %. Bei der Verwendung von siGFP zeigte sich, dass Parameter wie die Partikelgrole,
die Zusammensetzung der Lipidumhillung und die Konzentration der funktionalisierten
NPSNPs die Zellvertraglichkeit beeinflussten. Im direkten Vergleich bei einer Verwen-
dung von siGFP stellten sich die Lipidformulierungen mit PEG2000 als zellkompatibler
heraus als solche, in denen nur DOTAP und DOPE verwendet wurde. AuflRerdem sank bei
letztgenannter Formulierung die Viabilitat der Zellen mit steigender Konzentration. Bei
einer Gegenuberstellung der Zellviabilitdten nach einer Inkubation mit den beiden Silica-
Nanopartikelsorten mit gleicher Lipidformulierung schienen die Ip-NPSNPs mit siGFP
weniger zytotoxisch als die sp-NPSNPs zu sein. Dagegen waren beide siRNA-beladenen
Nanotréger ohne Lipidhille unabhdngig von der Konzentration als zytokompatibel ein-
zustufen.

Das Potential der designten Nanotrager, die SiRNAs in das Zytoplasma freizusetzen, so-
dass sie eine RNA-Interferenz induzieren und die Produktion eines bestimmten Proteins
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inhibieren kénnen, wurde an HS-5-Zellen untersucht, die eGFP exprimierten. Der Knock-
down wurde Uber eine Messung der Fluoreszenzintensitat, die mit der vorhandenen eGFP-
Menge in der Zelle in Korrelation gesetzt wurde, evaluiert. Die Bestimmung erfolgte
einerseits von der Gesamtheit aller Zellen in einem Well an einem Multiplattenreader und
andererseits mithilfe eines Durchflusszytometers. Der ermittelte Knockdown tber beide
Analysemethoden stimmte in den Grenzen Ublicher Schwankungen Uberein. Zudem wa-
ren keine gravierenden Unterschiede zwischen den beiden erprobten Lipidformulierun-
gen einer Nanopartikelsorte zu erkennen. Allerdings variierte das Potential zum
Herunterregulieren des eGFP-Gens zwischen den zwei verschiedenen Silica-Nanoparti-
kelsorten trotz gleicher Oberflaichenmodifizierung, siRNA-Beladung und Umhillung
deutlich. Wahrend mit den Ip-NPSNPs lediglich ein Knockdown von ca. 25 % zu ver-
zeichnen war, betrug der Knockdown mit den sp-NPSNPs ca. 45 %. Im Vergleich zu
Lipofectamine® besteht fir die Silica-Nanopartikel jedoch Optimierungspotential.
Zuletzt wurden Pilotversuche beziiglich einer potentiellen Anwendung in der regenerati-
ven Medizin vorgestellt. Es wurde der Einfluss der modifizierten Silica-Nanopartikel auf
die osteogene Differenzierung dentaler Pulpastammzellen untersucht. Dabei konnte fir
beide Nanopartikelsorten mit NH2-Propyl (50/50)-Modifizierung sowohl bei einer Aliza-
rin-Rot-Farbung als auch bei einem ALP-Assay kein Einfluss auf die Differenzierung der
DPSCs bemerkt werden. Damit konnte der publizierte osteoinduktive Effekt der NPSNPs
auf MSCs fir diese Zellsorte nicht bestatigt werden.

Ferner wurden Uber die Bestimmung des Knockdowns von CD73 die Silica-Nanopartikel-
basierten SiRNA-Freisetzungssysteme an den DPSCs erprobt. Daflr wurden die
NH.-Propyl (50/50)-Modifizierungen beider Sorten mit einer DOTAP/DOPE-Hiille ein-
gesetzt. Wie bei den Knockdown-Untersuchungen an den HS-5-GFP-Zellen fiel die
Transfektionseffizienz der entwickelten Nanotréger im Vergleich zu Lipofectamine® ge-
ringer aus. Nichtsdestotrotz wurde die generelle Funktionsfahigkeit bestatigt und eine ho-
here Effizienz der sp-NPSNPs als Freisetzungsplattform im Vergleich zu Ip-NPSNPs
festgestellt.

Die aus den Versuchen gewonnenen Erkenntnisse bieten eine Grundlage fur die Entwick-
lung effizienter Freisetzungssysteme fur siRNA auf Basis von nanopordsen Silica-Nano-
partikeln. Mit dem Wissen, dass Parameter wie die PartikelgroRRe, die Morphologie, die
Oberflachenmodifizierung sowie die Zusammensetzung der Lipidformulierung die
Transfektionseffizienz und die Zellviabilitat der Nanotréger beeinflusst, kénnen zukunf-
tig vielversprechende intrazelluléare Drug Delivery-Systeme mit Silica-Nanopartikeln als
Plattform designt werden. Ein offensichtlicher VVorteil bei der Verwendung von NPSNPs
ist dabei die simple Anpassung der Eigenschaften durch Variation der Reaktionsparame-
ter. Gleichzeitig besteht die Mdglichkeit, das vorhandene Porensystem fiir ein Co-De-
livery von niedermolekularen Wirkstoffen zu verwenden, sodass mit einer kombinatori-
schen Freisetzung synergistische Effekte erzielt werden kénnen.
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4.3 Entwicklung eines Freisetzungssystems ftir VEGF

Der folgende Themenblock befasst sich mit der Entwicklung eines Freisetzungssystems
fur den Wachstumsfaktor VEGF auf Basis nanopordser Silica-Nanopartikel. Diese
VEGF-beladenen Nanopartikel sollen als Fullmaterial in ein Implantat aus Fibrin einge-
arbeitet werden, um dort durch eine lokale und kontrollierte Freisetzung des Wachstums-
faktors die Aussprossung von Endothelzellen in das Innere des Fibringeriists zu verbes-
sern, sodass ein pravaskulariertes Implantat entstehen kann. Als Freisetzungsplattform
wurden ausschlielRlich sp-NPSNPs verwendet, da in vorangegangenen Arbeiten von
A. Satalov und N. Schmidt aus der Arbeitsgruppe Behrens bereits mit der gleichen Nano-
partikelsorte Freisetzungssysteme fiir die Wachstumsfaktoren BMP-2 (bone morphoge-
netic protein 2), BDNF (brain-derived neurotrophic factor) und TGF-B3 (transforming
growth factor-$3) entwickelt wurden.[?2%:2%2]

In diesem Unterkapitel werden zunéchst die Untersuchungen beziiglich des Aggre-
gationsverhaltens von VEGF in Wasser sowie in PBS vorgestellt. AnschlieBend erfolgt
die Darstellung der Ergebnisse zur Quantifizierung der immobilisierten und freigesetzten
VEGF-Mengen, wobei auch auf die Wechselwirkungen zwischen dem Protein und den
Nanopartikeln eingegangen wird. Des Weiteren werden die Auswirkungen der Immobi-
lisierungs- und Freisetzungsbedingungen auf die Stabilitat des VEGF und der NPSNPs
prasentiert. Um den Einfluss der entwickelten Freisetzungssysteme zur potentiellen An-
wendung zu bestimmen, folgt eine Darstellung der Resultate aus den in vitro-Untersu-
chungen zusammen mit einer Diskussion zur potentiellen Anwendung. Die dafir notwen-
digen Arbeiten wurden in Kooperation mit Sarah Zippusch aus der Arbeitsgruppe Boer
der MHH durchgefuhrt.

4.3.1 Untersuchung des Aggregationsverhaltens von VEGF mittels DLS

Generell stellen Proteinaggregationen einen unerwiinschten Storfaktor in der therapeuti-
schen Anwendung von Proteinen dar, da neben einer Verringerung der Aktivitat auch
eine verdnderte Pharmakokinetik inklusive unerwinschter Immunreaktionen als Folge
aus der Zusammenlagerung resultieren kénnen.[?6%1 Aus diesen Griinden wurde der hydro-
dynamische Durchmesser von VEGF in Wasser sowie in PBS (pH 7.4) bei unterschied-
lichen Proteinkonzentrationen mithilfe der dynamischen Lichtstreuung untersucht, sodass
eine Aussage hinsichtlich des Aggregationsverhaltens von VEGF in verschiedenen
Medien getroffen werden konnte. Links in Abbildung 4.42 sind die hydrodynamischen
Durchmesser des Proteins mit unterschiedlichen Konzentrationen in Wasser als Medium
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich bei den drei untersuchten Konzentrationen das
Maximum der Messkurve bei ungeféahr 3 nm befindet. Demnach liegen unter diesen Be-
dingungen keine groéReren Proteinaggregate vor. Die Untersuchungen in PBS (Abbil-
dung 4.42 rechts) ergaben ein anderes Ergebnis. Im Vergleich zu den Messungen in Was-
ser ist das Maximum des hydrodynamischen Durchmessers bei einer Konzentration von
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100 pg mL~tin PBS bei 79 nm zu finden. Bei einer Konzentration von 75 pg mL~* liegen
zwei Maxima vor, eines bei 79 nm und eines bei 4 nm. Die Messkurve der geringsten
untersuchten Konzentration von 50 pg mL™! besitzt nur ein Maximum bei 4 nm. Diese
Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass es bei hdheren Konzentrationen in PBS zur
Aggregation des Proteins kommt. Mit sinkender Konzentration scheint sich diese Aggre-
gation zu vermindern. Da im Rahmen dieser Arbeit mit Konzentrationen bis maximal
50 ug mL* gearbeitet wurde, kann davon ausgegangen werden, dass eine Proteinaggre-
gation wahrend der Versuche zu vernachlassigen ist. Hinsichtlich des Aggregations-
verhaltens unterscheidet sich damit das VEGF deutlich vom BMP-2, mit dem &hnliche
Untersuchungen in vorherigen Arbeiten durchgefiihrt wurden. Letztgenanntes neigt in
PBS schon bei geringeren Konzentrationen (25 pug mL™1) zur Bildung gréRerer
Aggregate.???]

Bei Betrachtung des absoluten Wertes des hydrodynamischen Durchmessers féllt auf,
dass dieser deutlich Kleiner ist, als die Dimerstruktur des VEGFs vermuten l&sst. Die
exakten AusmaRe des Proteins sind nicht bekannt, aber wegen seiner Ahnlichkeit zum
PIGF, dessen Ausmale 7 nm x 3.5 nm x 2.5 nm umfassen, wirde ein hydrodynamischer
Durchmesser tber 7 nm erwartet werden. Diese Diskrepanz kann auf Messungenauig-
keiten des DLS-Gerdts zuriickgefiihrt werden. Fir die Kalkulation des hydrodynamischen
Radius” aus der Fluktuation der Lichtstreuung werden einerseits spharische Partikel an-
genommen, was fur das VEGF nicht gegeben ist. Andererseits sind die eingesetzten Kon-
zentrationen sehr gering, was ebenfalls die fehlerhaften Absolutwerte verursachen
kdnnte. Nichtsdestotrotz zeigen die Ergebnisse, dass sowohl die Proteinkonzentration als
auch das Medium einen Einfluss auf das Aggregationsverhalten des VEGFs haben.
Zusétzlich wurde das Zeta-Potential bei der Probe mit der VEGF-Konzentration von
150 pg mL~t in Wasser gemessen. Der Wert belief sich auf 17 + 6 mV.
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Abbildung 4.42: Ergebnisse der DLS-Messungen von VEGF-Ldsungen mit unterschiedlichen Protein-
konzentrationen. Links: Hydrodynamischer Durchmesser mit Wasser als Medium; rechts:
Hydrodynamischer Durchmesser mit PBS als Medium.
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4.3.2  Mdogliche Wechselwirkungen zwischen VEGF und NPSNPs

Die Experimente zur Immobilisierung von VEGF auf den sp-NPSNPs sowie die anschlie-
Rende Freisetzung fanden in PBS (pH 7.4) statt. VEGF besitzt seinen isoelektrischen
Punkt bei einem pH-Wert von etwa 8.5 und ist somit ein basisches Protein, dessen positiv
geladene Bereiche unter den genannten Freisetzungsbedingungen Uberwiegen. Fir die
Immobilisierung des Wachstumsfaktors auf der Oberflache der nanopordsen Silica-
Nanopartikel spielen die Wechselwirkungen zwischen den funktionellen Gruppen der
Oberflachenmodifizierung und dem VEGF eine entscheidende Rolle. Dabei kann es in
Abhangigkeit der Modifizierung beispielsweise zu Wasserstoffbriickenbindungen,
elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen oder zu einer Kombination aus
mehreren dieser Interaktionen kommen. In Abbildung 4.43 sind diese fir die erprobten
Silica-Oberflachen zusammen mit einem VEGF-Monomer, bei dem die hydrophoben und
polaren Bereiche farblich visualisiert wurden, schematisch dargestellt.

Elektrostatische AbstoRung
Elektrostatische An2|ehung

PN Si
Hydrophobe Ww. LrTTQAY, HOTY)
%° O\2~ |2 Oo

< Nanoporoser
Silica-Nanopartikel

Abbildung 4.43: Schematische Darstellung der moglichen Wechselwirkungen zwischen VEGF und den
funktionellen Gruppen auf der Oberflache der unmodifizierten (NPSNP) und amino-mo-
difizierten (NPSNP-NHy) Silica-Nanopartikel. Zusatzlich ist eine farblich codierte Dar-
stellung der hydrophoben (cyan) und polaren (magenta) Bereiche eines VEGF-Monomers
zu sehen. 2681

Die unmodifizierten Silica-Nanopartikel verfugen tber zahlreiche Silanolgruppen auf der

Oberflache, mit denen in PBS neben schwachen Wasserstoffbriickenbindungen auch

elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der negativ geladenen Nanopartikelober-

flache und den positiv geladenen Bereichen des Proteins moglich sind.

Im Vergleich dazu besitzen die amino-modifizierten NPSNPs in PBS ein leicht positives

Zeta-Potential, das auf die eingefuihrten Aminogruppen zuruckzufihren ist. Eine Immo-

bilisierung ber elektrostatische Anziehungskrafte kann nur mit negativ geladenen

Bereichen des Proteins stattfinden. Da diese jedoch auf der Oberflache des VEGFs bei

einem pH-Wert von 7.4 kaum vorliegen, sind andere Wechselwirkungen fir die

Adsorption des Wachstumsfaktors verantwortlich. Mittels der Propylen-Kette in den

funktionellen Gruppen sind hydrophobe Wechselwirkungen mit den unpolaren Regionen

des Proteins moglich. Zusétzlich kann es zu Wasserstoffbriickenbindungen kommen.
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Daruber hinaus beeinflusst die Anwesenheit von BSA im verwendeten Immobilisierungs-
medium die maoglichen Wechselwirkungen. BSA hat einen isoelektrischen Punkt von
4.71571 und besitzt unter den Bedingungen eine negative Oberflachenladung. Damit sind
elektrostatische Anziehungskrafte zum VEGF-Dimer maglich.

Diese Argumentationen zeigen, dass die nicht-kovalente Anbindungen von Proteinen
uber physikalische Interaktionen sehr komplex sind und sich deren tatsachliche Einfliisse
nur schwer vorhersagen und quantifizieren lassen.[??%]

4.3.3  Quantifizierung der immobilisierten VEGF-Mengen

Die Immobilisierung von VEGF auf unmodifizierte sowie amino-modifizierte
sp-NPSNPs erfolgte durch Inkubation von 4 mg der jeweiligen Nanopartikelsorte mit
einer VEGF-Losung, deren Konzentration 1pgmL— oder 2pugmLt in PBS
(0.1 % BSA) betrug. Die immobilisierten VEGF-Mengen auf den entsprechenden
sp-NPSNPs wurden anschliefend indirekt mithilfe der ELISA-Methode bestimmt. Dafiir
wurden die VEGF-Konzentrationen in dem jeweiligen Immobilisierungsuberstand und in
der Waschlésung quantifiziert und von den bekannten Ausgangskonzentrationen subtra-
hiert. In Abbildung 4.44 sind diese Konzentrationen zusammen mit den Konzentrationen
der Ausgangslésungen und den sich daraus ergebenden Beladungseffizienzen dargestellt.
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Abbildung 4.44: Darstellung der ermittelten VEGF-Konzentrationen in den Ausgangslésungen und den
jeweiligen Inkubations- bzw. Waschldsungen sowie Angaben zu den verwendeten Inku-
bationskonzentrationen des VEGFs in PBS (0.1 % BSA) und den Beladungseffizienzen.

Der Abbildung 4.44 ist zu entnehmen, dass die ermittelten Konzentrationen der VEGF-
Ausgangslésung gut mit den theoretischen Konzentrationen von 2 000 ng mL~! bzw.
1 000 ng mL! Gibereinstimmen. Die VEGF-Gehalte in den Immobilisierungsiiberstanden
und in den Waschlosungen liegen im unteren ng mL--Bereich. Damit ergeben sich so-
wohl fur die unmodifizierten als auch fur die amino-modifizierten Silica-Nanopartikel
Beladungseffizienzen von Gber 99 %. Eine Erh6hung der Immobilisierungskonzentration
von 1 000 ng mL~* auf 2 000 ng mL~* bei den amino-modifizierten Silica-Nanopartikeln
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zeigt keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Beladungseffizienz. Unter Be-
ricksichtigung der eingesetzten Konzentrationen ergeben sich bei einer Ausgangskon-
zentration von 1 000 ng mL~! Beladungen von 200 ng VEGF pro Milligramm Nano-
partikel. DemgemaR ist der Wert fiir eine Ausgangskonzentration von 2 000 ng mL~dop-
pelt so groB (400 ng mg1). Diese Angaben gelten allerdings nur unter der VVoraussetzung,
dass die Proteinmolekiile keinen Denaturierungseffekten unterliegen, welche die immu-
nologische Aktivitat beeintrachtigen. Nicht immobilisierte, aber denaturierte VEGF-
Molekiile kdnnten nicht zum ELISA-Signal beitragen und somit die indirekt bestimmten
Immobilisierungsmengen erhéhen.

Die theoretisch mogliche VEGF-Menge, die an die Oberflache der nanopordsen Silica-
Nanopartikel mit einem Durchmesser von 46 nm in einer Monoschicht adsorbieren kann,
lasst sich mithilfe einiger Annahmen abschatzen (s. Abschnitt 7.3.4 im Anhang, vgl. Be-
rechnungen von Huang et al.?%81 sowie Schmidt??!). Analog zu den Berechnungen fiir
die maximale siRNA-Immobilisierungsmenge wurde dabei angenommen, dass die Dichte
der nanopordsen Silica-Nanopartikel 1 gcm= betragt. Dieser Wert wurde aus dem
Literaturwert fiir Stober-Partikel (2 g cm~3)[?%61 unter Beriicksichtigung einer Porositét
von 50 % abgeleitet. Da die exakte GroRe des verwendeten VEGFiss-Dimers nicht
bekannt ist, wurde die zweidimensionale Abmessung eines PIGF-Dimers
(7 nm x 3.5 nm)[%%%1 wegen seiner Zugehérigkeit zur VEGF-Familie verwendet. Die
resultierende maximale VEGF-Immobilisierungsmenge belduft sich auf 338 ng VEGF
pro Milligramm Nano-partikel (271 VEGF-Molekiile pro Nanopartikel). Im Vergleich zu
der immobilisierten Menge von 0.4 ug mg-!, die bei einer Inkubationskonzentration von
2 ug mL! erhalten wurde, konnte demnach nach Bedarf noch deutlich mehr VEGF auf
der Oberflache immobilisiert werden.

Unter den gegebenen Immobilisierungsbedingungen lag neben dem VEGF mit einer Kon-
zentration von 100 pg mL-* das Protein BSA in Losung vor, welches ebenfalls an der
Oberflache der Silica-Nanopartikel adsorbieren konnte (insgesamt 80 g in 0.8 mL). Aus
diesem Grund wurden zuséatzliche Berechnungen fiir eine Immobilisierung des BSAs auf
die Silica-Nanopartikel durchgefuihrt (ebenfalls Anhang 7.3.4). Dabei ergab sich ein Wert
von 258 ug Protein pro Milligramm Nanopartikel. Da die Summe der bei den Versuchen
vorhandenen Proteine (0.4 pg mg~ VEGF und 20 pg mg-! BSA) deutlich unterhalb der
maximalen Beladungsmenge liegt, sollte die vollstdndige Immobilisierung von VEGF
durch die Anwesenheit von BSA nicht beeintrachtigt werden.

Die Ergebnisse einer vollstandigen Immobilisierung des dargebotenen Wachstumsfaktors
stehen im Einklang mit vorherigen Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe Behrens.
Unter dhnlichen Bedingungen wurde bereits gezeigt, dass sich BMP-2, BDNF und
TGF-B3 auf NPSNPs immobilisieren lassen.[221:222]
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4.3.4  Freisetzung von VEGF von sp-NPSNPs

Das Freisetzungsverhalten von VEGF wurde im Anschluss an die Immobilisierung
untersucht. Dazu wurden zu den VEGF-beladenen nanopordsen Silica-Nanopartikeln
(4 mg sp-NPSNP bzw. sp-NPSNP-NH2) 800 uL PBS (0.1 % BSA) gegeben und fir
bestimmte Zeit bei 37 °C gelagert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden die Silica-Partikel
durch Zentrifugation vom uberstehenden Medium separiert, die Medien abgenommen
und durch frische PBS-L6sungen ersetzt. AnschlieBend wurden die ins Medium abgege-
benen Proteinmengen uber einen ELISA quantifiziert und kumulativ aufgetragen (Abbil-
dung 4.45). Die ermittelten Freisetzungsmengen nach 99 Tagen sind in Tabelle 4.11 mit
dem sich daraus ergebenen prozentualen Anteil bezogen auf die Immobilisierung aufge-
listet.
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Abbildung 4.45: Auftragung der kumulativen VEGF-Freisetzung von unmodifizierten sp-NPSNPs (oben
links) und von amino-modifizierten sp-NPSNPs (oben rechts) in PBS (0.1 % BSA) bei
37 °C Uber einen Zeitraum von 99 Tagen. Zusétzlich ist eine kombinierte Darstellung der
einzelnen Graphen (unten) zu sehen.
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Tabelle 4.11:  Zusammenstellung der Ergebnisse aus den Freisetzungsexperimenten.

Immobilisierte Freigesetze Freigesetzter
VEGF-Menge VEGF-Menge Anteil
/ng mg! /ng mg? 1 %
sp-NPSNP 200 24+ 0.6 2+1
sp-NPSNP-NH> 200 107.5+11.9 54+6
sp-NPSNP-NH> 400 163.8 £ 22.4 41+6

Die Diagramme zeigen, dass sich sowohl die Freisetzungsprofile als auch die freigesetz-
ten VEGF-Mengen der unmodifizierten und der amino-modifizierten sp-NPSNPs deut-
lich unterscheiden. Bei den unmodifizierten sp-NPSNPs wurden in den ersten 60 Tagen
0.9 ng mg! abgegeben. Danach erhohte sich die freigesetzte Menge in den folgenden
Tagen fast linear, sodass nach 99 Tagen 2.4 ng mg~* (2 %) abgegeben wurden. Der An-
stieg zum Ende des Freisetzungsexperiments lasst vermuten, dass die Abgabe des Pro-
teins noch nicht beendet ist. Im Vergleich zu den unmodifizierten sp-NPSNPs wurden
insgesamt 107.5 ng mg~* (54 %) von den amino-modifizierten Nanopartikeln mit gleicher
Beladungsmenge nach 99 Tagen freigesetzt. Bei dem Ansatz mit doppelter Immobilisie-
rungsmenge konnten in dem gleichen Zeitraum 163.8 ng mg~ (41 %) abgegeben werden,
wobei der Verlauf des Freisetzungsprofils gleich blieb. Auch diese Freisetzungskurven
zeigen noch keine Sattigung. Bei der Freisetzung von den amino-modifizierten Nanopar-
tikeln verringern sich die Freisetzungsraten des VEGFs mit der Zeit kontinuierlich. Wah-
rend bei Partikeln mit einer Beladung von 0.2 pg mg= in der ersten Woche noch
2.6 ng mg! pro Freisetzungstag abgegeben wurden, sinkt diese Rate auf 0.9 ng mg pro
Tag in den letzten sieben Tagen des Freisetzungszeitraums. Fir die doppelte Beladungs-
menge belaufen sich die Raten am Anfang auf 4.9 ng pro Tag bzw. am Ende auf 0.6 ng
pro Tag. Diese Freisetzungsprofile konnen einer Kinetik erster Ordnung zugeordnet wer-
den, bei der die Freisetzung durch die Diffusion, die Auflésung der Matrix und durch
Wechselwirkung zwischen Protein und Tragermaterial beeinflusst wird.[2"

Wie bei der siRNA-Freisetzung beruht die treibende Kraft fir eine Freisetzung auf dem
VEGF-Konzentrationsgradienten zwischen der Nanopartikeloberflache und dem umge-
benden Medium. Das MaR der Freisetzung wird allerdings von den Wechselwirkungen
des VEGFs mit der Nanopartikeloberflache beeinflusst. Die Ergebnisse der VEGF-Frei-
setzung deuten darauf hin, dass insbesondere die elektrostatische Anziehungskraft zwi-
schen den unmodifizierten Nanopartikeln und dem VEGF fir eine starkere Anhaftung auf
der Oberflache sorgt, wodurch die Freisetzung vermindert wird. Im Gegensatz dazu ist
die elektrostatische Anziehung zwischen den amino-modifizierten Nanopartikeln und
dem VEGF vermutlich schwdcher ausgepréagt, da beide Komponenten ein positives Zeta-
Potential in PBS aufweisen. In diesem Fall wird die Freisetzung wahrscheinlich tber die
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hydrophoben Wechselwirkungen reguliert und durch die elektrostatische Abstoliung be-
gunstigt. Angesichts der erhaltenen Ergebnisse kann demnach gefolgert werden, dass die
APTES-Modifizierung der Silica-Oberflache eine kontinuierliche VEGF-Freisetzung
Uiber einen ldngeren Zeitraum ermaglicht. Ahnliches wurde bereits in vorherigen Studien
der Arbeitsgruppe Behrens festgestellt.[??1:2221 Beispielsweise konnte fiir den Wachstums-
faktor TGF-B3 unter dhnlichen Bedingungen mit amino-modifizierten NPSNPs eine
Menge von 115 ng mg (58 % der Immobilisierungsmenge) innerhalb von 77 Tagen
freigesetzt werden.??! Die in dieser Arbeit erhaltenen VEGF-Freisetzungsmengen fiir
amino-modifizierte NPSNPs mit gleicher Beladung (0.2 pug mg?) lagen nach 77 Tagen
bei 95 ng mg* (48 %), was derselben GroRenordnung entspricht.

Neben der Oberflachenmodifizierung hat die Degradation der Nanopartikel unter den ge-
gebenen Bedingungen einen Einfluss auf die Freisetzung des Wachstumsfaktors. Dabei
kann eine Auflosung der Partikel die Abgabe des Wachstumsfaktors begiinstigen. Um die
Morphologie, die GréRe und das Porensystem der Partikel nach der 99-tagigen Freiset-
zung zu beurteilen, wurden deswegen TEM-Aufnahmen angefertigt. Sie sind in Abbil-
dung 4.46 zusammen mit TEM-Aufnahmen der Partikel nach der Synthese dargestellt.

sp-NPSNP sp-NPSNP-NH2
LS 25 D % BT Tty R LR

Synthese

Nach 99-tagiger Freisetzung

Abbildung 4.46: TEM-Aufnahmen der unmodifizierten (links) und der amino-modifizierten sp-NPSNPs
(rechts) nach der Synthese und nach einer 99-tagigen Freisetzung von VEGF.

Im Vergleich zu den frisch synthetisierten Partikeln zeigen sowohl die unmodifizierten
als auch die amino-modifizierten Nanopartikel nach der Freisetzung deutliche Degrada-
tionserscheinungen. Die anfangs sphérische Struktur der Partikel ist nunmehr unférmig.
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Es sind auch Verwachsungen zwischen den Partikeln zu beobachten, die auf eine Ost-
wald-Reifung zurtckzufuhren sind (vgl. Abschnitt 4.2.3). Der Partikeldurchmesser der
anfanglich 46 = 3 nm grol3en Partikel ist auf 34 £ 4 nm (sp-NPSNPs) bzw. auf 37 £ 6 nm
(sp-NPSNPs-NH:) gesunken. AulRerdem erscheint das Porensystem deutlich diffuser,
was fir eine Umstrukturierung der Silica-Matrix spricht. Hinsichtlich des Fortschritts der
Degradation sind zwischen den beiden Nanopartikelsorten keine offensichtlichen Unter-
schiede auszumachen. Trotz der langen Versuchslaufzeit von 99 Tagen ist keine vollstén-
dige Degradation zu verzeichnen. Dies kann auf die verwendete Konzentration der Na-
nopartikel zuriickgefiihrt werden, die mit 5 mg mL erheblich iiber der Loslichkeit von
porésen Silica-Nanopartikeln in PBS lag (0.120 mg mL1).[1 Das Medium wurde im
Verlauf des Freisetzungsexperiments fiinfzehnmal gewechselt, sodass sich max. 1.4 mg
Silica-Material der eingangs 4 mg in 800 pL Medium hatten lI6sen kénnen. Die unvoll-
stdndige Degradation der Nanopartikel unter diesen Bedingungen kénnte auch die nicht
beendete Freisetzung erklaren. Nach 99 Tagen Freisetzung besteht demnach immer noch
die Mdoglichkeit, dass VEGF-beladene Nanopartikel im Medium vorliegen und das Pro-
tein abgeben kdnnen.

Ausfuhrlichere Untersuchungen zum Auflésungsverhalten der Nanopartikel unter den ge-
gebenen Immobilisierungs- und Freisetzungsbedingungen wurden von N. Schmidt der
Arbeitsgruppe Behrens durchgefiihrt. Sie konnte anhand von TEM-Aufnahmen zeigen,
dass die Immobilisierungsbedingungen (24 Stunden in PBS (0.1 % BSA) bei 4 °C) keine
Auswirkungen auf die Morphologie und GroR3e der un- und amino-modifizierten Nano-
partikel haben. Uber Physisorptionsmessungen der Nanopartikel nach der simulierten Im-
mobilisierung zeigte sich jedoch eine Verringerung der spezifischen Oberflache und des
Porenvolumens. Des Weiteren wurde festgestellt, dass sich das Degradationsverhalten
der un- und amino-modifizierten Nanopartikel kaum voneinander unterschied.[?2]

Fur eine ausfuhrlichere Bestimmung der Degradationskinetik sollten neben TEM-Auf-
nahmen auch ICP-Messungen zur Ermittlung des Si-Gehaltes im Medium herangezogen
werden. Ferner wirde es sich anbieten, Bedingungen zu wéhlen, welche der Anwendung
in einer Zellkultur néherkommen, da Einfliisse wie die Anwesenheit von Proteinen sowie
die Konzentration einen Einfluss auf die Degradationskinetik haben (vgl.
Abschnitt 2.2.1).

Ein weiterer Aspekt, der sich entscheidend auf die VEGF-Freisetzungsmenge auswirken
konnte, ist die Stabilitat des Proteins unter den verwendeten Bedingungen, auf die im
Unterkapitel 4.3.5 eingegangen wird.

Insgesamt l&sst sich festhalten, dass sich trotz gleicher Immobilisierungsmengen fur die
unmodifizierten und amino-modifizierten sp-NPSNPs ein anderes Freisetzungsprofil so-
wie unterschiedliche Freisetzungsmengen ergeben. Wéhrend von den sp-NPSNPs ledig-
lich 2 % der anfanglichen Beladung wieder abgegeben wurden, belief sich die Menge bei
den sp-NPSNP-NH: auf 65 %. Mit einer Verdopplung der Beladungsmenge bei den

139



4 Ergebnisse und Diskussion

amino-modifizierten Nanopartikeln konnte auch die abgegebene Menge gesteigert wer-
den. Alle Freisetzungen sind nach diesem Zeitraum noch nicht beendet. Dies konnte mit
einer noch nicht vollstdndigen Degradation in Zusammenhang gebracht werden.

4.3.5 Degradationsverhalten von VEGF unter den Immobilisierungs- und Frei-
setzungsbedingungen

Fur eine Aussage hinsichtlich der Degradation des VEGFs wahrend der Immobilisierung
bzw. der Freisetzung wurden VEGF-Losungen mit einer Konzentration von 1 pug mL™?
ohne Zusatz von Nanopartikeln unter ahnlichen Bedingungen behandelt. Zu bestimmten
Zeitpunkten der Beladungs- und Freisetzungsprozedur wurden jeweils drei VEGF-Ali-
quote erst eingefroren und anschlieBend gesammelt hinsichtlich ihres VEGF-Gehalts un-
tersucht. Die mit einem ELISA ermittelten Konzentrationen sind in Abbildung 4.47 dar-
gestellt.

=
I
)

=
N}
h

=
o
|

o
o

o
o

o
~
1

o
N

VEGF-Konzentration / ug mL™

o
=]
!

& 1 4 7 11 14 24
RS 35 56

Q&\O@l—‘\’p@ Tage unter Freisetzungsbedingungen
v&q’:&v
Abbildung 4.47: Mittels ELISA bestimmte VEGF-Konzentrationen einer 1 pg mL~ VEGF-LGsung nach
einer Simulation des Immobilisierungsprotokolls und nach unterschiedlich langer Lage-
rung bei 37 °C zur Nachahmung der Freisetzungsbedingungen.
Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die Inkubationsbedingungen, d. h. 24 Stunden bei
4 °C im Thermoschuttler mit anschlieRender Zentrifugation, kaum Auswirkungen auf die
Stabilitdt der VEGF-Molekile hatten. Die ermittelte Konzentration der Ausgangslésung
von ca. 1.11 pgmL~! entspricht unter Beriicksichtigung der Standardabweichung
(+ 0.2 ug mL™1) der Konzentration von 1.06 pg mL~! nach 24-stiindiger simulierter Im-
mobilisierung. Auch nach einem Tag der Lagerung unter Freisetzungsbedingungen
(37 °C) konnte eine dhnliche Konzentration detektiert werden. Dies anderte sich aller-
dings im weiteren Verlauf, und die Konzentration des nachweisbaren VEGF sank stetig.
Nach vier Tagen konnten bereits nur noch 84 % und nach 24 Tagen lediglich 46 % nach-
gewiesen werden. Nach 56 Tagen ist der quantifizierte VEGF-Gehalt mit 0.35 pug mL™*
auf 31 % der eingesetzten Menge gesunken. Die Ergebnisse deuten auf eine graduelle
Denaturierung bzw. Degradation des VEGFs mit der Zeit hin. Die Denaturierung kann

mit einer Konformationsanderung des Proteins in Ldsung erklart werden, da die native
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Struktur eines Proteins Ublicherweise nur eine geringe thermodynamische Stabilitat auf-
weist.?"l Die von den Nanopartikeln freigesetzten VEGF-Molekiile unterliegen zwar
auch solchen strukturellen Veranderungen, dass jedoch tber einen Zeitraum von 99 Ta-
gen kontinuierlich VEGF freigesetzt werden konnte, spricht flr einen stabilisierenden
Effekt der Nanopartikel auf die Proteine. Ein &hnliches Verhalten wurde auch von
N. Schmidt mit den gleichen Nanopartikeln und den Wachstumsfaktoren BDNF und
TGF-B3 beobachtet.[??!] Dies bestatigt die bereits in der Literatur beschriebene Stabilisa-
tion von Proteinen durch die Immobilisierung auf nanoskaligen Materialien.[?"?

44,6  Tube-Assay

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die entwickelten VEGF-Nanotréger in ein Fibringe-
rist einzuarbeiten, sodass durch eine graduierte und kontrollierte Freisetzung des Wachs-
tumsfaktors von den Nanopartikeln die Tube-Bildung von Endothelzellen in das Ger{ist
hinein unterstitzt wird. Nachdem die Immobilisierung des VEGFs und die anschlieRende
Freisetzung untersucht wurde, folgen in diesem Abschnitt die in vitro-Testungen des ent-
wickelten Freisetzungssystems. Da sich die amino-modifizierten im Vergleich zu den un-
modifizierten NPSNPs durch eine langfristige VEGF-Freisetzung auszeichneten, wurden
ausschlie3lich diese Nanopartikel verwendet. Das Potential einer Substanz, die Kapillar-
bildung von Endothelzellen und damit auch die Angiogenese zu unterstiitzen, wird haufig
mit einem Tube-Assay bewertet. Dabei wird anhand von mikroskopischen Bildern das
Ausmal} der Kapillarbildung von Endothelzellen nach der Inkubation mit dem zu testen-
den Stoff bewertet. Der erste Tube-Assay, der im Rahmen dieser Arbeit mit den nano-
pordsen Silica-Nanopartikeln durchgefuhrt wurde, verlief nach einer Vorschrift von
Lau et al. in einer 3D-Kultur mit rot fluoreszierenden Endothelzellen (RFP-HUVECS) in
Kokultur mit Stammzellen aus Fettgewebe (adipose-derived stem cells, ASCs). Letztge-
nannte sollten durch die Sekretion von proangiogenen Wachstumsfaktoren (darunter auch
VEGF) bzw. Mediatoren (Botenstoffe) die Tube-Bildung unterstiitzen.[?”®! Fir den Assay
wurde zundchst eine Thrombin-Ldsungen vorgelegt. AnschlieBend wurde eine Fibrino-
gen-Losung, in der sowohl die RFP-HUVECSs als auch ASCs in einem 1:1-Verhaltnis
vorlagen, mit der Thrombin-Ldsung vermischt. Um den Einfluss der VEGF-beladenen
Silica-Nanopartikel zu untersuchen, wurden 20 ug NPSNPs (Beladung: 0.4 ug mg?)
ebenfalls in die Fibrinogen-Ldsung eingearbeitet. Nach der Polymerisation wurde Zell-
kulturmedium auf das entstandene Fibrin gegeben. Dabei enthielt das Medium bei Ansét-
zen mit Silica-Nanopartikeln kein VEGF, wahrend bei den Kontrollen eine VEGF-Kon-
zentration von 40 ng mL~* VEGF im Medium vorlag. Es wurden zwei verschiedene Fib-
rinogen-Konzentrationen untersucht (1 mg mL~* sowie 5 mg mL™'), wodurch sich ver-
schiedene Polymerisierungsgrade und damit auch verschiedene Festigkeiten ergaben.
Mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops wurde die Tube-Bildung nach zwei sowie nach
finf Tagen beurteilt (Abbildung 4.49 und Abbildung 4.50).
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VEGF@sp-NPSNP Kontrolle mit VEGF im Medium

Fibrinogen: 1 mg mL

Fibrinogen: 5 mg mL™*

500 pm 500 pm

Abbildung 4.49: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Tube-Assays mit RFP-HUVECs zwei
Tage nach dem Start. Links: Fibringel mit VEGF-beladenen Silica-Nanopartikeln; rechts:
Kontrolle ohne Nanopartikel, aber mit VEGF im Medium.
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Abbildung 4.50: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Tube-Assays funf Tage nach dem Start.
Links: Fibrin-Gel mit VEGF-beladenen Silica-Nanopartikeln; rechts: Kontrolle ohne
Nanopartikel, aber mit VEGF im Medium. Zusétzliche Angabe der Fibrinogen-Konzen-
tration.
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Es ist zu erkennen, dass sich nach zwei Tagen zum Teil kleine Tubes gebildet haben (mit
Pfeilen gekennzeichnet). Fir beide Fibrinogen-Konzentrationen erscheint die Ausbildung
der Tubes bei den Proben mit VEGF-beladenen Silica-Nanopartikeln im Fibrin starker
ausgepragt: Bei einer Fibrinogen-Konzentration von 1 mg mL™* konnen mit NPSNPs
mehr diinne Kapillaren ausgemacht werden als bei der Kontrolle mit VEGF im Medium.
Bei dem Fibringel mit 5 mg mL--Fibrinogen sind bei der Probe mit Nanopartikeln eben-
falls schon einige Tubes zu sehen, im Vergleich mit der geringeren Fibrinogen-Konzent-
ration féllt deren Anzahl aber geringer aus. Bei der Kontrolle mit VEGF im Medium sind
noch keine Kapillaren zu erkennen. Nach funf Tagen haben sich bereits deutlich erkenn-
bare netzwerkartige Kapillaren gebildet. In dem geringer konzentrierten Gel wirken diese
langer und dicker. AuBerdem scheinen die Tubes bei den Fibringelen mit VEGF-belade-
nen Nanopartikeln besser ausgeprégt zu sein als bei den Gelen mit I6slichem VEGF im
Medium, wobei die Unterschiede untereinander im Vergleich zu Abbildung 4.49 geringer
ausfallen.

Die Beobachtung einer schlechteren Ausbildung der Tubes in héher konzentrierten Fib-
ringelen kann auf einen gehemmten Transport der proangiogenen Faktoren durch die
Matrix zuriickgefuhrt werden.?l Zudem kénnte ein dichteres Gel eine raumliche Rest-
riktion fur die migrierenden Zellen darstellen, sodass die Aussprossung teilweise inhibiert
wird. Dass die Kapillarbildung mit VEGF-beladenen Nanopartikeln im Fibrin besser er-
scheint als bei der exogenen Zugabe von VEGF, kann mehrere Ursachen haben. Einer-
seits konnte das von den NPSNPs freigesetzte VEGF kiirzere Diffusionswege besitzen
und somit besser fur die HUVECs zugénglich sein als VEGF, welches im tberstehenden
Medium zugesetzt wurde. Andererseits ist es moglich, dass neben dem VEGF auch die
durch die Degradation der NPSNPs freigesetzten Si**-lonen die Zellen positiv beeinflus-
sen. Einige Studien deuten darauf hin, dass Si**-lonen die Angiogenese fordern kénnen.
Es wird berichtet, dass diese lonen hypoxische Zustande in Zellen imitieren und dadurch
die Expression proangiogener Faktoren erhdhen.[2%52752761 Dar{iber hinaus verandern die
Silica-Nanopartikel die mechanischen Eigenschaften des Fibrins, was sich ebenfalls auf
das Zellverhalten auswirken kann.?””1 Mit den Nanopartikeln wurden den Zellen insge-
samt 8 ng VEGF dargeboten, wahrend durch die verschiedenen Medienwechsel 24 ng
I6sliches VEGF bei den Kontrollen zur Verfligung standen. Diese Ergebnisse liefern erste
Hinweise auf einen positiven Effekt von VEGF-beladenen Nanopartikeln auf die Tube-
Bildung von Endothelzellen. Nichtsdestotrotz besteht die Herausforderung bei einem
dreidimensionalen Tube-Assay in der Visualisierung des gebildeten Kapillarnetzwerks,
welches sich aufgrund der Einbettung der Zellen in das Gel in alle drei Raumrichtungen
erstreckt. Das verwendete Fluoreszenzmikroskop ermdglicht allerdings nur Aufnahmen
einer Ebene, sodass sich viele Zellen auf3erhalb der Fokusebene befinden und nicht dar-
gestellt werden kénnen. Dies macht wiederum eine Beurteilung bzw. Auswertung anhand
von Aufnahmen schwierig. Aus diesem Grund wurde der Aufbau abgewandelt und ein

143



4 Ergebnisse und Diskussion

2D-Assay durchgefihrt. Zusétzlich wurde auch auf die Kokultur mit ASCs verzichtet, um
lediglich die Auswirkungen einer Nanopartikelzugabe auf die Endothelzellen zu betrach-
ten und zusatzliche Einflussfaktoren auszuschlieRen. Uberdies wurde die VEGF-Bela-
dung der Silica-Nanopartikel erhéht, um die von den Nanopartikeln abgegebenen VEGF-
Mengen den exogen zugesetzten Mengen anzupassen. Dazu wurden folgende Uberlegun-
gen getétigt: Die Menge, die dem Uberstehenden Medium zugesetzt wird, bel&uft sich auf
8 ng pro Medienwechsel, womit insgesamt 24 ng Uber einen Zeitraum von einer Woche
zugegeben werden. GemaR der Freisetzungskinetik aus Abschnitt 4.3.5 werden von den
amino-modifizierten Silica-Nanopartikeln innerhalb der ersten finf Tage ca. 5% der
VEGF-Beladungsmenge wieder freigesetzt. Um mit einer Beladung von 0.4 pg mg* auf
die 24 ng zu kommen, missten demnach ca. 1 mg Nanopartikel pro Fibringel verarbeitet
werden, was experimentell allerdings nicht realisierbar ist. Aus VVorversuchen wurde eine
praktikable Fullmenge von 30—40 pg Nanopartikel pro 50 pL Gel ermittelt. Mit der An-
nahme, dass von 38 ug Nanopartikel 24 ng VEGF freigesetzt werden und diese Menge
5 % der Beladung entspricht, musste eine Immobilisierungsmenge von 12.5 ug VEGF
pro Milligramm Nanopartikel vorliegen.

Mit den gednderten Immobilisierungsmengen wurden ebenfalls Beladungs- und Freiset-
zungsexperimente durchgefiihrt. Aus 6konomischen Griinden wurde der Ansatz von 4 mg
Silica-Nanopartikel auf 200 pug Nanopartikel herunterskaliert. AuRerdem wurde ein Frei-
setzungsvolumen von 200 pL gewdhlt, da dieses Volumen Uber den Fibringelen bei dem
Tube-Assay in einer 96-Well-Platte vorlag. Die Nanopartikelkonzentration in Lésung
sank damit von 5 mg mL~t auf 1 mg mL-L. Aus der Subtraktion der bestimmten Konzent-
ration der Inkubationslésung und der Waschlésung von der theoretischen Ausgangskon-
zentration wurde schlieBlich indirekt auf die Immobilisierung geschlossen (Abbil-
dung 4.51).
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Abbildung 4.51: Theoretische Ausgangskonzentration fur die Immobilisierungslésung zusammen mit den
uber einen ELISA ermittelten Konzentrationen der Inkubations- und der Waschlosung.
Zusétzliche Angabe der Beladungseffizienz.
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Die ermittelten Konzentrationen in der Inkubations- sowie der Waschldsung liegen im
ng mL-*-Bereich, womit die Immobilisierung bei tiber 99 % liegt und eine Beladung von
12.5 ug pro Milligramm erreicht wurde. Diese Angaben gelten allerdings nur unter der
Bedingung, dass die Proteinmolekiile keinen Denaturierungseffekten unterliegen, welche
die immunologische Aktivitat beeintrachtigen. Die erhaltene Beladungsmenge liegt im-
mer noch deutlich unterhalb der theoretisch berechneten von 338 ug VEGF pro Milli-
gramm Nanopartikel (vgl. Anhang 7.3.4).

Im Anschluss an die Immobilisierung des Wachstumsfaktors an die Oberflache der Nano-
partikel erfolgten erneut Freisetzungsexperimente. In Anlehnung an die in vitro-Experi-
mente wurde dabei alle zwei Tage das tberstehende Medium gewechselt und durch fri-
sches PBS (0.1 % BSA) ersetzt. Die kumulative Auftragung der via ELISA ermittelten
VEGF-Mengen aus den Freisetzungsuberstanden ist in Abbildung 4.52 zu sehen.
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Abbildung 4.52: Kumulative VEGF-Freisetzung von amino-modifizierten sp-NPSNPs (Beladung:
12.5 pug mg™) in PBS (0.1 % BSA) bei 37 °C Uber einen Zeitraum von 12 Tagen.
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Das Freisetzungsprofil verlauft fast linear mit einer VEGF-Abgabe von ca. 330 ng mg!
pro Tag. Nach 12 Tagen wurden 3 966 + 424 ng mg~* freigesetzt, was 32 + 3 % der the-
oretischen Beladung entspricht. Bei den vorherigen Versuchen mit geringeren Beladungs-
mengen (0.4 pg mg1) waren es nach 11 Tagen 50 + 6 ng mg! (13 + 2 %) der zuvor im-
mobilisierten Menge. Die Freisetzung kann wieder mit dem vorhandenen VEGF-Kon-
zentrationsgradienten zwischen der Partikeloberflache und dem umgebenden Medium er-
klart werden. Die gesteigerten Mengen im Vergleich zu den Ergebnissen aus Ab-
schnitt 4.3.5 kénnen einerseits auf den groReren Konzentrationsgradienten zurtickgefuhrt
werden, der dafir sorgt, dass mehr VEGF ins Medium abgegeben wird, andererseits ist
die Partikelkonzentration in Losung um ein Fiinftel kleiner und das Medium wurde hdu-
figer gewechselt. Diese Verénderung beschleunigt wahrscheinlich die Degradation der
Partikel und begunstigt damit die VEGF-Abgabe.
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Bei dem folgenden zweidimensionalen Tube-Assay wurde der Boden der Wells einer 96-
Well-Platte mit einer Fibrinschicht ausgekleidet. Auf diese wurden in einem zweiten
Schritt RFP-HUVECSs (ohne ASCs) ausgesat. Danach wurden die Zellen mit einer zwei-
ten Fibrinschicht bedeckt, wobei insgesamt vier verschiedene Ansatze als Dreifachbe-
stimmung untersucht wurden. Bei dem ersten Ansatz enthielt die obere Fibrinschicht
20 ug VEGF-beladene Silica-Nanopartikel (12.5 pg mg™1). Dariiber hinaus wurden in ei-
nem Ansatz 10 ug VEGF-beladene sowie 10 pg unbeladene Nanopartikel eingearbeitet,
um eine Variation in der dargebotenen VEGF-Menge zu erhalten. Als Kontrolle dienten
Fibringele, in die keine Nanopartikel eingearbeitet waren. Bei diesen Proben wurde das
VEGF (ber das Uberstehende Medium hinzugefugt. Zusétzlich wurden Fibringele unter-
sucht, die 20 pg unbeladene NPSNPs-NH: enthielten. Bei diesen Proben wurde das
VEGF ebenfalls tber das Kulturmedium zugefihrt. In Abbildung 5.54 sind fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen der vier verschiedenen Ansatze nach vier Tagen in Kultur
dargestellt. Mithilfe der Software AngioTool wurden anhand der Aufnahmen die gebil-
deten Tubes hinsichtlich ihrer Dichte und ihrer Lange ausgewertet (Abbildung 5.55).
Exemplarische Darstellungen einer solchen Auswertung befinden sich im Anhang (Ab-
bildung 7.15). Bei einem Vergleich der unterschiedlichen Anséatze sind keine auffalligen
Unterschiede in Bezug auf die Dichte und die Lange der ausgebildeten Tubes auszu-
machen. Mit den beladenen Nanopartikeln im Fibrin konnten annahernd gleiche Ergeb-
nisse erzielt werden wie mit exogen zugegebenem VEGF. Dies fuhrt zu der Schlussfol-
gerung, dass die Anwesenheit der VEGF-beladenen Silica-Nanopartikel die Kapillarbil-
dung der HUVECSs bei dem zweidimensionalen Tube-Assay nicht beeinflusst. Allerdings
unterschieden sich die insgesamt offerierten VEGF-Mengen der unterschiedlichen An-
séatze deutlich voneinander. Wahrend bei der exogenen Zugabe nach vier Tagen insgesamt
16 ng VEGF dargeboten wurde, belief sich die theoretische VEGF-Menge im Fibringel
mit Silica-Nanopartikeln auf 250 ng bzw. 125 ng.
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A Exogene VEGF-Zugabe (16 ng) B 20 ug VEGF-beladene sp-NPSNPs

C 10 ug VEGF-beladene sp-NPSNPs D 20 ug unbeladene sp-NPSNPs
+ 10 pg unbeladene sp-NPSNPs + exogene VEGF-Zugabe (16 ng)

.

Abbildung 5.54: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines zweidimensionalen Tube-Assays vier
Tage nach der Aussaat der Zellen.
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Abbildung 5.55: Resultate der Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen mit der Soft-
ware AngioTool. Links: Dichte der Tubes; rechts: Gesamtlénge der Tubes (N=2, n=3).

Um eine Aussage Uber die abgegebene VEGF-Menge von den Nanopartikeln im Fibrin-
gel treffen zu kénnen, wurde deswegen ein Freisetzungsexperiment unter dhnlichen Be-
dingungen wie bei dem Tube-Assay durchgefuhrt. Dazu wurden in Fibringele VEGF-
beladene Silica-Nanopartikel eingearbeitet und mit 200 uL Medium Uberschichtet. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden die Medien gewechselt und das VEGF in dem Uber-
stdnden mittels ELISA quantifiziert. In Abbildung 5.56 sind die freigesetzten Mengen als
kumulative Darstellung zu sehen.
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Abbildung 5.56: Kumulative VEGF-Freisetzung von Silica-Nanopartikeln, die in ein Fibringel eingear-
beitet wurden.

Mit 20 pg VEGF-beladenen Silica-Nanopartikeln im Fibringel wurden (ber einen Zeit-
raum von einer Woche ca. 51 = 3 ng VEGF ins Medium abgegeben. Dies entspricht mit
2.5 pug mgca. 20 % der theoretisch vorhandenen VEGF-Menge. Ein Vergleich des Wer-
tes mit der simulierten Freisetzung ohne Fibrin (Abbildung 5.52) zeigt eine gute Uber-
einstimmung. Bei letztgenanntem Experiment wurden nach sechs Tagen ca. 2.5 ug mg
freigesetzt. Aufféllig ist der Unterschied der Kurvenverldufe. Wahrend bei der Freiset-
zung ohne Fibrin ein fast lineares Freisetzungsprofil erhalten wurde, dass nach 12 Tagen
noch keine Sattigung zeigt, flacht die Freisetzung aus dem Fibrin bereits nach sieben
Tagen merklich ab. Dies spricht dafiir, dass das umgebene Fibrin das Freisetzungsprofil
des Wachstumsfaktors beeinflusst. Mit einer Verringerung der eingearbeiteten Menge
VEGF-beladener Nanopartikel wurden nach einer Woche 38 ng + 3 ng VEGF (30 %)
freigesetzt, was verdeutlicht, dass uber den Anteil der Silica-Nanopartikel im Gel die
Freisetzungsmenge gezielt den Anforderungen angepasst werden kann.

Mit der Annahme, dass die freigesetzte VEGF-Menge aus der simulierten Freisetzung
ohne Zellen mit den Mengen bei dem zweidimensionalen Tube-Assay mit Endothelzellen
ubereinstimmt, wirden sich deutliche Unterschiede bei der VEGF-Menge ergeben, die
den Zellen zur Verfligung stand. Bei den Proben mit 20 pug VEGF-beladener NPSNP-NH:
im Fibrin wéren es gemal des Freisetzungsprofils nach vier Tagen 48 ng. Dagegen wur-
den bei den Kontrollen lediglich 16 ng VEGF exogen hinzugegeben. Dies wirde bedeu-
ten, dass trotz deutlich erhohter VEGF-Mengen die Kapillarbildung in einer zweidimen-
sionalen Zellkultur nicht beeinflusst wird. In weiterfuhrenden Untersuchungen sollte des-
wegen das System optimiert sowie der Einfluss des VEGF und der Nanopartikel auf die
Zellen noch umfassender analysiert werden. Zur Untersuchung der Degradation der
Silica-Nanopartikel im Fibringel kénnten beispielsweise nach verschiedenen Zeitpunkten
in Kultur REM-Aufnahmen von getrockneten Gelen angefertigt werden. Darlber hinaus
kdnnte eine Bestimmung des Siliciumgehalts mithilfe von ICP-Messungen erfolgen, um
den Fortschritt der Degradation zu verfolgen. FITC-markierte Nanopartikel kdnnten
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ebenfalls zur Visualisierung und zur Beurteilung der Verteilung der Partikel im Fibrin
herangezogen werden. Diesbeziglich wurden im Rahmen der Arbeit bereits erste Vor-
versuche durchgefuhrt. In Abbildung 7.16 im Anhang ist ein Schnitt durch ein Fibringel
dargestellt, in das FITC-gelabelte NPSNPs-NH: eingearbeitet wurden. Zusétzlich enthielt
das Fibrin Kanéle, die mit RFP-HUVECs besiedelt wurden. In Kombination mit fluores-
zenzmarkiertem VEGF konnte zukinftig mithilfe von solchen Aufnahmen die Lokalisa-
tion des Wachstumsfaktors, der Nanopartikel und der Zellen zeitaufgeldst analysiert wer-
den. Ein weiterer wichtiger Aspekt, der erforscht werden sollte, ist die Auswirkung der
Nanopartikel bzw. der freigesetzten lonen auf die Genexpression der beteiligten Zellen.
Zum Beispiel berichten Dashnyam et al. tiber einen stabilisierenden Effekt von Silicatio-
nen auf den Transkriptionsfakor HIF-1a, welcher u. a. die Expression von VEGF regu-
liert.120%]

4.3.7  Zusammenfassung

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein Freisetzungssystem fiir den Wachs-
tumsfaktor VEGF auf Basis nanoporoser Silica-Nanopartikel (NPSNPs) entwickelt, das
seine Anwendung als Fullmaterial fur die Herstellung eines pravaskularisierten Implan-
tats aus Fibrin fand.

Als Plattform wurden die synthetisierten sp-NPSNPs verwendet, deren Charakterisierung
in Abschnitt 4.1.1 erfolgte. Die 40-50 nm grof3en Partikel mit einem Porendurchmesser
von 3 nm wurden Uber ein post-grafting mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) mo-
difiziert, da sich diese Modifizierung bereits in vorherigen Studien als vielversprechend
fur eine kontrollierte und langfristige Freigabe von Wachstumsfaktoren heraus-
stellte.[?21:222] Die Immobilisierungsexperimente von VEGF auf unmodifizierte sowie auf
amino-modifizierte sp-NPSNPs wurden in PBS (0.1 % BSA) durchgefuhrt. Nach der in-
direkten Bestimmung der Beladungsmengen iber die Uberstands- und Waschlésungen
zeigten sich keine Unterschiede zwischen den beiden Spezies. Die dargebotene Menge
VEGF von 0.2 pug pro Milligramm Nanopartikel konnte vollstdndig immobilisiert wer-
den. Dies war mit der relativ geringen Menge an eingesetztem VEGF zu begriinden, da
theoretische Berechnungen eine maximal mégliche Immobilisierungsmenge von 338 pg
VEGF pro Milligramm Nanopartikel ergaben.

Im Gegensatz zur Immobilisierung zeigten sich deutliche Kontraste beim Freisetzungs-
verhalten von VEGF von den un- sowie amino-modifizierten sp-NPSNPs. Wéhrend iber
einen Zeitraum von 99 Tagen von den unmodifizierten sp-NPSNPs lediglich 2 % freige-
setzt wurden, belief sich die Menge bei den sp-NPSNPs-NH; auf 65 %. Mit einer Ver-
dopplung der Beladungsmenge bei den amino-modifizierten Nanopartikeln konnte auch
die abgegebene Menge gesteigert werden. Trotz des verhaltnismaRig langen Frei-
setzungszeitraum von 99 Tagen schienen die Freisetzungen noch nicht beendet. Dies
konnte mit einer noch nicht vollstdndigen Degradation, die mittels von TEM-Aufnahmen
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ausgemacht werden konnte, in Zusammenhang gebracht werden. Aufgrund der kontinu-
ierlichen Freisetzung angemessener VEGF-Mengen wurden die amino-modifizierten
Silica-Nanopartikel fur die folgenden in vitro-Untersuchungen ausgewaéhit.

Das Potential der Freisetzungssysteme, innerhalb einer Fibrinmatrix die Kapillarbildung
von Endothelzellen zu verbessern, wurde mithilfe von Tube-Assays beurteilt. Bei einem
dreidimensionalen Assay, der in Kokultur mit ASCs durchgefuhrt wurde, konnte eine
verbesserte Ausbildung von kapillarartigen Strukturen ausgemacht werden, wenn VEGF-
beladene Silica-Nanopartikel im Fibrin verarbeitet waren. Da die Visualisierung der sich
gebildeten Tubes einige Herausforderungen beinhaltete, wurde der Versuchsaufbau auf
eine zweidimensionale Kultur abgewandelt. Zusatzlich wurde die Beladungsmenge der
NPSNPs auf 12.5 ug mg* erhoht und auf die Kokultur mit ASCs verzichtet. Uber
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden mithilfe der Software AngioTool die
Dichte der Tubes und ihre Gesamtldnge ausgewertet. Es zeigten sich keine Unterschiede
der untersuchten Ansétze, womit der positive Effekt der NPSNPs im Fibrin bei der zwei-
dimensionalen Zellkultur nicht bestatigt werden konnte.

Insgesamt bieten die durchgefiihrten Versuche eine erfolgversprechende Grundlage fiir
den Aufbau eines Freisetzungssystems fiir VEGF auf Basis von nanopordsen Silica-
Nanopartikeln und seinen Einsatz als Fullmaterial eines Fibrinimplantats, das pravasku-
larisert werden soll. Die (modifizierten) NPSNPs besitzen eine groRe Oberflache, die es
erlaubt, hohe Mengen des Wachstumsfaktors zu immobilisieren. Uber die Oberflichen-
modifizierung und die Beladungsmenge kann das Freisetzungsverhalten gezielt gesteuert
und der Anwendung entsprechend angepasst werden. Die ersten in vitro-Untersuchungen
zeigten erste vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich der Bildung von Tubes von Endo-
thelzellen in einer dreidimensionalen Zellkultur. Dieses Kapillarnetzwerk ist essentiell
fir die Entwicklung eines pravaskularisierten Implantats, bei dem das Fibrinimplantat
vollstandig mit Blutgeféalien durchzogen sein soll.
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5 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit wurden flr zwei verschiedene Typen von Biomolekulen maligeschnei-
derte Freisetzungssysteme auf Basis von nanopordsen Silica-Nanopartikeln (NPSNPs)
entwickelt und ihre Funktionalitat im Hinblick auf ihre Anwendung in der regenerativen
Medizin evaluiert.

Im ersten Teil wurden erfolgreich zwei verschiedene Sorten nanopordser Silica-Nano-
partikel synthetisiert, die als Freisetzungsplattform dienten. Die small pore (sp)-NPSNPs
besaRen einen Partikeldurchmesser von ca. 45 nm und einen Porendurchmesser von ca.
3 nm. Im Vergleich dazu hatten die large pore (Ip)-NPSNPs einen Durchmesser von un-
gefahr 80 nm und wiesen PorengroRen von 3.5 nm und 7.5 nm auf. Die Oberflachen der
Nanopartikel wurden im Anschluss lber ein post-grafting-Verfahren modifiziert, wobei
Aminopropyl- sowie Propyltrialkoxysilane in unterschiedlichen Verhé&ltnissen zum Ein-
satz kamen. Diese Variation der Oberflacheneigenschaften ermdglichte verschiedenartige
Wechselwirkungen mit den Biomolekiilen zum Steuern des Immobilisierungs- und Frei-
setzungsverhaltens.

Der zweite Teil dieser Arbeit behandelt die Entwicklung eines intrazellularen Freiset-
zungssystems fiir sSiRNA auf Basis der hergestellten Silica-Nanopartikel und in Kombi-
nation mit einer Hiille aus Lipiden. Mit den designten Nanotrédgern war es moglich, die
Nukleinsauren in HS-5-GFP-Zellen zu schleusen und den gezielten Knockdown des GFP-
Gens Uber RNA-Interferenz zu erwirken. Der Vorteil dieser nanopartikularen Systeme
besteht in ihrem modularen Aufbau, mit dem sich Eigenschaften gezielt anpassen lassen.
Die gewonnenen Erkenntnisse wéhrend der schrittweisen Entwicklung des Freisetzungs-
systems tragen dazu bei, zukinftige siRNA-Nanotrager auf Basis von Silica-Nano-
partikeln zu verbessern.

Die durchgefuhrten Versuche zeigten beispielsweise, dass das Adsorptions- und Desorp-
tionsverhalten der siRNA Uber die Starke der elektrostatischen Wechselwirkungen einge-
stellt werden kann: Die vorhandene Anzahl protonierbarer Aminogruppen bei der Ober-
flachenmodifizierung der NPSNPs war einerseits entscheidend fir die Immobilisierung
groRBer siRNA-Mengen, andererseits hatte eine hohe Dichte dieser Aminogruppen auf-
grund von elektrostatischen Anziehungen geringe Freisetzungsmengen zur Folge. Zusétz-
lich beeinflussten Partikelmorphologie und Porengrofie das Adsorptions- und Desorp-
tionsverhalten, sodass die genaue Einstellung dieser Parameter kiinftig helfen konnte, die
Transfektionseffizienz zu steigern. Dabei sollte sichergestellt werden, dass bei hohen Im-
mobilisierungsmengen auch ein angemessener Anteil sSiRNA innerhalb der Zellen wieder
freigesetzt werden kann. Eine Alternative zu den verwendeten Alkoxysilanen kénnten
Oberflachengruppen sein, deren Bindungen in endosomaler Umgebung mit sinkendem
pH-Wert gespalten werden, sodass eine Freigabe der siRNA begiinstigt wird.[2"8l
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Bei den in vitro-Versuchen wurde mit einer Immobilisierungsmenge von 75 pg siRNA
pro Milligramm Nanopartikel gearbeitet. Dies entsprach in etwa der Hélfte der bestimm-
ten maximalen Beladung von 140 ug mg=*. Um das vorhandene Potential voll auszu-
schopfen, konnte erprobt werden, wie sich eine hdhere Beladung auf die Transfektions-
effizienz auswirkt.

Zum Schutz der siRNAs und zur Verbesserung der Zellaufnahme sowie des endosomalen
Escapes wurden die siRNA-beladenen Nanopartikel in einer Hille aus Lipiden eingekap-
selt. Dazu wurden DOTAP/DOPE/PEG2000 in einem (50/50/0)- und einem (60/35/5)-
Verhaltnis verwendet. Der sich ergebende Knockdown war mit beiden Lipidformulierun-
gen anndhernd gleich. Dennoch stellt die Zusammensetzung der Lipidhille einen weite-
ren Parameter dar, der zur Einstellung der Eigenschaften variiert werden kann. Unter an-
derem konnten abgewandelte Verhaltnisse oder andere Lipide mit z. B. verschiedenen
PEG-Kettenlangen zum Einsatz kommen. In dem Zusammenhang sollte die Stabilitat der
resultierenden Nanopartikel in Abhéngigkeit der Lipidzusammensetzung néher betrachtet
werden. In dieser Arbeit deuteten die Zeta-Potential-Messungen in Wasser auf keine
stabilen Dispersionen hin. Agglomerierte Partikel mit undefinierter GroRe werden aller-
dings schlechter von Zellen aufgenommen und kénnen somit die Transfektionseffizienz
beeintrachtigen.[®27°1 Weiterfilhrende Untersuchungen sollten deswegen in PBS zur Si-
mulation von Korperflissigkeiten oder direkt in Zellkulturmedium erfolgen. Bei der Ver-
wendung von proteinhaltigen Medien kénnte zudem eine Analyse der Proteinarten, die
auf der Nanopartikeloberflache adsorbieren, von groRRer Bedeutung sein, da sich die Pro-
teinkorona auf die zellulare Aufnahme von Nanopartikeln auswirkt. Um diese Adsorption
gezielt zu steuern, wirde es sich auch anbieten, die Oberflache der Nanotréger direkt mit
Targeting-Proteinen auszustatten. Alternativ kénnen Targeting-Liganden wie Folsaure,
die eine Zellaufnahme verbessern kdnnen, auf der Oberflédche verankert werden.

Die beschriebenen Parameter beeinflussen die Zytotoxizitat der Systeme. Bei der Ver-
wendung von Kontroll-siRNA (siNEG) zeigten die entwickelten Nanotrager unabhangig
von der Nanopartikelsorte bzw. der Lipidformulierung bis zu einer sSiRNA-Konzentration
von 150 nM Zellviabilitaten tber 70 %, sodass die funktionalisierten NPSNPs unter die-
sen Bedingungen generell als zytokompatibel eingestuft wurden. Mit siGFP kam es nach
sechs Tagen in Kultur zu einer weitaus starkeren Reduktion der Viabilitat der HS-5-GFP-
Zellen. Dies l&sst die Schlussfolgerung zu, dass die sSiRNA gegen eGFP in htheren Kon-
zentrationen eine beeintrachtigende Wirkung auf diese Zellen hat. Da eGFP allerdings
nur als Testprotein diente, mit dessen Knockdown die Funktionsfahigkeit der Nanotrager
evaluiert wurde, spielt die Zytotoxizitat dieser siRNA eine eher untergeordnete Rolle.
Nichtsdestotrotz zeigt das Ergebnis, dass der verzdgerte zytotoxische Effekt von siRNAs
in kiinftigen Experimenten beriicksichtigt werden sollte. In vielen publizierten Studien
wird die Zellviabilitat nur ein bis zwei Tage nach der Inkubation mit den entwickelten
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Systemen analysiert, wodurch eine evtl. verspatete zytotoxische Wirkung Ubersehen
wirde.

Bei den Knockdown-Untersuchungen zeigten die kleinporigen sp-NPSNPs mit einem
Knockdown von ca. 45 % eine deutlich hohere Transfektionseffizienz als die grof3porigen
Ip-NPSNPs (25 %). Um die Ursache dafuir ndher zu spezifizieren und den Einfluss von
PartikelgréRRe und von Porengeometrie zu analysieren, waren Experimente mit 45 nm gro-
Ren Nanopartikeln und 7.5 nm Poren sowie mit 80 nm grofRen Nanopartikeln mit kleinen
3 nm-Poren interessant. Im Vergleich zu Lipofectamine® wiesen die entwickelten Nano-
trager eine geringere Transfektionseffizienz auf, sodass zukunftig die beschriebenen
Parameter einer Optimierung bedurfen. Mit nanopordsen Silica-Nanopartikeln als Platt-
form ist dies durch eine simple Abwandlung der Synthesebedingungen realisierbar. Einen
zusétzlichen Vorteil der NPSNPs stellt das noch weitgehend unbelegte durchgéngige
Porensystem dar, welches fir ein Co-Delivery von small molecule drugs oder von nieder-
molekularen Verbindungen zur Verbesserung des endosomalen Escapes (z. B. Chloro-
quin)*% genutzt werden kann.

Im Hinblick auf die durchgefiihrten Experimente zur Anwendung in der regenerativen
Medizin konnte der in der Literatur beschriebene osteoinduktive Effekt von NPSNPs auf
MSCs8! fiir dentale Pulpastammzellen nicht bestétigt werden. Die Dotierung der Nano-
partikel mit Calciumionen stellt dahingehend einen attraktiven Ansatz dar. Darlber hin-
aus konnte die eingefiihrte positive Ladung den Schritt der Oberflachenmodifizierung
iiberfliissig machen, da die siRNA direkt an der Oberflache adsorbieren konnte.[*61
Dessen ungeachtet konnte die Funktionsfahigkeit der entwickelten Drug Delivery-
Systeme fir siRNA basierend auf NPSNPs in den durchgefiihrten in vitro-Untersuchun-
gen demonstriert werden. Die Betrachtung bisheriger Forschungsarbeiten Uber die Ver-
wendung von NPSNPs mit Lipidhtlle als Freisetzungssysteme flir sSiRNA zeigt, dass der
Einfluss von GréRRe und Morphologie der Nanopartikel in diesem Bereich nur wenig Be-
achtung erhalten hat. Die im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Parameter zur Effizienz-
steigerung von nanopartikularen Systemen sollten fir das kiinftige Design von Drug
Delivery-Systemen fir siRNA in Betracht gezogen werden. Die Verwendung von Lipiden
zur Herstellung von Hybridsystemen fir die Transfektion von Nukleinsdauren ist weitaus
weniger verbreitet als der Einsatz von polykationischen Polymeren.[®? Diese Arbeit
zeigt, dass Lipide fiir den modularen Aufbau eine vielversprechende Alternative darstel-
len. Nicht zuletzt ist das Drug Delivery-Potential der Nanotrager nicht nur auf siRNAs
beschrankt. Auf &hnliche Weise konnten Nukleinsduren wie miRNAs oder sogar erheb-
liche groRere Plasmide in Zellen geschleust werden.

Im dritten Teil der Arbeit wurde auf Basis der sp-NPSNPs ein Freisetzungssystem fiir ein
Protein, den Wachstumsfaktor VEGF, entwickelt. In Anlehnung an vorangegangene
Arbeiten, in denen mit der gleichen Nanopartikelsorte Freisetzungssysteme fir BMP-2,
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TGF-B3 und BDNF aufgebaut wurden, konnte das System in dieser Arbeit erfolgreich an
VEGF angepasst werden. Mit amino-modifizierten Nanopartikeln wurde eine kontinuier-
liche und langfristige Freisetzung tiber 99 Tage erzielt, wobei sich die freigesetzten Men-
gen mit der Immobilisierungsmenge einstellen lassen konnten. Die VEGF-beladenen Na-
nopartikel wurden in ein Fibringerist eingearbeitet, um dort durch eine kontrollierte Frei-
setzung des Wachstumsfaktors die Kapillarbildung von Enthothelzellen in das Gerust zu
unterstitzen. Die in vitro-Untersuchungen lieferten erste vielversprechende Ergebnisse
und sprachen fiir eine positive Beeinflussung der Endothelzellen hinsichtlich der Ausbil-
dung von Tubes in einer dreidimensionalen Zellkultur. Die gewonnenen Ergebnisse die-
ser Arbeit bieten somit eine Grundlage fiir den Einsatz VEGF-beladener Silica-Nanopar-
tikel als Flllmaterial fir ein Fibrinimplantat, das mithilfe von Endothelzellen pravasku-
larisiert werden soll. Zukiinftig sollte das entwickelte System noch optimiert und umfas-
sender charakterisiert werden. TEM-Aufnahmen von getrockneten Fibringelen mit ein-
gearbeiteten NPSNPs wirden sich anbieten, um die Degradation der Nanopartikel im Gel
zu analysieren. Zusatzlich konnten die Nanopartikelmengen variiert werden und die
resultierenden mechanischen Eigenschaften des Kompositmaterials analysiert werden, da
diese auch einen Einfluss auf das Zellverhalten haben. FITC-markierte Nanopartikel in
Kombination mit fluoreszenzmarkiertem VEGF kénnten zur besseren Visualisierung der
einzelnen Komponenten herangezogen werden. Im Hinblick auf die Herstellung eines
pravaskularisierten Implantats sollte eine dreidimensionale Zellkultur verwendet werden,
da diese die in vivo-Bedingungen besser nachahmen.?% Zur besseren Visualisierung der
sich bildenden Tubes kdnnten 3D-Volumenschnittbilder mithilfe der scannenden laser-
optischen Tomographie (SLOT) angefertigt werden.[?811 Ferner bedarf es einer umfassen-
den Analyse des Einflusses der Nanopartikel und der freigesetzten VEGF-Mengen auf
das Zellverhalten und deren Genexpression.

Der Einsatz von Wachstumsfaktoren stellt einen therapeutischen Ansatz dar, um Systeme
fur die regenerative Medizin zu entwickeln. Dennoch bringt das Arbeiten mit Wachs-
tumsfaktoren einige Herausforderungen mit sich, da sie unter ungeeigneten Bedingungen
schnell denaturieren kdnnen. Angesichts der komplexen Struktur ist das Verhalten der
Wachstumsfaktoren schwer vorhersagbar und durch viele duRere Bedingungen beein-
flussbar. Nicht zuletzt sollten aus 6konomischen Griinden Alternativen gesucht werden.
Eine Mdoglichkeit stellen small molecule drugs dar, welche die zelleigene Produktion von
Wachstumsfaktoren induzieren kdnnen. Ein solcher Faktor fir VEGF ist das Dimethyl-
oxalylglycin (DMOG).1282-284 |m Rahmen dieser Arbeit wurden bereits erste \orversu-
che fir einen Einsatz durchgeftihrt. Dabei wurde zundchst die VEGF-Sekretion von ASCs
nach Inkubation mit verschiedenen DMOG-Konzentrationen in Kombination mit der
resultierenden Zellviabilitt untersucht (Anhang, Abbildung 7.17). In weiterfihrenden
Arbeiten kann auch ein Freisetzungssystem dieses Molekils auf Basis von nanopordsen
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Silica-Nanopartikeln entwickelt werden, welches eine kontinuierliche Abgabe angemes-
sener Mengen ermdglicht.

Zusammenfassend konnte in dieser Dissertation gezeigt werden, dass sich auf Basis von
nanopordsen Silica-Nanopartikeln maRgeschneiderte Freisetzungssysteme fur verschie-
dene Biomolekile entwickeln lassen, die potentiell in der regenerativen Medizin verwen-
det werden konnen.
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7.1 Chemikalienverzeichnis

Tabelle 7.1: Verwendete Chemikalien.
Chemikalie Reinheit Bezugsquelle
2-(N-Morpholino)ethansulfonséure 99.0 % Sigma-Aldrich
3-Aminopropyltriethoxysilan 99.0 % Sigma-Aldrich
4' 6-Diamidin-2-phenylindol — Thermo Fisher Scientific
7-AAD-Lo6sung - Miltenyi Biotec
AIBA 97.0% Sigma-Aldrich
BSA >98.0 % Sigma-Aldrich
Calciumchlorid >99.9 % Sigma-Aldrich
CD73-PE - Miltenyi Biotec
CellTiter-Blue® Reagent — Promega
CTAB >99.0 % Sigma-Aldrich
Diethanolamin >99.0 % Sigma-Aldrich
DOPE >98.0 % Avanti®
DOTAP >98.0 % Avanti®
EDTA >98.0 % Sigma-Aldrich
Essigsaure >99.5 % Sigma-Aldrich
Ethanol (absolut) >99.5 % Merck KGaA
FITC >90.0 % Sigma-Aldrich
Fluoromount-G™ — Thermo Fisher Scientific
Lipofectamine®-2000 - Thermo Fisher Scientific
L-Lysin >98.0 % Sigma-Aldrich
Methanol >99.9 % Sigma-Aldrich
MTT-Assay-Kit - Roche
Natriumhydroxid >99.0 % Merck KGaA
Natriumsulfat >99.0 % Sigma-Aldrich
Octan >98.0 % Honeywell
Paraformaldehyd 95.0 % Sigma-Aldrich
PBS (Dulbecco’s L1820) - Merck KGaA
PEG2000 >98.0 % Avanti®
Propyltrimethoxysilan 97.0 % Sigma-Aldrich
REA-PE — Miltenyi Biotec
SiGFP Thermo Fisher Scientific
siGLO Red Transfection Indicator — horizon Dharmacon
Silencer®Select Negative Control - Invitrogen™
SINT5E — Thermo Fisher Scientific
Styrol >99.0 % Sigma-Aldrich
Tetraethylorthosilicat >99.0 % Sigma-Aldrich
Toluol 99.7 % Honeywell
Trimethoxy(propyl)silan 97.0% Sigma-Aldrich
Trypsin Sigma-Aldrich
VEGF >98.0 % Peprotech
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7.2  Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien

Tabelle 7.2: Zusammensetzungen (Endkonzentrationen) der verwendeten Zellkulturmedien.

Bezeichnung Reagenz Menge
Medium HS-5- DMEM (Biochrom, FG 0415) 500 mL
(GFP)-Zellen HyClone-FCS 10 %
Penicillin/Streptomycin 1 % (100 ug mL™)
HEPES 25 mM
FGF-2 2ngmL™?
(Doxycyclin) 1ugmL?
DPSC-Medium a-MEM 500 mL
FCS 10 %
Penicillin/Streptomycin 1 % (100 pg mL™?)
Osteo-Medium a-MEM 500 mL
Natriumascorbat 0.1 mM
B-Glycerophosphat 5.0 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 1.8 mM
Dexamethason 10 nM
FCS 15 %
Penicillin/Streptomycin 1 % (100 pg mL™?)
EGM-2-Medium EGM-2-Medium (Lonza) 500 mL
'FCS 10 mL
Hydrocortison 0.2 mL
Human FGF-B 2.0 mL
Bulletkit (Lonza) J VEGF 0.5mL
IGF-1 (insulin-like growth factor 1) 0.5mL
Ascorbic Acid 0.5mL
Human EGF 0.5mL
_Heparin 0.5mL
Feeding-Medium M199-Medium 1mL
(HUVECs) FGF-2 (40 ng pL™?) 1L
Vitamin C (50 pg mL™?) 5uL
Aprotinin (100 KIE mL1) 1L

Reduced-serum supplement (1:250)?¢°1 4 uL
Tetradecanoylphorbolacetat (50 ng mL™Y) 5L
(VEGF 40 ng puL 1) (1 pL)
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7.3  Zusatzinformationen
7.3.1  Charakterisierung der Silica-Nanopartikel
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Abbildung 7.2: N.-Physisorptionsisothermen (links) und DFT-Porenweitenverteilungen (rechts) von
sp-NPSNP-NHz-Propyl (50/50).
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Abbildung 7.3: N-Physisorptionsisothermen (links) und DFT-Porenweitenverteilungen (rechts) von

sp-NPSNP-NHz-Propyl (25/75).
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sp-NPSNP-NH,-Propyl (15/85)
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Abbildung 7.4: N-Physisorptionsisothermen (links) und DFT-Porenweitenverteilungen (rechts) von
sp-NPSNP-NH2-Propyl (15/85).
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Ip-NPSNP-NH,-Propyl (25/75)
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Abbildung 7.7: N2-Physisorptionsisothermen (links)
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Abbildung 7.9: Messkurven der thermogravimetrischen Analysen der unmodifizierten sowie der unter-
schiedlich modifizierten sp-NPSNP.
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Abbildung 7.10: Messkurven der thermogravimetrischen Analysen der unmodifizierten sowie der unter-
schiedlich modifizierten Ip-NPSNP.
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7.3.2  Invitro-Untersuchungen

Abbildung 7.11: CLSM-Aufnahmen 24 Stunden nach der Transfektion von fluoreszenter siRNA (rot) mit
Lipofectamine® an HS5-GFP-Zellen (griin) mit DAPI-geféarbten Zellkern (blau). Links:
Ubereinandergelegte Aufnahmen aller drei Fluoreszenzkanile; rechts: Aufnahme ohne
griinen Fluoreszenzkanal.

SiNEG SiGFP

Lipofectamine® (25nM)

SiRNA@sp-NPSNP-NH,-Propyl
DOTAP/DOPE/PEG (50/50/0)

SIRNA@Ip-NPSNP-NH,-Propyl
DOTAP/DOPE/PEG (50/50/0)

Abbildung 7.12: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zwei Tage nach der Transfektion von HS-5-
GFP-Zellen mit NPSNPs, die mit SINEG bzw. siGFP beladen und einer
DOTAP/DOPE/PEG (50/50/0)-Umhiillung versehen wurden. Zusatzlich sind die Auf-
nahmen von einer Transfektion mit Lipofectamine® gezeigt.
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Lipofectamine®
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Abbildung 7.13: Darstellungen der 7-AAD-Messungen am Durchflusszytometer.
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Abbildung 7.14: Ergebnisse der Quantifizierung von Alizarin-Rot 12 Tage nach der Inkubation der DPSCs
mit verschiedenen Sorten NPSNPs.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme AnaioTool Auswertung

Abbildung 7.15: Exemplarische Darstellung der Auswertung des 2D-Tube-Assays mit der Software
AngioTool. Links: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen; rechts: Mit AngioTool aus-
gewertete Aufnahme; oben: Kontrolle mit VEGF im Medium; unten: Fibringel mit 20 pg
VEGF-beladenener Nanopartikel;
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Abbildung 7.16: Fluoreszenzmikroskopaufnahme eines Fibringels mit FITC-markierten Silica-Nano-
partikeln (griin) und RFP-HUVECS (rot), die in einen der vorgefertigten Kandle ausgeséat

wurden.
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Abbildung 7.17: Bestimmte relative VEGF-Konzentration im Zellkulturmedium sowie Zellviabilitat von

ASCs nach der Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen DMOG.
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7.3.3  Berechnung der theoretischen Immobilisierungsmenge von siRNAs auf
sp-NPSNPs sowie Ip-NPSNPs

a) Dichte der sp-NPSNPs:
P(stover) = 2 g cm~3
Annahme: 50 % Porositat der sp-NPSNPs — psp-npsnps) = 1 g cm=
b) Volumen pro sp-NPSNP:
V =4/3-n-r° = 4/3-1-(46 nm/2)® = 50 965 nm®
c) Masse pro sp-NPSNP:
m=V-p =33510 nm*-1 g cm= =5.0965-10"1* mg
d) Anzahl Partikel in 0.1 mg:
Nsp-Npsnpy = 0.1 mg/5.0965-10-* mg = 1.96-10'?
e) Oberflache pro Partikel der sp-NPSNP:
O(sp-NPsNp) = 4-1-12 = 4-m-(46 nm/2)? = 6 648 nm?
f) Oberflache der siRNA
Ogirna) = 7.5 NmM-2.0 nm = 15 nm?
9) Masse eines siRNA-Molekals:
mesirna) = M/Na =13 300 g mol-%/(6-10%) = 2.21-10% g
h) Menge von siRNA-Molekilen auf der Partikeloberflache
NsirnA@sp-NPshp) = Osp-Npsnpy/Osirnay = 6 648 Nnm?/15 nm? = 443,17
i) Maximale Masse von siRNA auf 0.1 mg sp-NPSNPs
MiRNA, max) = N(siRna@sp-NPsNP) M(siRNA) N(sp-NPSNP)
=443.17-2.21-10%° g-1.96-10'2 = 19.20 g
J) Maximale Masse von siRNA auf 1 mg NPSNPs
M(VEGF, max) = 19.20 pg/0.1 = 192.00 g

aa)  Dichte der Ip-NPSNPs:
P(stober) = 2 g cm~3
bb)  Volumen pro Ip-NPSNP:
V =4/3-n-r° = 4/3-1-(80 nm/2)* = 168 083 nm?
CcC) Masse pro Ip-NPSNP:
m=V-p =168 083 nm31gcm==26.808-10"* mg
dd)  Anzahl Ip-NPSNP in 0.1 mg:
Ngp-npsne) = 0.1 mg/26.808-1014 mg = 3.73-10%
ee)  Oberflache pro Partikel der Ip-NPSNP:
Oqp-Npsp) = 4-m-1? = 4-m-(80 nm/2)? = 20 106 nm?
hh)  Menge von siRNA-Molekilen auf der Partikeloberflache (Ip-NPSNP)
NsirnA@Ip-NPsNP) = O(ip-npsnpy/Osirna) = 20 106 nm?/15 nm? = 1 340.40
i) Maximale Masse von siRNA auf 0.1 mg Ip-NPSNPs
M(siRNA, max.) = N irNA@Ip-NPSNP) MsiRnA) N(ip-NPSNP)
=1 340.40-6.34-10%° ¢-3.73-10% = 11.08 g
i) Maximale Masse von siRNA auf 1 mg NPSNPs

M(siRNA, max.) = 50.57 pg/0.1 = 110.80 ug
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7.3.4 Berechnung der theoretischen Immobilisierungsmengen von VEGF auf
sp-NPSNPs

a) Dichte der sp-NPSNPs:
P(stover) = 2 g cm~3
Annahme: 50 % Porositat der sp-NPSNPs — psp-npsnps) = 1 g cm=
b) Volumen der Partikel:
V =4/3-n-r° = 4/3-1-(46 nm/2)® = 50 965 nm®
c) Masse pro Partikel:
m =V-p =50 965 nm3-1 g cm=> =5.0965-101* mg
d) Anzahl Partikel in 4 mg:
Nisp-NPsnP) = 4 M@/5.0965-10714 mg = 7.849-10%3
e) Oberflache der Partikel:
O(sp-NPsNp) = 4-1-12 = 4-m-(46 nm/2)? = 6 648 nm?
f) Oberflache des VEGFs:
Oecr) = 7 nm-3.5 nm = 24.5 nm?
s)) Masse eines VEGF-Molekiils:
mvecr) = M/Na =38 200 g mol-Y/(6-10%%) = 6.34-10% g
h) Menge von VEGF-Molekilen auf der Partikeloberflache
N(VEGF@ sp-NPSNP) = O(sp-NPSNP)/O(VEGF) = 6 648 Nnm?/24.5 nm? = 271.35
i) Maximale Masse von VEGF auf 4 mg NPSNPs
MEGF, max.) = N(vEGF@sp-NPsNP) MVEGF) N(sp-NPSNP)
=271.35-6.34-10%0 9-7.849-10'%= 1.35 mg
J) Maximale Masse von VEGF auf 1 mg NPSNPs
M(VvEGF, max.) = 1.35 mg/4 = 0.338 mg

Zusatzliche Berechnung flr BSA:
ff.)  Oberflache des BSAs:
Ogsa) = 4 nm-14 nm = 56 nm?
gg)  Masse eines BSA-Molekills:
M(ssa) = 66 430 g mol-1/6-1023 mol1=1.1.10" g
hh)  Menge von BSA auf Partikeloberflache:
N(esa@sp-Npsnp) = O(sp-Npsne)/Oasa) = 6 648 nm?/56 nm? = 118.71
i) Masse von BSA maximal auf 4 mg NPSNPs:
M(@sa, max) = N(gsa@sp-Npsnp)-M@sa)-N(sp-npsnp) = 118.71-1.1-1071 ¢-7.849-10" =
1.03 mg
i) Masse von BSA maximal auf 1 mg NPSNP:
M(esA, max.) = 1.03 mg/4 = 0.258 mg
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