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.Es diirfte uns gut tun, uns manchmal daran zu erinnern, dass wir zwar in dem
Wenigen, das wir wissen, sehr verschieden sein mégen, dass wir aber in unserer

grenzenlosen Unwissenheit alle gleich sind" -Karl Popper



Abstract

Flow cytometry is a method that is broadly used for various purposes. This also applies for this thesis:
Advanced flow cytometry techniques were utilized for two different aims: Cell line development and
Nanoparticle uptake investigations. Aptamer and fluorescence-activated cell sorting (FACS) were
combined to develop a time and cost-efficient method for cell line development. Here, an affinity
matrix attachment-based system was used and two different aptamer-cell linking methods via
amino-amino-coupling were investigated. One based on the selective linker cyanuric chloride and
the other on BS3 (Bis(sulfosuccinimidyl)suberat). The model system was build up with the highly
relevant growth factor VEGF produced in Chinese Hamster Ovary (CHO) cells. VEGF turned out as a
problematic target due to cell binding or penetrating properties. Therefore, this method needs

further investigations.

In the second part of the thesis, the uptake and toxicity of titanium dioxide nanoparticles (UV100)
were investigated in two different cell lines (A549 and NIH-3T3). The results show a different uptake
of the examined nanoparticles in different cell lines. Various flow cytometric methods for
investigating the uptake behavior were used. One of them utilizes the scattered light without further
staining. Here, results clearly show the necessity of different cell lines for reliable nanoparticle in

vitro testing.

Keywords: flow cytometry, titanium dioxide, nanoparticle, cell line development



Kurzfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden fortgeschrittene durchflusszytometrische Methoden entwickelt
und angewandt. Im ersten Teil wurde an einer Methode zur Selektion von hochproduzierenden
Zelllinien gearbeitet. Diese sollte sowohl die Aptamertechnologie als auch das fluorescence-
activated cell sorting (FACS) kombinieren. Die Methode basiert auf dem affinity matrix attachement
und soll Kosten und Zeitaufwand der Zelllinienentwicklung drastisch senken. Dabei wurden zwei
verschiedene Methoden zur Immobilisierung von Aptameren auf Zelloberfldchen entwickelt und die
Vor- und Nachteile aufgefiihnrt. Es wurden die crosslinker Cyanurchlorid und BS3
(Bis(sulfosuccinimidyl)suberat) verwendet. Beide basieren auf einer Amino-Amino-Kopplung der
Aptamere mit den Zellen. Die Untersuchung wurde am Beispiel des industrierelevanten
Wachstumsfaktors VEGF mit Chinese Hamster Ovary (CHO) Zellen durchgefiihrt. Aufgrund von
zellbindenden oder penetrierenden Eigenschaften zeigte sich VEGF fiir die Untersuchungen

problematisch. Die Methode bedarf also noch weiterer Uberpriifungen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Aufnahme und Toxizit4t von Titandioxidnanopartikeln (UV100)
auf zwei verschiedene Standardzelllinien (A549 und NIH-3T3) untersucht. Dabei stellte sich heraus,
dass die Zelltypen die Partikel unterschiedlich schnell aufnehmen. Hierfiir wurden verschiedene
durchflusszytometrische Methoden zur Detektion der Aufnahme angewandt, darunter auch eine rein
streulichtbasierte Methode. Die Ergebnisse zeigen, dass fiir eine in vitro Testung verschiedene

Zelllinien herangezogen werden sollten.

Stichworte: Durchflusszytometrie, Titandioxid, Nanopartikelaufhahme, Zelllinienentwicklung
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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Die Durchflusszytometrie ist eine etablierte Analysemethode und wird schon seit den 70er Jahren
zur ldentifikation bestimmter Zelltypen oder fiir toxikologische Untersuchungen angewandt. Das
Potential dieser Methode ist jedoch bei weitem noch nicht ausgeschopft. In dieser Arbeit sollen
daher fortgeschrittene Methoden abseits der tiblichen Anwendung aufgezeigt werden. Durch ihren
hohen Durchsatz und die hohe sensorische Leistungsfahigkeit moderner Durchflusszytometer, sowie
die Mdglichkeit zur Einzelzellsortierung, weist die Durchflusszytometrie unter anderem ein groBes
Potential in der Zelllinienentwicklung und der Untersuchung der Interaktion von Nanopartikeln mit

Zellen auf, was in dieser Arbeit untersucht werden soll.

Die industrielle Produktion von Biomolekiilen (wie z.B. Wirkstoffe, Enzyme, oder Antikorper) ist ein
milliardenschwerer und stetig wachsender Markt. Fiir die Produktion werden bevorzugt
Saugetierzellen wie Chinese Hamster Ovary (CHO) Zellen verwendet, da diese siugetiertypische
posttranslationale Modifikationen ermdglichen. Viel Zeit und Kosten werden dabei fiir die
Zelllinienoptimierung (engl. cell line development) aufgewandt. Ein vielversprechender Ansatz ist die
Anwendung von fluorescence-activated cell sorting (FACS), da hierbei Zellen einzeln und mit hohem
Durchsatz hinsichtlich ihrer Produktivitat analysiert und sortiert werden kdnnen. Problematisch ist
dabei die Quantifizierung der Produktions- und Sekretionsleistung jeder einzelner Zelle. In dieser
Arbeit wird daher die Aptamertechnologie verwendet, um die hochproduzierenden Zellen zu
identifizieren. Aptamere sind in ihrer Funktion Antikdrpern sehr dhnlich, bieten allerdings gegeniiber
der Antikdrpertechnologie einige Vorteile, wie die Stabilitat der Aptamere, die leichtere Selektion
gegeniiber nicht immunogenen Zielmolekiilen, die proteinfreie Produktion und leichte

Modifizierbarkeit bei der Aptamersynthese.

Im ersten Teil der Arbeit soll daher eine Aptamer- und FACS-basierte Selektionstechnik fiir

hochproduzierende Zellen entwickelt werden. Hierfiir wurde ein Modellsystem mit dem
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Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor) als Zielmolekiil und dem Aptamer V7t1
als Fingermolekiil aufgebaut. Als Produktionsorganismus dienten CHO-Zellen (chinese hamster
ovary) welche als Produktionszellen industrielle Bedeutung haben. Ziel des Selektionssystems ist es
dabei nicht nur die Menge an produzierten Molekiilen zu detektieren, sondern gleichzeitig die
Sekretionsleistung zu berlicksichtigen und die Effektivitdt herkdmmlicher Selektionsverfahren um

ein Vielfaches zu steigern.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der Nanopartikelaufnahme und Toxizitat. Der Einsatz
von Nanopartikeln nimmt immer weiter zu, wie in Kosmetik, Farben oder Medikamenten. Es gibt
viele Einsatzgebiete. So gab es 2017 bereits mehr als 1000 Produkte, die Nanomaterialien enthielten
[1]. Dies flihrt zu einer steigenden Besorgnis in der Bevolkerung. Umso wichtiger ist es, die Risiken
und das Verhalten von Nanopartikeln genau untersuchen zu kénnen, noch bevor sie in vivo getestet
werden. Partikel in NanogroBe haben ganz andere Eigenschaften, als die gleichen Materialien in
nicht-Nanoform. Risikoeinstufungen nach europdischen Chemikalienverbots-verordnung REACH
(registration, evaluation, authorisation and restriction of chemicals) sind aufgrund der nicht
berlicksichtigten PartikelgroBe unzureichend. Nanopartikel kénnen z.B. auch in das Zellinnere
gelangen und dort toxische Wirkungen aufweisen, welche die nicht-Nanoform von Materialien nicht
aufweisen. Auch das deutlich hdhere Oberflache-zu-GroBe Verhdltnis verandert die

Partikeleigenschaften.

Im zweiten Teil der Arbeit wird daher die durchflusszytometrische Analyse der Aufnahme und
Toxizitat von Titandioxidnanopartikeln bei unterschiedlichen Zelltypen untersucht. Dabei ist das Ziel,
durchflusszytometrisch das Aufnahmeverhalten der Standardzelllinien A549 und NIH-3T3 mittels
verschiedener Methoden zu beobachten. Es wurden sowohl fluoreszenzbasierte als auch
streulichtbasierte Methoden angewandt und verglichen. Dabei wurden konzentrations- und

zeitabhdngige Messungen und Vergleiche durchgefiihrt.
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2 Teil 1: Die Selektion hochproduzierender Zelllinien durch

fluorescence-activated cell sorting

In diesem Kapitel werden neue Methoden zur Selektion von hochproduzierenden Zellen vorgestellt.
Dafiir werden im theoretischen Teil der aktuelle Stand der Forschung und die etablierten industriell
verwendeten Methoden dargestellt (Abschnitt 2.1). Im praktischen Teil werden zwei Verfahren zur
Modifikation der Zelloberflache mit dem Ziel der Selektion von hochproduzierenden Zellen erforscht
(Abschnitt 2.2). Fiir den Modellassay wird die Produktionszelllinie chinese hamster ovaria (CHO) und
das industrierelevante Zielmolekiil VEGF (vascular endothelial growth factor) als Hauptzielmolekiil

verwendet. Die Detektion soll mittels Aptameren erfolgen.

2.1 Theorie

Der theoretische Teil ist in drei Hauptabschnitte gegliedert: Im ersten Abschnitt sollen die bereits in
der Literatur beschriebenen Methoden zur Modifikation der Zelloberfliche dargestellt werden
(Abschnitt 2.1.1) und im zweiten Abschnitt sollen die bereits bekannten Maglichkeiten zur Selektion
von hochproduzierenden Zellen aufgezeigt werden (Abschnitt 2.1.2). Im dritten Abschnitt wird ein

Vergleich zwischen Aptameren und Antikérpern vorgenommen (Abschnitt 2.1.3).

2.1.1 Modifikation von Zelloberflachen mit Aptameren

Die Anwendungsmdoglichkeiten von Zelloberflachenmodifikationen mit DNA sind vielfaltig. So
wurden Zellen, die mit Aptameren modifiziert wurden, bereits als Sensoren eingesetzt [2,3] und
ssDNA (single stranded DNA) als Kopplungsreagenz zur gezielten Immobilisierung von Zellen auf
Oberflachen tiber DNA Hybridisierung genutzt [4,5]. Auf der Zellmembran befinden sich Lipide,
Proteine und Kohlenhydrate, welche fiir eine Kopplung verwendet werden kdnnen. Als reaktive
Gruppen kommen unter anderem Amino-, Thiol-, Carboxyl- und Carbonylgruppen infrage. Zu
beachten ist jedoch, dass sich Membranen in einem stindigen Wandel- und Erneuerungsprozess
befinden, wodurch Modifikationen der Zellmembran nur von vorriibergehender Dauer sind [6]. Im

Folgenden wird erldutert, wie die verschiedenen funktionellen Gruppen auf der Oberflache fiir eine
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Kopplung verwendet werden kdnnen und wie sogar neuartige reaktive Gruppen auf der

Zelloberflache hinzugefligt werden kdnnen.

2.1.1.1  Modifikation der Aminogruppen

Generell werden die meisten Modifikationen an Aminogruppen mit Carbonylgruppen bzw. Estern
oder Aldehyden vorgenommen. Das Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe ist dabei der Angriffspunkt
fir eine nukleophile Substitution durch Aminogruppen, wodurch Amide entstehen. Die wohl
populdrste Substanz fiir eine Kopplung an Aminogruppen ist der NHS-Ester (N-Hydroxysuccinimid-
Ester) (siehe Abbildung 1). Die NHS-Gruppe macht den Carbonylkohlenstoff noch reaktiver und
trotzdem bleibt der NHS-Ester stabil gegeniiber einer Hydrolyse [7]. Diese Methode wird h&ufig
verwendet um Biotin an Zellen zu immobilisieren und dann weitere Molekiile (iber
Biotin-Avidin-Briicken zu koppeln (Abbildung 2) [8]. Die EDC-Kopplung funktioniert nach einem
dhnlichen Prinzip. Es wird mittels EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid) ein
reaktiver Ester aus einer Carbonsdure erstellt, welcher mit den Aminogruppen auf der Zellmembran
reagieren kann (Abbildung 3) [8]. Auch diese Methode ist aufgrund der milden
Reaktionsbedingungen fiir eine Kopplung auf Zellmembranen geeignet [9]. Bei der Reaktion
zwischen Aldehyden und Aminogruppen bilden sich Imine welche durch Reduktion (z.B. durch
Borhydrid) in stabile Amidbindungen umgewandelt werden kénnen. Eine Amino-Amino-Kopplung
iber Aldehyde kann z.B. mit dem homobifunktionalen crosslinker Glutaraldehyd durchgefiihrt
werden [8]. Ein homobifunktionaler crosslinker hat zwei identische reaktive Gruppen fir die
Kopplung. Die Nukleophilie von Aminogruppen kann auch zur Kopplung an einer Vielzahl weiterer
Molekiile genutzt werden. Weitere Beispiele hierfiir wiren Cyanurchlorid und BS® welche im

praktischen Teil (Abschnitt 2.2.1 und Abschnitt 2.2.2) ausfiihrlicher besprochen werden.
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Abbildung 1: NHS-Ester Kopplungsreaktion mit einer Aminogruppe.
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Abbildung 2: Einsatz von NHS-Estern zum Aufbau einer Biotin-Streptavidin-Briicke.
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Abbildung  3: Aktivierung einer Carbonsdure (hier eine Aminosiure) mittels EDC (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid).
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2.1.1.2  Modifikation der Carbonyl- und Thiolgruppen

Carbonylgruppen kommen vor allem in Form von Sacchariden wie Sialinsdure und Glykoproteinen
auf der Zelloberfliche vor. Die Anzahl an Carbonylgruppen kann jedoch auch enzymatisch
(Glukose-Oxidase) oder durch Reduktionsmittel wie Periodat erh6ht werden [10]. Eine Bindung mit
den Carbonylgruppen ldsst sich mittels Alkoxyamin [11] oder Hydrazid-funktionalisierten Molekiilen

[8] herstellen (Abbildung 4).

0

L N

R™ N )

H
Hydrazid-funktionalisiertes Molekiil Ny )LR
- H
H
@_40
H ~~-NH;

R™ O
Alkoxyamin-funktionalisiertes Molekiil N__ -~

Abbildung 4: Modifikation mittels Hydrazid- und Alkoxydmodifizierten Molekiil. Abbildung von Drémer.!

Thiolgruppen kommen auf Membranen nicht so hdufig vor wie Aminogruppen, lassen sich allerdings
in der Aminosdure Cystein in Proteinen finden. Eine Besonderheit von Thiolgruppen ist, dass sie die
Disulfidbriicken von Proteinen bilden und somit je nach Umgebung sowohl oxidiert (Disulfidbriicke)
oder reduziert (freie Thiolgruppen) vorkommen konnen [12]. Fiir eine Kopplung an Thiolgruppen
kommen Maleimid-, lodacetamid und Pyridildisulfid-funktionalisierte ~ Molekiile als

Kopplungsreagenzien infrage [8,11] (Abbildung 5).

T Aus Bachelorarbeit von B. Sc. Julia Dromer
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Abbildung 5: Modifikation von Thiolgruppen mittels Maleimid- lodacetamid- und Pyridyldisulfid-funktionalisierten
Molekilen. Abbildung von Dromer?

2.1.1.3  Weitere Modifikationsmédglichkeiten

Neben den kovalenten Modifikationen gibt es auch nicht-kovalente Mdglichkeiten der Modifikation.
Hier sind zum einen die hydrophoben Interaktionen mit der Phospholipidschicht zu nennen, und zum
anderen elektrostatische Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Zelloberfldche. Fiir die
hydrophobe Interaktionen eignen sich prinzipiell jede Art von Kohlenwasserstoffketten, welche
spontan in die Lipidschicht aufgenommen werden (z.B. Fettsiuren) [3,13]. Es ist auch mdglich
modifizierte Liposomen mit der Zellmembran zu fusionieren und so neue funktionelle Gruppen
zuzufligen [14]. Fiir elektrostatische Verankerungen kdnnen kationische Polymere wie

Polyethylenimin (PEl) verwendet werden [15].

2 Aus Bachelorarbeit von B. Sc. Julia Dromer
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Abbildung 6: Kopplung tiber einen Lipidanker in die Lipiddoppelschicht (Zellmembran).

Neben den in Abschnitt 2.1.1.1 genannten homobifunktionalen crosslinkern gibt es auch die
heterobifunktionalen crosslinker. Im Unterschied zu den homobifunktionalen crosslinkern haben
diese zwei unterschiedliche funktionelle Gruppen. Ein Beispiel ist
N-Hydroxysuccinimid-Polyethylenglykol-Maleimid (Abbildung 8). Das Maleimid reagiert mit
Thiolgruppen, welche z.B. an ein Aptamer angebracht werden kdnnen. Das Hydroxysuccinimid am
anderen Ende des Molekiils reagiert mit Aminogruppen, wie sie sehr hdufig auf Zelloberfldchen
vorkommen. So kann in einem ersten Schritt das Aptamer an den crosslinker gebunden und

anschlieBend an die Zelle gekoppelt werden (Abbildung 8) [4].
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Abbildung 7: A: N-Hydroxysuccinimid-Polyethylenglykol-Maleimid ein heterobifunktionaler Crosslinker. Es befinden sich
entsprechend an jedem Ende unterschiedliche funktionale Gruppen. B: Kopplung an Zelloberflichen mittels
N-Hydroxysuccinimid-Polyethylenglykol-Maleimid, Modifiziert nach Sonny et al. [4]

Eine weitere interessante Mdglichkeit ist das metabolic oligosaccharid engineering (MOE). Hierbei
werden funktionalisierte Monosaccharide in die Glykoproteine der Membran eingebaut, indem die
Zellen in Anwesenheit der funktionalisierten Monosaccharide kultiviert werden [16]. Die Zellen
bauen die Saccharide liber ihre natiirlichen Stoffwechselwege ein. Ein Beispiel ist der Einbau von
peracetylierten Azidoacetylmannosamin [17]. Der verstoffwechselte und in die Glykoproteine der
Zelloberfliche eingebaute Zucker kann dann mit einer Phosphangruppe reagieren und so eine
Kopplung eines phosphanmodifizierten Aptamers ermdglichen (siehe Abbildung 8) [18]. Der
ausreichende Einbau neuer Zucker in die Glykoproteine dauert mehrere Tage und nicht alle Zelltypen
bauen regelmiBig neue Glykoproteine in die Membran ein [4]. Daher ist diese Methode nur bedingt

anwendbar.
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Abbildung 8: Kopplung mittel metabolic oligosaccharid engineering (MOS). Zuvor wurden modifizierte Zuckermolekiile an

mit den Zellen kultiviert, welche durch den Metabolismus in die Zellmembran eingebaut wurden.

2.1.2 Selektion von hochproduzierenden Zellen

Die Selektion von hochproduzierenden Zellen ist ein entscheidender Faktor bei der Optimierung von
Produktionsstammen. Obwohl die Selektion entscheidend ist, sind die heute verwendeten Methoden
sehr aufwandig (Abschnitt 2.1.2.1). Die Erforschung neuer effizienterer Methoden kénnte die Kosten
und den Zeitaufwand senken. Die Etablierung einer neuen Zelllinie dauert mit herkdmmlichen
Methoden ungefahr ein Jahr [19]. Ein optimaler Produktionsstamm sollte einen hohen Produkttiter
erzeugen. Der Produkttiter korreliert mit der Produktivitat der Zellen. Die Produktivitdt ist von der
Zelldichte und der spezifischen Produktivitdt abhangig [20]. Die Zelldichte, die bei der Kultivierung
von Zelllinien erreicht werden kann, konnte durch Optimierung des Kultivierungsprozesses und der
Nzhrmedien in den letzten 30 Jahren um den Faktor 100 (fir einzelne Zelllinien) gesteigert werden
und befindet sich zwischen 107-108 Zellen/ml [21,22]. Die spezifische Produktivitat ist von der
Expressions- und Sekretionsleistung des Stammes abhingig [23]. Nach der Transfektion ist die
spezifische Produktivitat der Zellen in der Regel normalverteilt, was bedeutet das hochproduzierende

und gering produzierende Zellen im gleichen Verhaltnis vorliegen [24]. Das liegt u. A. am zufilligen
10
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Insertionsort der eingebrachten DNA bei den meisten konventionellen Transfektionsmethoden,
welcher maBgeblich fiir die Produktivitit der Zelle ist [25]. Sehr hoch produzierende Zellen bilden
demnach nur einen kleinen Anteil der Population. Zusatzlich ist das Wachstum von
hochproduzierenden Zellen infolge der metabolischen Belastung durch die Produktbildung reduziert,
wodurch sie von sogenannten low-producing cells liberwachsen werden [26]. Daher muss die
Selektion hochproduzierender Zellen besonders sorgsam durchgefiihrt werden, damit keine
schnellwachsenden low-producing cells mit selektiert werden. Dank der Selektion von

hochproduzierenden Zellen konnten Produkttiter von bis zu 10 g/l erreicht werden [27,28].

2.1.2.1  Konventionelle Methoden

Das in der Industrie etablierte Verfahren zur Selektion von hochproduzierenden Zellen ist das
sogenannte limiting dilution cloning (LDC). Die Zellen werden dabei so verdiinnt, dass im Schnitt pro
well einer Mikrotiterplatte maximal eine Zelle aufgetragen wird [25]. Die Zellen werden nun in der
Platte vermehrt und anschlieBend mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) die
Produktkonzentration im Medium bestimmt [29] (Abbildung 9). Das LDC hat nur einen geringen
Durchsatz und es ist kaum mdglich alle transfizierten Zellen zu testen [30]. Bis zur Selektion eines
neuen Produktionsstammes dauert es mit dieser Methode bis zu acht Monate [24]. Die Anwendung
einer so aufwandigen Methode macht die Wichtigkeit der Suche nach neuen Selektionsmethoden

deutlich.
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Abbildung 9: Ablauf des limited dilution cloning (LDC). In den Platten kann ein Screening z.B. durch ELISA durchgefiihrt
werden. Abbildung modifiziert nach Lai et al. [29]

2.1.2.2  Durchflusszytometrie-basierte Methoden
Generell bieten alle durchflusszytometrie-basierten Verfahren einen hoheren Durchsatz als die LCD
Methode. Im Folgenden werden die drei populdrsten durchflusszytometrie-basierten Verfahren zur

Selektion von hochproduzierenden Zellen vorgestellt.

Die wohl simpelste Methode ist die Koexpression eines Fluorophors wie z.B. dem green fluorescent
protein (GFP). Je stirker das Gen abgelesen wird, desto mehr GFP wird gleichzeitig mit dem Produkt
gebildet. Die Zellen mit einem hohen Fluoreszenzsignal konnen dann mittels FACS (fluorescence-
activated cell sorting) sortiert werden [31]. Statt eines Fluorophors kann das Protein auch mit einem
Membranprotein koexprimiert werden, was dazu fiihrt, dass das Produkt mittels Antikérpern von

auBen quantifiziert werden kann [32]. Die Koexpression hat immer den Nachteil einer zusatzlichen

12
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metabolischen Belastung [33]. Dariiber hinaus muss das Reporterprotein bei der Aufreinigung
entfernt werden und kann zusatzlich einen toxischen Effekt auf die Zellen haben [23]. Auch die
sekretorische Leistung der Zellen wird mit dieser Methode nicht beriicksichtigt. Die sekretorische
Leistung gibt an, wie gut Zellen das Produkt in das Medium abgeben. Ein sekretiertes Produkt hat
den Vorteil, dass kein Aufschluss der Zellen nétig ist, und das Produkt direkt aus dem Medium

gewonnen werden kann.

Eine Methode zur Selektion von Zellen unter Berlicksichtigung der Sekretionsleistung beruht auf
kleinen Geltropfen (gel microdroplets). Hierbei werden die Zellen auf einzelne Agarosegeltropfen
aufgeteilt. Die Agarose ist biotinyliert und enthalt liber Avidin gebundene Fanger-Antikdrper zur
Detektion des Produktes. Durch das Hinzugeben eines zweiten fluoreszenzmarkierten Antikdrpers
gegen das Produkt, kénnen die Tropfen in einem cell sorter sortiert werden [23,34] (Abbildung 10).
Durch die Agarose befinden sich die Zellen in einem viskosen Medium, wodurch die Diffusion des
Produktes reduziert wird. Von Vorteil ist, dass die Sekretionsleistung der Zellen bei dieser Methode
berticksichtigt wird. Nachteilig ist, dass nur ca. jeder zehnte Tropfen eine Zelle enthilt [35], was den
Durchsatz etwas reduziert. Im Vergleich zur LCD Methode ist der Durchsatz natiirlich dennoch

enorm. Ein weiterer Nachteil ist, dass die Agarose nach der Sortierung wieder entfernt werden muss.

' Geltropfen

| N | T
| Zelle |

N ot I

h Fangerantikorper

Avidin
Biotynilierte Agarose

Abbildung 10: Selektion mithilfe von Mikrogeltropfen aus Agarose. Die Féngerantikdrper werden vorher in der Gelmatrix
immobilisiert. Die Detektionsantikorper werden dann spéter hinzugegeben. Abbildung modifiziert nach Browne et al. [23]
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Die letzte hier vorgestellte Methode ist die affinity matrix attachment Methode. Hierbei wird die
Zelloberflache mit Antikérpern modifiziert. Zur Immobilisierung sind Biotin-Streptavidin-Briicken
geeignet. Die Fanger-Antikdrper auf der Zelloberflache bilden die sogenannte Affinitdtsmatrix.
Sekretierte Produktmolekiile werden von den Fiangerantikdrpern gebunden und kdénnen mit einem
zweiten fluoreszenzmarkierten Antikorper sichtbar gemacht werden [36]. Die Diffusion des

Produktes sollte dabei durch ein viskoses Medium reduziert werden (Abbildung 11).

Nicht-
Sekretierende
Zelle

Medium mit

hoher
Viskositat

\mmmt{””

“”f“tinm”

Sekretierende
Zelle

Abbildung 11: Antikorperbasiertes affinity matrix Attachment system zur Selektion von hochproduzierenden Zellen. Die
auf der Oberfliche immobilisierten Antikdrper fangen die sekretierten Zielmolekiile ab. Modifiziert nach Manz et al. [36]

Bisher wurde dieses Assay nur mit Antikdrpern durchgeflihrt. In den praktischen Arbeiten sollen
Aptamere und hocheffiziente Immobilisierungsmethoden zur effektiveren Assay Durchfiihrung

eingesetzt werden. Im Folgenden werden die Vorteile der Aptamertechnologie kurz erlautert.

2.1.3 Aptamere und Antikorper im Vergleich

Im Folgenden soll auf die Vorteile der Aptamere in durchflusszytometrischen Assays gegeniiber
Antikérpern eingegangen werden. Um einen besseren Uberblick zu erhalten wird sehr kurz die

Geschichte der Aptamere und Antikdrper erlautert.

14



Teil 1: Die Selektion hochproduzierender Zelllinien durch fluorescence-activated cell sorting

Die Antikorpertechnologie war eine Revolution fiir die molekularbiologische Analytik. Es wurde
moglich bestimmte Molekiile mit einer nie dagewesenen Spezifitdt und Sensitivitat zu markieren
und so der qualitativen und quantitativen Analyse zuganglich zu machen. Daher wurde fir die
Erforschung des Herstellungsverfahrens von monoklonalen Antikdrpern 1984 der Medizinnobelpreis
verliechen. Wahrend das Herstellungsverfahren von monoklonalen Antikdrpern bereits 1974
verdffentlicht wurde, wurde gut 15 Jahre spater (1990) ein Verfahren zur Entwicklung von RNA
Liganden mit dem Beispiel der T4 DNA Polymerase verdffentlicht. Die Autoren nannten das Verfahren
SELEX (selection of ligands by exponential enrichment). Dieses hat den Vorteil, dass es ohne
Mehraufwand die Selektion von Aptameren gegen nicht-immunogene Zielmolekiile zuldsst [37]. Im
gleichen Jahr wurde der Begriff Aptamer (von lat. Aptus fiir ,passend”) von Ellington und Szostack
eingefiihrt [38]. Dies bildete den Startschuss fiir die Entwicklung weiterer Aptamere. Einen groBen
Vorteil stellt der Herstellungsprozess der Aptamere dar. Dieser erfolgt rein chemisch und so kénnen
Verunreinigungen mit Fremdproteinen oder gar Viren oder bakteriellen Toxinen ausgeschlossen
werden, was besonders fiir pharmakologische Anwendungen einen Vorteil darstellt. Die Herstellung
mittels chemischer Synthese bietet allerdings noch einen weiteren Vorteil: es kénnen an beliebiger
Stelle Modifikationen eingefiigt werden. Eine Markierung mit Fluorophoren funktioniert auch bei
Antikérpern, allerdings an zufalligen Positionen, bei Aptameren hingegen ist es sehr leicht moglich
eine funktionelle Gruppe an einer spezifischen Position einzufligen (meist am Anfang oder Ende).
Dies ist fir die Immobilisierung von groBem Vorteil, da so eine gerichtete Immobilisierung
durchgefiihrt werden kann. Dies sollte zu mehr funktionsfahigen Aptameren flihren, da sterische
Hinderungen von Bindestellen vermieden und die korrekten Faltungen der Aptamere (fiir die Bindung
essentiell) ermdglicht werden kdnnen. Dies ist gerade in Bezug auf das affinity matrix attachmend
Assay ein groBer Vorteil, da so mehr Zielmolekiile von den Fangermolekiilen abgefangen werden

kdnnen.
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2.2 Praktischer Teil
Ziel dieses Teils der Arbeit war die Entwicklung eines aptamerbasierten affinity matrix attachment
Assays zur Selektion von hochproduzierenden Zellen. Als Modell wurde hierfiir der fiir Forschung
und Industrie hochrelevante Wachstumsfaktor VEGF verwendet. Das Assay besteht dabei aus vier
Schritten (siehe auch Abbildung 12):

1. Die Kopplung der Aptamere an die Zelloberflache.

2. Die Produktion und Sekretion des Zielmolekiils durch Zellen

3. Die Detektion der sekretierten Zielmolekile mit dem Aptamer

4. Die Sortierung der Zellen
Die kritischen Schritte sind die Kopplung der Aptamere an die Oberfliche und die Detektion der
Zielmolekiile. Die Fahigkeit ein Zielmolekiil spezifisch zu binden ist entscheidend von der Struktur
des Aptamers abhdngig. Fiir den Assay ist es wichtig, dass das Aptamer auch nach der
Immobilisierung an der Zelloberflache voll funktionsfahig bleibt. Sterische Hinderungen sind hierbei
ein mogliches Problem, diese kdnnen durch die komplexen Strukturen auf der Oberflache der Zelle
auftreten, welche den Zugang zur Bindestelle blockieren konnen. Auf der Zelloberflache befinden
sich viele chemische Gruppen, die fiir eine Kopplung in Frage kommen, aber nicht jede
Kopplungschemie ist auf Zellen anwendbar, denn es ist das Ziel, dass die Zellen nach der Kopplung
noch funktionsfahig sind. Dementsprechend miissen die Reaktionsbedingungen sehr mild sein und
die eingesetzten Chemikalien, diirfen im Verlauf der Immobilisierung, keine ausgepragte toxische
Wirkung auf die Zellen ausiiben. Fiir den praktischen Teil wurden zwei infrage kommende Methoden
untersucht: Die Immobilisierung durch Cyanurchlorid und Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS3). Die
Vor- und Nachteile der jeweiligen Methode werden in den entsprechenden Kapiteln erértert. Die

genauen Versuchsbeschreibungen sind im Anhang zu finden (Abschnitt B1 bis B6).
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Abbildung 12: FlieBschema des aptamerbasierten affinity matrix attatchment Assays. Hier ist als Beispiel ein sogenannter
sandwich-assay zur Detektion schematisiert.

2.2.1 Modifikation von Zellen mit Aptameren mittels Cyanurchlorid

Cyanurchlorid (Abbildung 13) oder seine Derivate sind in der Industrie h3ufig verwendete
Chemikalien fiir Kopplungsreaktionen. Dazu zdhlen beispielsweise die Vernetzung von Plastik und
Gummi [39]. Das Besondere ist die temperaturabhingige Reaktivitit der Chloratome. Da die
Reaktivitdt der Chloratome nach jeder Substitution abnimmt ist es mdglich, die Reaktion
temperaturabhdngig zu steuern. Das erste Chloratom lasst sich bereits bei 4°C substituieren,
wahrend eine zweite Reaktion mit einem weiteren Chloratom bei dieser Temperatur kaum
stattfindet. Erhéht man die Temperatur nun auf ca. 25°C wird die Reaktion des zweiten Chloratoms
beglinstigt. Um das dritte Chloratom zu substituieren wiirde eine Temperatur von {iber 80°C bendtigt
werden. So ist eine schrittweise Kopplung von verschiedenen Substanzen mdglich. Die einzige
Voraussetzung fiir die zu kuppelnden Substanzen ist, dass diese eine nukleophile Gruppe (z.B. eine
-NH, oder -OH Gruppe) besitzen. Wobei anzumerken ist, dass Aminogruppen (-NH,) eine héhere
Nukleophilie besitzen als Alkoholgruppen (-OH). Dariiber hinaus férdern basische Bedingungen (~pH

9) die nukleophile Substitution.
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Cl

L,
l /)\CI

N
Cl N

Abbildung 13: Strukturformel von Cyanurchlorid (2,4,6-Trichlor-1,3,5-triazin), auch bekannt als Trichlor-S-triazin

Cyanurchlorid zur Kopplung von Aptameren auf Zelloberflachen von intakten Zellen zu verwenden

wurde bisher noch nicht durchgefiihrt und hat wesentliche Vor- und Nachteile, welche im Folgenden

kurz erlautert werden.

Cyanurchlorid ist nach GHS (Global harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von
Chemikalien) als giftig und atzend eingestuft. Es gilt also den direkten Kontakt der Zellen mit
Cyanurchlorid (bzw. seiner reaktivsten Form) zu vermeiden und toxische Effekte auf die Zellen
auszuschlieBen. Dr. Michael Meyer konnte, im Rahmen seiner Dissertation am Institut flir Technische
Chemie, bereits im Vorfeld zeigen, dass im Wachstumsverhalten auch nach fiinf Tagen kein
Unterschied zu einer unbehandelten Kontrolle besteht [40]. In dieser Arbeit wurde auch die akute

Toxizitdt des Assays betrachtet, um die Eignung von Cyanurchlorid zu priifen.

Cyanurchlorid reagiert mit Nucleophilen, demnach auch mit Wasser. Da der Assay mit Zellen
durchgefiihrt wird, wird entsprechend im wassrigen Medium gearbeitet (die Zellen sollen schlieBlich
lebendig bleiben). Mit Wasser reagiert Cyanurchlorid zu Cyanursaure und Salzsiure, diese Reaktion
verlauft jedoch deutlich langsamer als mit anderen Nukleophilen wie Aminogruppen. Die Stabilitat
im Wasser ist maB3geblich von der Temperatur abhangig. Um konkreter zu werden: Bei 0°C ist
Cyanurchlorid fiir 12 h in Wasser stabil. Bei 30°C sind nach einer Stunde ca. 40 % hydrolysiert [41].
Es gilt also den Kontakt mit Wasser kurz zu halten. Ein gewisser Grad an Hydrolyse wird wéahrend
des Assays sicher stattgefunden haben, jedoch sollte die Hydrolyse in Anbetracht der Temperatur

und Dauer keinen groBen Effekt auf die Proben gehabt haben. Es ist jedoch wichtig, dass die
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Cyanurchlorid-Losung stets frisch angesetzt und das Cyanurchlorid trocken gelagert wird, um eine

Hydrolyse durch die Luftfeuchtigkeit zu reduzieren.

Cyanurchlorid ist trotz dieser Nachteile ein Kopplungsreagenz mit viel Potential fiir die
Zellanwendung. Es ist giinstig und leicht zu produzieren. In der Industrie wird es bereits vielfach
angewendet und dariiber hinaus ist die lUber die Temperatur zu reqgulierende Reaktivitat ein groBer
Vorteil. Wie oben bereits erwédhnt, liegt diese fiir die ersten beiden Chloratome bei 4°C bzw. 20-
30°C. Dies ist ein optimaler Temperaturbereich fiir die Versuchsdurchflihrung, insbesondere bei der
Anwendung fiir lebende Zellen. Eine funktionierende Kopplung an lebendige Zellen mittels
Cyanurchlorid kdnnte eine interessante Methode fiir Industrie und Forschung sein und diirfte sich

dariiber hinaus fiir die Selektion hochproduzierender Zellen eignen.

Die Kopplung soll wie im Folgenden beschrieben ablaufen: Im ersten Schritt wird das Cyanurchlorid
bei 4°C an das aminomodifizierte Aptamer gebunden und freies Cyanurchlorid abgetrennt, dadurch
kommen die Zellen nicht mehr mit dem toxischen freien Cyanurchlorid in Kontakt. Im zweiten
Schritt werden die cyanurchloridaktivierten Aptamere an freie Aminogruppen der Membranproteine
der Zelle bei Raumtemperatur gebunden (Abbildung 14). Wird hierbei ein fluoreszenzmarkiertes
Aptamer verwendet, kann die Immobilisierung des Aptamers direkt iiber eine Fluoreszenzmessung
nachgewiesen werden. Hierzu miissen die freien (bzw. ungebundenen) Aptamere abgetrennt werden.
Indirekt kann die immobilisierte Menge des Aptamers ilber das Vermessen der Menge von
ungebundenem Aptamer bestimmt werden. Das ist auch durch die Messung der Absorption bei
260 nm (Absorptionsmaximum von DNA) maglich. Eine Gefahr bei der Messung lber die Absorption
bei 260 nm ist, dass die Waschfraktion durch Zell-DNA verunreinigt werden kann und so die
Messergebnisse verfdlscht werden kdénnen. Eine Fluoreszenzmarkierung wirde solche Fehler
ausschlieBen. Darliber hinaus ware es auch mdglich die Aptamere mit DNA-Farbstoffen wie SYBR
Green und Propidiumiodid zu farben, anstatt eine kovalente Fluoreszenzmarkierung zu verwenden.

Das genaue Protokoll zur Immobilisierung ist in Abschnitt B1 zu finden.
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Abbildung 14: a) Cyanurchchlorid wird bei 4°C an das Aptamer gebunden; b) Bei Raumtemperatur wird das Aptamer an

die Zellen gekoppelt. Modifiziert nach Weitzenberg3

2.2.1.1  Direkter Nachweis

Su

Fiir den direkten Nachweis der Immobilisierung wurden terminal fluoreszenzmarkierte Aptamere
verwendet. Als Fluorophor wurde der Standardfarbstoff Fluorescein benutzt. Dieser wurde von der
Firma IDT kovalent an das Aptamer gebunden. Ein Vorteil von Aptameren ist, dass so eine
Modifikation ohne gréBeren Aufwand mdglich ist, da Aptamere ohnehin schrittweise chemisch
hergestellt werden und als letzter Baustein anstatt eines Nukleotids ein Fluorophor wie Fluorescein
bzw. eine aktivierte Form wie FITC (Fluoresceinisothiocyanat) verwendet werden kann. Wenn die
freien Aptamere nach der Kopplung an die Zellen abgetrennt werden, kann die Messung der
Fluoreszenz zur Uberpriifung der Immobilisierung angewendet werden. Mit Zellen als
Kopplungspartner ist das Abtrennen sehr einfach: die Zellen werden bei niedriger Geschwindigkeit

(ca. 300 rcf) zentrifugiert und der Uberstand wird entfernt. Nun werden die Zellen erneut in Puffer

spendiert und zentrifugiert. Bereits nach einem Waschschritt ist der GroBteil der freien Aptamere

3 Aus Bachelorarbeit von B. Sc. Merle Weitzenberg
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abgetrennt und nach einem zweiten Waschschritt st sich kein freies Aptamer mehr im Uberstand
detektieren (Daten nicht gezeigt). Dariiber hinaus eignet sich hier besonders die
Durchflusszytometrie als Detektionsmethode. Denn hierbei wird weniger das umgebene Medium als
vielmehr die einzelne Zelle vermessen. Hierdurch wird der Einfluss von nicht-gebundenem Aptamer
auf die Messung neutralisiert. Es gibt jedoch stets unspezifische Bindungen, die beispielsweise
aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen stattfinden. Aptamere sind aufgrund des negativ
geladenen Phosphatriickgrades fiir ionische Wechselwirkungen mit positiv geladenen Strukturen
pradestiniert. Eine Kontrolle mit nicht-aktiviertem Aptamer (also ohne Cyanurchloridbehandlung)
ist daher notwendig, um liberhaupt Aussagen Uber eine erfolgreiche kovalente Kopplung machen zu
konnen. Dariiber hinaus besitzt jede Zelle eine gewisse Eigenfluoreszenz (sogenannte intrinsische
Fluoreszenz) aufgrund von natiirlich vorkommenden fluoreszierenden Molekiilen in der Zelle. Das
Auftreten von Fluoreszenz heif3t also noch lange nicht, dass Aptamere detektiert wurden. Daher ist
auch eine unbehandelte Kontrolle notwendig. Es ist auch mdglich, die Eigenfluoreszenz der Zellen

von den Werten der anderen Proben abzuziehen, um die Unterschiede besser zeigen zu kénnen.

Die ersten Versuche sollten zum direkten Nachweis der Immobilisierung dienen. Hierfiir wurde, wie
oben beschrieben, ein FITC markiertes Anti-VEGF-Aptamer (V7t1) verwendet. Die Art des Aptamers
spielt an dieser Stelle noch keine groBe Rolle, da es noch keine Funktionalitdt besitzen muss, sondern
lediglich an die Zellen gekoppelt werden soll. Allerdings kénnte durch die Faltung des Aptamers die
terminale Aminogruppe, die zur Kopplung des Aptamers erforderlich ist, in der Aptamerstruktur

verborgen vorliegen, wodurch eine Kopplung unméglich ware.

Die Ergebnisse zur Immobilisierung von Aptameren mittels Cyanurchlorid sind in Abbildung 15
gezeigt. Als Kontrolle wurden Proben ohne Cyanurchlorid und ohne Aptamer verwendet. Es konnte
keine Kopplung der Aptamere detektiert werden. Ob Cyanurchlorid zu den Proben zugegeben wurde,
spielte keine Rolle fir die Signalhdhe. Es ware mdoglich, dass keine Kopplung stattgefunden hat,

auszuschlieBen ist eine Kopplung jedoch nicht. Messwerte, insbesondere Fluoreszenzsignale, kénnen
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mannigfaltigen Einfliissen unterliegen. Im Folgenden werden weitere solcher mdglichen Ursachen

fiir den fehlgeschlagenen Nachweis vorgestellt und untersucht.
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Abbildung 15: Mittlere Fluoreszenzintensitit nach der Immobilisierung der fluoreszenzmarkierten Aptamere (V7t1-FITC).
Aktiviert bedeutet unter Verwendung des Crosslinkers Cyanurchlorid. Nicht-aktiviert: ohne Crosslinker. SBB Aptamerfreie:
Nur im Natriumboratpuffer (SBB) ohne Aptamere als Kontrollmessung der Eigenfluoreszenz. Das Cyanurchlorid wurde im
100fachen Uberschuss gegeniiber dem Aptamer eingesetzt. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung von
min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 525/40 nm bandpassfilter.

Im Folgenden werden mdgliche Storfaktoren des Cyanurchlorids auf die Fluoreszenz besprochen.
Quenching -oder auch Fluoreszenzléschung- durch einen Quencher bezeichnet den Energietransfer
zwischen einem angeregten Fluorophor und einem Quenchermolekiil. Ein Quencher kann
verschiedenste Formen haben, Sauerstoff ist z.B. ein popularer Quencher [42]. Das Quenching fiihrt
zu einer Reduzierung oder sogar Eliminierung des Fluoreszenzsignals. Dieses Prinzip wird bei
diversen Assays (z.B. Sauerstoffoptode) zu Nutze gezogen. Ungewolltes Quenching kann eine

Fluoreszenzmessung jedoch stéren. Cyanurchlorid konnte einen solchen Effekt auf die Messung

haben.
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Absorption bezeichnet die Aufnahme von Photonen und eine strahlungslose Umwandlung der
aufgenommenen Energie. Es ist mdglich, dass bestimmte Molekiile das Licht einer bestimmten
Wellenlange absorbieren. Bei einer Fluoreszenzmessung kann die Absorption des eingestrahlten

Lichts, aber auch die Absorption des abgestrahlten Lichts, die Messung stéren.

Diese beiden Storfaktoren kénnten auch bei dieser Untersuchung eine Rolle spielen. Die rdumliche
Ndhe zu dem Fluorophor kann sich dabei besonders negativ auswirken, denn so kann ggf. das
abgegebene Licht direkt absorbiert bzw. der Fluorophor direkt gequencht werden. Die verwendeten
Aptamere wurden so entworfen, dass die Kopplungsposition (5' terminal) und die
Fluoreszenzmarkierung (3' terminal) einen maximalen Abstand zueinander haben. Durch die Faltung
des Aptamers konnte es jedoch dennoch zu einer rdumlichen Ndahe kommen. In der folgenden
Untersuchung sollte herausgefunden werden, ob Cyanurchlorid das Fluoreszenzsignal von FITC stort.
Dazu wurde V7t1-FITC und Cyanurchlorid (in SBB), sowie jeweils das Losungsmittel von
Cyanurchlorid (Acetonitril und SBB) gemischt und die Fluoreszenz gemessen. Das Ergebnis ist in
Abbildung 16 zu sehen. Cyanurchlorid senkt das Fluoreszenzsignal, im Vergleich zu den

Cyanurchlorid freien Proben, um den Faktor 8.
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Abbildung 16: Fluoreszenzintensitdt bei 515 nm von V7t1-FITC in Losung. Geprift wurde die Wirkung von
Cyanurchlorid auf die Fluoreszenz. Die Kontrollen sind Acetonitril (Losungsmittel von Cyanurchlorid) und SBB
(Bindepuffer des Aptamers). Die Proben wurden mittels Spektrofluorometer vermessen. Konzentration des Aptamers: 4,2
M. Cyanurchlorid in 100fachem Uberschuss zum Aptamer.

Es gilt nun nach alternativen Detektionsmethoden zu suchen. Es ist moglich die DNA-Menge Uber
die Absorption bei 260 nm zu bestimmen. Jedoch zeigen die vorherigen Ergebnisse (Abbildung 16),
dass Cyanurchlorid optische Assays stark beeinflussen kann, entsprechend wurde zuerst untersucht,
ob Cyanurchlorid auch auf diese Messmethode einen Einfluss hat. Dazu wurde das Aptamer mit
Cyanurchlorid versetzt und die Absorption bei 260 nm gemessen. Zur Kontrolle wurden die Aptamere
ohne Zugabe (SBB) und mit Acetonitril (Losungsmittel von Cyanurchlorid) versetzt. In Abbildung 17
ist zu sehen, dass Cyanurchlorid bei 260 nm stark absorbiert. Wenn die Probe Cyanurchlorid enthalt,
ist ein Anstieg der Absorption von liber 60 % zu erkennen. Dies macht eine direkte Messung

schwierig.
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Abbildung 17: Absorption bei 260 nm von V7t1-FITC in Losung. Die Kontrollen sind mit Zugabe von Acetonitril

(Lésungsmittel von Cyanurchlorid) und reinem SBB (Bindepuffer des Aptamers) ohne Zugabe. Gepriift wurde die Wirkung

von Cyanurchlorid auf die Absorption bei 260 nm. Die Proben wurden an einem Spektrofluorometer vermessen.

Konzentration des Aptamers: 4,2 uM. Cyanurchlorid in 100fachem Uberschuss zum Aptamer.

Es stellt sich nun die Frage, ob das Cyanurchlorid in der Lésung an sich die Messung stort,
beispielsweise durch Absorption des Anregungslichts, oder nur das rdumlich sehr nahe gebundene
Cyanurchlorid, durch Quenching. Ware ersteres der Fall, kdnnte mdoglicherweise durch intensives
Waschen das Cyanurchlorid soweit entfernt werden, dass eine Messung moglich wird, da ein sehr
geringer Restanteil (ca. 1/3000) in den Proben verbleibt. Also wurden die Proben vor und nach dem
Abtrennen von Cyanurchlorid tiberpriift. Zur Abtrennung des Cyanurchlorids wurde ein spin-off Filter
mit 3 kDa cut off verwendet. Durch diesen Filter kann das Cyanurchlorid passieren und die groBeren

Oligonukleotide werden zurlickgehalten. Auf diese Weise wurde das Cyanurchlorid entfernt.

Als Kontrolle wurden Proben ohne Cyanurchlorid vorbereitet. Es wurde erwartet, dass ein Teil des

V7t1-FITC moglicherweise am Filter adsorbiert. Diese Erwartung erfiillte sich auch. In Abbildung 18
ist zu erkennen, dass das Fluoreszenzsignal der Kontrolle nach dem Waschen um ca. 10 % abnahm.
Bei Cyanurchlorid hingegen nimmt das Signal nach dem Waschen zwischen 10 - 20 % zu. Dieser
Effekt spielt allerdings kaum eine Rolle. Das Kontrollsignal (ochne Cyanurchlorid) liegt um ca. 1000 %
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hoher. Den gréBten Einfluss auf die Signalverschiebung hat also das gekoppelte Cyanurchlorid. Das

macht jede Fluoreszenzmessung duBerst schwierig.
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Abbildung 18: Fluoreszenzsignal von V7t1-FITC unter Einfluss von Cyanurchlorid. Hier wurde untersucht wie groB der
Anteil des freien und des gebundenen Cyanurchlorids auf die Fluoreszenzléschung ist. Nach dem Waschen ist das freie
Cyanurchlorid weitestgehend entfernt. Bei der Kontrolle (nicht-aktiviert) wurde kein Cyanurchlorid verwendet.
Verwendet wurden 0,32 nmol V7t1-FITC.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass ein direkter Nachweis von Cyanurchlorid aufgrund der
Reduzierung des Fluoreszenzsignals nicht so einfach mdglich ist. Daher wurde im nadchsten

Abschnitt versucht, die Konzentration der gebundenen Aptamere indirekt zu messen.

2.2.1.2  Indirekter Nachweis

Um die Menge des auf den Zellen immobilisierten Aptamers zu bestimmen, kann anstatt die Zellen
direkt zu vermessen, auch der Anteil der verbliebenden Oligonukleotide in den Waschfraktionen
bestimmt werden. Die Differenz der zugegebenen zu der in Losung verbliebenen Menge an
Aptameren ergibt dann die gekoppelte Menge. Der Vorteil ist, dass bei Verwendung
fluoreszenzmarkierter Aptamere mit einem Fluorospektrometer relativ leicht Kalibrationsreihen

erstellt werden kdnnen, ohne die Zellen vermessen zu missen. In Abbildung 19 ist die
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Kalibrationsgerade zu sehen. Der Unterschied zwischen den Fluoreszenzsignalen von FITC mit und
ohne Cyanurchlorid wird hier sehr deutlich. Bei 0,8 uM FITC betrdgt der Signalunterschied bereits
mehr als Faktor drei. Auch wird deutlich, dass in Anwesenheit von Cyanurchlorid in diesem
Konzentrationsbereich nur eine geringe Steigung der Fluoreszenzintensitdt mit steigender
Aptamerkonzentration vorhanden ist und die Unterscheidung von Messwerten im nanomolaren
Bereich nicht mdglich ist, sondern -wenn tberhaupt- nur im mikromolaren Bereich erfolgen kann.
Zur Verdeutlichung: Es ist anhand der Werte erkennbar, ob die Konzentration zwischen 0,1 - 0,4 uM
oder 0,5 - 0,8 uM liegt. Innerhalb dieser Konzentrationen ldsst sich aber keine Unterscheidung
treffen, da sich die Werte kaum voneinander unterscheiden. Trotz der geringen Genauigkeit wurde
im Folgenden eine Quantifizierung lber die Fluoreszenz durchgefiihrt, um zumindest eine

Abschatzung der gebundenen Aptamermenge zu erhalten.
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Abbildung 19: Kalibrationsreihe fiir das Fluoreszenzsignal von V7t1-FITC mit und ohne Cyanurchlorid.
Konzentrationsbereich: 0,1 - 0,9 pM. Messung mittels Fluorospektrometer bei 488 nm. Cyanruchlorid wurde wie beim
Protokoll vorgesehen in einem 100fachen Uberschuss zum Aptamer zugegeben und das freie Cyanurchlorid anschlieBend
entfernt. Fehlerbalken: Standardabweichung, N=3.

Das Ergebnis dieser wie oben erldutert stark fehlerbehafteten Analyse ist in Abbildung 20 zu sehen.

GemaB dieser Analyse haben nach einer Aktivierung mit Cyanurchlorid ca. 98 % der Aptamere an

27



Teil 1: Die Selektion hochproduzierender Zelllinien durch fluorescence-activated cell sorting

Zellen gebunden, wahrend ohne Einsatz von Cyanurchlorid ca. 65 % der Aptamere gebunden haben.
Die Zahlenwerte sind hierbei, wie bereits dargelegt, nicht sehr genau, jedoch ist der Unterschied
zwischen aktiviertem und nicht-aktiviertem Aptamer eindeutig, da durch Cyanurchlorid eine
Steigerung von 50 % mehr gebundener Zellen erreicht werden konnte. Nachdem aufgezeigt wurde,
dass die gewdhlte Messmethode ihre Schwichen hat, wurde im Folgenden versucht, mit
DNA-bindenden Farbstoffen ein weiteres Verfahren zur Untersuchung der Aptamerimmobilisierung

Zu testen.
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Abbildung 20: Berechnung der prozentual gebundenen Aptamermenge mit crosslinker (Cyanurchlorid) und ohne
crosslinker an die Zellen. Fehlerbalken: Standardabweichung, N=3.

2.2.1.3  Nachweis durch DNA-Farbstoffe

Propidiumiodid (Abbildung 21) z&hlt zu den am hiufigsten verwendeten DNA-Farbstoffen in der
Durchflusszytometrie. Es absorbiert stark bei 488 nm und emittiert rotes Licht (um 600 nm). Eine
Besonderheit ist, dass es bis zu 20-mal starker leuchtet, wenn es in DNA interkaliert ist. Ein Nachteil
dieser Anwendung ist, dass das Propidiumiodid nur in doppelstrangige Bereiche der DNA interkaliert.
Aptamere bilden bei ihrer Faltung doppelstrangige Bereiche aus. Propidiumiodid hat den Vorteil,
dass es intakte Membranen nicht durchdringt. Daher wird es normalerweise als Lebend-Tod-
Farbstoff eingesetzt. Daher kdnnen wir es aufgrund dessen nach der Immobilisierung des Aptamers

auf den Zellen einsetzen, weil es nicht die DNA im Zellkern erreicht. Allerdings kénnte freigesetzte
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DNA oder RNA aus toten Zellen die Messung stdéren. Eine hohe Viabilitat ist deshalb bei dieser
Methode besonders wichtig. Selbst wenn es zu einer Stérung durch Zell-DNA kommen sollte,

konnten die mit Aptamer gekoppelten Zellen ein signifikant hoheres Signal geben.

Abbildung 21: Strukturformel von Propidiumiodid. Ein géngiger lebend/tot-Farbstoff.

In den folgenden Versuchen wurden die Aptamere mittels Cyanurchlorid immobilisiert (auBer bei
der ,nicht-aktiviert" Kontrolle) und die Zellen mittels Propidiumiodid gefarbt. AnschlieBend wurden
die Proben am Durchflusszytometer gemessen. Die Untersuchungen zeigen jedoch, dass
Propidiumiodid nicht geeignet ist, um eine Immobilisierung mit Aptameren nachzuweisen (siehe
Abbildung 22). Vermutlich machen die doppelstrangigen Bereiche des verwendeten Aptamers einen
zu kleinen Anteil der Aptamersequenz aus. Jedoch konnte festgestellt werden, dass Cyanurchlorid

keinen Einfluss auf die Fluoreszenz von Propidiumiodid hat.
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Abbildung 22: Fluoreszenzintensitat der Propidiumiodid-gefarbten Aptamere. Jeweils mit und ohne Cyanurchlorid,
sowie ohne Aptamer und ohne Cyanurchlorid. Pro 108 Zellen wurden 2,5 ul Propidiumiodid-Lésung (1 mg/ml) zugegeben.
Fehlerbalken: Standardabweichung. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung von min. 10.000 analysierten
Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 675/30 nm Bandpassfilter.

Ein weiterer populdrer DNA-Farbstoff ist SYBR Green. Er wird vor allem bei der quantitativen PCR
(qPCR) zur Mengenbestimmung von DNA eingesetzt und hat dhnliche spektrale Eigenschaften wie
Fluorescein oder GFP. Ein Vorteil ist, dass der Farbstoff SYBR Green Il bevorzugt an einzelstrangige
DNA/RNA bindet. Der Nachteil gegeniiber Propidiumiodid ist, dass SYBR Green auch intakte
Membranen durchdringt. In der Durchflusszytometrie kann SYBR Green eingesetzt werden um sehr
kleine Zellen (z.B. Bakterien) besser sichtbar zu machen. Wenn mit einem membrangéngigen
Farbstoff gearbeitet wird, muss die Farbung der DNA vor dem Kontakt mit den Zellen erfolgen,
ansonsten wiirde die DNA/RNA in den Zellen gefirbt werden. Das so vorgefarbte Aptamer kdonnte

auch eine Alternative zu teuren kovalenten Labeln sein.

In dem folgenden Experiment wurden die Aptamere vor der Aktivierung und Immobilisierung auf
den Zellen mit SYBR Green Il gefarbt, anschlieBend immobilisiert und mittels Durchflusszytometer
vermessen. Dabei wurde gezeigt, dass auch SYBR Green Il von Cyanurchlorid stark beeinflusst wird.

Bei der gleichen Menge an Aptamer wird die Fluoreszenz in Anwesenheit von Cyanurchlorid um den
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Faktor fiinf gesenkt (Abbildung 23). Das deutet darauf hin, dass auch in den vorrangegangenen
Versuchen, Cyanurchlorid die Fluoreszenz von FITC nicht durch eine spezifische Reaktion beeinflusst
hat, sondern vermutlich aufgrund von Fluoreszenzléschung. SYBR Green hat sehr dhnliche spektrale

Eigenschaften wie FITC und wird ebenfalls stark beeinflusst.
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Abbildung 23: Mittlere Fluoreszenzintensitdt nach der Immobilisierung der SYBR Green Il gefarbten Aptamere. Aktiviert
bedeutet unter Verwendung des crosslinkers Cyanurchlorid. Nicht-aktiviert: ohne crosslinker. SBB aptamerfrei: Nur im
Natriumboratpuffer (SBB) ohne Aptamere mit Cyanurchlorid als Kontrollmessung der Eigenfluoreszenz. Das
Cyanurchlorid wurde im fiinffachen Uberschuss gegeniiber dem Aptamer eingesetzt. Die Werte sind als Mittelwerte +
Standardabweichung von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm,
Detektor: 525/40 nm Bandpasfilter. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung.

Auch mit DNA-Farbstoffen konnte keine Losung des Problems, des quantitativen Nachweises der
Aptamerimmobilisierung, erzielt werden. Jedoch konnte es weiter eingegrenzt werden. Zumindest
Propidiumiodid, welches im roten Bereich emittiert, wurde nicht durch Cyanurchlorid beeinflusst. In
der Zukunft sollte darauf geachtet werden, dass ein Farbstoff mit anderen spektralen Eigenschaften
als FITC angewendet wird. Dennoch stellt sich Cyanurchlorid fiir die Analytik als schwieriges Molekiil
dar. Mogliche Effekte auf die Fluoreszenz konnten auch auf spatere Untersuchungen der Bindung
mit einem Zielmolekil Auswirkungen haben. Daher wurde im Folgenden ein alternatives

Kopplungsverfahren untersucht (Abschnitt 2.2.2).
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2.2.1.4  Schlussfolgerung zur Immobilisierung mit Cyanurchlorid

Cyanurchlorid ist eine flir Kopplungen etablierte Substanz. Auch die Zellen liberstehen die Prozedur,
obwohl Cyanurchlorid toxisch ist. Das groBe Problem von Cyanurchlorid sind die stark
fluoreszenzloschenden Eigenschaften. Das Fluoreszenzsignal der getesteten Fluorophore wurde
gestort und eine Interpretation der Ergebnisse wurde so schwierig. Das Herausrechnen mittels einer
Kalibrationsreihe ist in Anbetracht der starken Signalreduktion ein nicht zufriedenstellender Ansatz,
insbesondere im Hinblick auf die spatere Nutzung im Assay zur Detektion des Zielmolekiils. Daher
ist Cyanurchlorid ungeachtet seiner Kopplungseigenschaften fiir einen fluoreszenzbasierten Assay
nicht zu empfehlen. Es ist natirlich nicht auszuschlieBen, dass Fluorophore mit anderen
spektroskopischen Eigenschaften nicht gestért werden. Um die Probleme der Fluoreszenzléschung
der verwendeten Fluorophore zu umgehen, wurde eine alternative Kopplungschemie getestet,

welche im folgenden Kapitel vorgestellt wird.

2.2.2 Modifikation von Zellen mit Aptameren mittels

Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS®)

Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS®) ist ein sogenannter homobifunktionaler crosslinker. Es besitzt
zwei identische funktionelle Gruppen, die mit jeweils einem Kopplungspartner reagieren sollen. BS®
ist besonders flir Amino-Amino-Kopplungen geeignet. Die bendtigten Gruppen sind die gleichen, die
fiir die Kopplung mit Cyanurchlorid benétigt werden. Ein Nachteil von BS® gegeniiber Cyanurchlorid
ist, dass die Gruppen gleich reaktiv sind, also keine selektive Kopplung durchgefiihrt werden kann.
Dadurch sind Kopplungen zweier gleicher Molekiile, welche nicht zum gewiinschten
Kopplungsprodukt, sondern zu dimerisierten Komponenten fiihren, deutlich hdufiger. Das mag die
Effizienz der Kopplung stéren, fiir die durchflusszytometrische Analyse ist dies jedoch unerheblich.

Sowohl aneinander gebundene Zellen als auch Aptamere kdnnen von der durchflusszytometrischen
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Analyse ausgeschlossen werden. Vorteilhaft gegeniiber Cyanurchlorid ist die bessere
Wasserlgslichkeit. BS® funktioniert ebenfalls sehr gut unter physiologischen Bedingungen (in PBS
mit pH 7-9) und wurde bereits fiir die Kopplung von Proteinen an Zelloberfldchen verwendet. Es
existiert also ein Protokoll, die in der Literatur beschriebene Untersuchungen zur Anwendungen mit
Zellen waren allerdings wenig umfangreich und wurden noch nie mit Aptameren durchgefiihrt. Das

genaue Protokoll fiir die Immobilisierung mittels BS3 findet sich im Anhang im Abschnitt B2.2.

Abbildung 24: Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS®). Den bifunktionalen Crosslinker erkennt man an den beiden identischen

Abgangsgruppen. Angriffspunkt fiir die nukleophile Substitution sind die Carbonsaureamide. Die Sulfatgruppen dienen zur
Steigerung der Loslichkeit im Wasser.

Die ersten Untersuchungen zielten also darauf ab, ein Protokoll zu etablieren, die Immobilisierung
zu liberpriifen und die immobilisierte Menge an Aptamer zu quantifizieren. Dazu wurde das gleiche
fluoreszenzmarkierte Aptamer wie flir die Untersuchungen zur Kopplung mit Cyanurchlorid
verwendet. Die Quantifizierung erfolgte liber die Messung der Fluoreszenz im Uberstand der
nicht-gebundenen Aptamere und der Differenz zu der eingesetzten Aptamermenge. Uber eine
Kalibrationsreihe konnte die Konzentration berechnet werden. Diese Ergebnisse wurden semi-
quantitativ tber die direkte Messung der Zellen mittels Durchflusszytometrie verifiziert. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 25 und Abbildung 26 dargestellt.

Diese zeigen einen Fluoreszenzanstieg durch die Kopplung der fluoreszenmarkierten Aptamere an
die Zelle mittels BS®. Im Gegensatz zu den Messungen mit Cyanurchlorid ist mit BS® ein deutlicher
Fluoreszenzsignalanstieg zu beobachten. Umso weniger Zellen eingesetzt wurden, desto hdher das
Fluoreszenzsignal, da mehr Aptamere pro Zelle vorliegen. Das hdchste Signal wurde entsprechend
bei 5 Millionen Zellen beobachtet. Die Ergebnisse zwischen Fluoreszenzspektrometer und

Durchflusszytometer sind hier deckungsgleich (vergleiche Abbildung 25 und Abbildung 26). Die
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Berechnungen aus der Differenz des eingesetzten Aptamers und des im Uberstand verbliebenen
Aptamers ergeben bei einer Kopplung der gleichen Aptamermenge auf 35 Millionen Zellen maximal
ca. 290.000 Aptamere pro Zelle und bei einem Ansatz mit 5 Millionen Zellen maximal ca. 2.800.000
Aptamere pro Zelle (es handelt sich hier um eine Annahme iiber die Differenz im Uberstand). Um
genug Material zur Analyse zu erhalten, wurden keine niedrigeren Zellkonzentrationen verwendet.
Wahrend der Immobilisierung und der Waschschritte gehen erfahrungsgema0 einige Zellen verloren.
Bei 5 Millionen eingesetzter Zellen war die Zellzahl stets ausreichend um eine statistisch
aussagekraftige durchflusszytometrische Analyse durchzufiihren. Daher wurden in den folgenden

Versuchen 5 Millionen Zellen eingesetzt. Die Protokolle befinden sich im Anhang im Abschnitt B3.
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Abbildung 25: Mittlere Fluoreszenzintensitit der Zellen bei Zellkonzentrationen von 5 - 35-108 Zellen/mL um
Autofluoreszenz bereinigt. Kontrolle: Immobilisierung mit 100 nM V7t1-FITC und 5-106 Zellen/mL durchgefiihrt ohne BS3,
mit Aptamer. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung von mindestens 10.000 analysierten Zellen pro Probe
dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 533/30 nm Bandpassfilter. A: Fluoreszenz einer unbehandelten
Kontrolle. B: Fluoreszenz einer mit BS® immobilisierten Probe (500 nM V7t1-FITC). C: Vergleich der Signale von einer Probe
ohne immobilisiertes Aptamer und einer mit 500 nM immobilisierten Aptamer.

34



Teil 1: Die Selektion hochproduzierender Zelllinien durch fluorescence-activated cell sorting

3,0E+06 -
2,5E+06 -
2,0E+06 -

1,5E+06 -

V7t1-FITC pro Zelle

1,0E+06 -

5,0E+05 -

0,0E+00 .
5 Mio 15 Mio 25 Mio 35 Mio

Zellen/mL

Abbildung 26: Anzahl der auf die Zelloberflache gekoppelten V7t1-FITC pro Zelle bei Zellkonzentrationen von 5 - 35-108

Zellen/mL, einer Aptamerkonzentration von 100 nM und 1 mM BS3. Die Werte wurden durch Differenzbildung der

Anfangskonzentration von 100 nM und der fluoreszenzspektrometrisch ermittelten V7t1-FITC-Konzentration im
Reaktionsiiberstand berechnet.

Als ndchster Schritt sollte die verwendete Aptamermenge optimiert werden, um bei geringem
Ressourceneinsatz ein deutliches Signal zu erhalten und so auch die Sensitivitdt der Methode zu
testen. Dariiber hinaus wurde der Verlauf des Fluoreszenzsignals bei verschiedenen Aptamer-
Konzentrationen dokumentiert. Dabei wurden zwei verschiedene durchflusszytometrische
Auswertemethoden auf die gleichen Daten angewandt. Dies soll zusatzlich verdeutlichen welchen
Einfluss die Auswertemethode auf die Ergebnisse hat. Bisher wurde das Fluoreszenzsignal gegen die
Konzentration aufgetragen. Eine weitere giangige Methode ist die Markeranalyse. Hier wird ein
Schwellenwert festgelegt, ab welchem Zellen als positiv bzw. als negativ bewertet werden. Dieser
Schwellenwert wird anhand einer Kontrolle festgelegt. Ublicherweise wird eine Negativkontrolle
verwendet und der Schwellenwert so festgelegt, dass die Kontrolle 100 - 99,5 % negative Zellen
enthalten soll. Meistens wird eine gewisse Toleranz gegeniiber falschpositiven Messwerten
eingeraumt, die bis zu 0,5 % falschpositive Messerwerte enthalten kann. Vorteil dieser Methode ist,
dass nur Zellen beriicksichtigt werden, die eine relativ hohe Fluoreszenz aufweisen und dadurch
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leichte Fluoreszenzerh6hungen durch mégliche unspezifische Bindungen (z.B. durch elektrostatische
Wechselwirkungen) zum GroBteil nicht in die Ergebnisse mit einflieBen. Da die Messwerte nur noch
die beiden Werte ,positiv" oder ,negativ" annehmen, geht jedoch ein groBer Teil der Informationen
verloren. Allerdings kann so gut veranschaulicht werden, wie viele Zellen Aptamere gebunden haben,
oder in anderen Fillen z.B. tot sind, oder bestimmte Antigene tragen. In solchen Fillen ist diese
Methode sehr hilfreich in der Darstellung. Beide Methoden wurden in Abbildung 27 und Abbildung
28 dargestellt. Abbildung 27 zeigt eine Markeranalyse der Immobilisierung und Abbildung 28 das

mittlere Fluoreszenzsignal.

In Abbildung 27 ist also dargestellt, auf wie vielen Zellen Aptamer gebunden wurde. Der Verlauf
zeigt, dass selbst bei der hchsten Aptamerkonzentration von 500 nM lediglich auf 11 % der Zellen
eine detektierbare Menge an Aptamer gebunden wurde (ohne crosslinker mit ebenfalls 500 nM
Aptamer sind es ca. 19%). Der Anstieg ist also deutlich, und mit einer weiteren Erh6hung der
Aptamerkonzentration kénnte wahrscheinlich auch eine héhere Bindung an der Zelloberflache
erreicht werden. Um den Assay weiterhin ressourcenschonend zu gestalten, wurde die
Aptamermenge nicht noch weiter erhoht und mit den 11 % modifizierten Zellen weitergearbeitet.
Das entspricht ca. 550.000 Zellen, eine hinreichend groBe Menge fiir eine durchflusszytometrische
Analyse und mit der konventionellen LDC-Methode (Abschnitt 2.1.2.1) deutlich aufwéndiger zu
erreichen. Dariiber hinaus wiirde eine gréBere Konzentration an Aptameren auch die Bildung von
Aptamer-Aptamer Dimeren durch den homobifunktionalen Crosslinker BS® erhdhen. Gegen die
Fluoreszenz aufgetragen (Abbildung 28) werden hnliche Ergebnisse erhalten. Fiir die folgenden
Experimente wurden auf Grundlage dieser Ergebnisse 500 nM Aptamer und 5 Millionen Zellen

verwendet.
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Abbildung 27: Anteil der Zellen mit einer Fluoreszenzintensitdt oberhalb des gesetzten Markers bei V7t1- FITC
Konzentrationen von 10 - 500 nM. Die Immobilisierung wurde mit einer Zellkonzentration von 5-108 Zellen/mL
durchgefiihrt. K: unbehandelte Zellen in PBS. KL: Immobilisierung durchgefiihrt mit 500 nM V7t1-FITC und ohne BS3. Die
Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung aus Duplikaten von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe
dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 533/30 nm bandpassfilter.
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Abbildung 28: Fluoreszenzintensitdt gemittelt iiber alle Zellen bei V7t1-FITC Konzentrationen von 10 - 500 nM. Die
Immobilisierung wurde mit einer Zellkonzentration von 5-106 Zellen/mL durchgefiihrt. K: unbehandelte Zellen in PBS. KL:
Immobilisierung mit 500 nM V7t1-FITC und 5106 Zellen/mL ohne BS3. Die Werte sind als Mittelwerte +
Standardabweichung aus Duplikaten von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt.

Fluoreszenzintensitdt [RFU]

Im Nachfolgenden sollte die Art der Bindung tiberpriift werden, also ob eine Amino-Amino-Kopplung
oder eine andere Art von Bindung stattfindet. Beispielsweise konnte das BS3 an funktionellen

Gruppen der DNA oder des Fluorophors binden. Es wurden hierfiir FITC markierte DNA-Einzelstrange
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ohne Aminogruppe als Kontrolle verwendet, wobei die Versuche sowohl mit als auch ohne BS®
durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die
Anwesenheit einer Aminogruppe die Anzahl der positiven Zellen fast vervierfacht. Auffallig war, dass
die unspezifischen Bindungen des Kontrollnukleotids (randomisierte Sequenz) héher waren als die
des verwendeten Aptamer V7t1. Das ist auf die unterschiedliche GroBe und Sequenz zuriickzufiihren.
Bei der Verwendung von Kontrollen sollten daher besser Oligonukleotide mit gleicher GroBe und
dhnlichen Anteilen an Basen verwendet werden, damit unspezifische Bindungen dhnlich groB sind.
Fiir den Nachweis der Kopplung iiber die Aminogruppe geniigt jedoch auch ein verschieden groB3es

Oligonukleotid.

14 -
12 -

10 -

Anteil positiver Zellen [%]

|——|

KO + BS3 KO - BS3 V7tl + BS3 V7tl1 - BS3 K

Abbildung 29: Anteil der Zellen mit einer Fluoreszenzintensitdt oberhalb des gesetzten Markers bei Immobilisierung von
der Kontrollsequenz KO ohne Aminomodifizierung (hell) bzw. von V7t1-FITC (dunkel) mit Aminomodifizierung. K:
unbehandelte Zellen in PBS. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung aus Duplikaten von min. 10.000
analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 533/30 nm bandpassfilter.

2.2.3 Funktionalitatspriifung von Aptameren auf der Zelloberflache

Eine wichtige Fragestellung fiir dieses Assay ist, ob die immobilisierten Aptamere funktional sind,
also in der Lage sind, ihr Zielmolekiil zu binden. Aptamere bendtigen hierfiir ihren richtigen
Faltungszustand. Voraussetzung dafiir ist die richtige Umgebung. Vor allem werden metallische

lonen wie Magnesium, Kalium und Natrium bendtigt. Auch der pH-Wert spielt fiir die Bindung eine
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Rolle. Der korrekte Faltungspuffer wird bei Aptameren Selektions- oder Bindepuffer genannt. Es
handelt sich dabei zumeist um den Puffer in dem das Aptamer selektiert wurde. Ebenfalls sehr
relevant ist ein so genannter spacer (Abstandhalter), welcher zu einer raumlichen Distanz des
Aptamers zur Oberflache fiihrt und so eine korrekte Faltung ermdglichen kann. Hierflr wird hdufig

eine Verlangerung der Sequenz eingesetzt.

In den folgenden Versuchen wurde das Aptamer V7t1 (Sequenz in Abschnitt A4) verwendet. In
diesem Abschnitt ist nun erstmalig die Funktion des Aptameres relevant, weshalb sie hier kurz
erlautert wird. V7t1 wurde gegen den Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor)
selektiert und bindet diesen unter optimalen Bedingungen mit einer Dissoziationskonstante (Kp) von
1,1 - 1,4 nM [43]. VEGF findet beispielsweise in Zellkulturmedien Anwendung und ist fiir die
Industrie und Forschung hochrelevant. Der Versuch wird folgendermaBen durchgefiihrt: Die
Aptamere werden nach den optimierten vorherigen Protokollen mit BS® immobilisiert und dann mit
fluoreszenzmarkierten VEGF-Molekiilen inkubiert. Wenn die Aptamere funktional vorliegen, sollten
sie die VEGF-FITC-Molekiile binden und zu einem durchflusszytometrisch detektierbaren
Fluoreszenzanstieg fiihren (Abbildung 30).
2. Inkubation mit

1. Modifikation der markiertem
Zelloberflache Zielmolekdl

‘ Fluoreszenz- . Zielmolekdil

markierung
Aptamer

Abbildung 30: Ablauf der Funktionalitdtsiiberplifung der immobilisierten Aptamere.

Als erstes wird die Funktionalitdt mit dem BS3-Crosslinker immobilisierten Aptameren betrachtet. In

Abbildung 31 sind die Ergebnisse mit VEGF-Konzentrationsreihe, jeweils mit und ohne V7t1, sowie

39



Teil 1: Die Selektion hochproduzierender Zelllinien durch fluorescence-activated cell sorting

mit einem Oligonukleotid, welches eine randomisierte Sequenz enthalt, dargestellt. Bei allen Proben
ist ein Anstieg der Fluoreszenzintensitdt mit der VEGF-FITC Konzentration festzustellen. Der
Mittelwert von der Probe mit V7t1 liegt zwar hoher, aber es ist klar zu erkennen, dass es sich nicht
um ein signifikant hoheres Signal handelt. Die Messwerte streuen hierfiir zu stark. Das deutet darauf
hin, dass die Aptamere mdglicherweise nicht funktional sind. Die Ergebnisse kdnnten aber auch

andere Ursachen haben, worauf im folgenden Abschnitt eingegangen wird.

&, 1.400 -

m+V7tl
-V7tl

Random

O 1 T T T T
VEGF[nM]

Abbildung 31: Mittlere Fluoreszenzintensitdt der Zellen bei VEGF-Konzentrationen von 0-6 nM. Die Immobilisierung
wurde mit 500 nM V7t1 (dunkelgrau) bzw. einer Randomsequenz (weiB), 1 mM BS3 und einer Zellkonzentration von 5-108
Zellen/mL durchgefiihrt. Der gesamte Versuch erfolgte unter Verwendung von PBS-V7t1 Puffer. Als Negativkontrolle
(hellgrau) dienten Zellen ohne Aptamere auf der Zelloberflache. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung
aus Duplikaten von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt.

Ahnliche Versuche wurden auch nach der Immobilisierung mit Cyanurchlorid durchgefiihrt. Die
Immobilisierung konnte aufgrund der Fluoreszenzldéschung von Cyanurchlorid nicht zweifelsfrei
nachgewiesen werden, jedoch kdnnte dennoch eine Immobilisierung stattgefunden haben, bzw.
theoretisch miisste eine Immobilisierung stattgefunden haben. Fiir den folgenden Versuch wurde
neben V7t1 das Aptamer Del5-1 verwendet. Es hat das gleiche Zielmolekiil, namlich VEGF. Dariiber
hinaus wurde Myoglobin-FITC als Negativkontrolle auf Zielmolekiilebene verwendet. Bei
Aptamerexperimenten werden in der Regel zwei Negativkontrollen verwendet, eine auf DNA/RNA-

Ebene, eine definierte Zufallssequenz bzw. hier Kontrolloligonukleotid genannt, welches
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optimalerweise die gleiche Ldnge und einen dhnlichen Basenanteil aufweist. Die zweite Kontrolle
erfolgt auf der Zielmolekiilebene und ist ein Nicht-Zielmolekiil, welches iblicherweise eine dhnliche
Ladung im verwendeten Puffer aufweisen sollte, ergo iiber einen dhnlichen isoelektrischen Punkt
verfiigen sollte. Dies ist damit zu begriinden, dass DNA/RNA-Molekiile (bzw. Aptamere) ein negativ
geladenes Phophatriickgrad besitzen und so zu ionischen Wechselwirkungen neigen. Bei Myoglobin

und VEGF sind die isoelektrischen Punkte dhnlich (VEGF: ~8,5 [44]; Myoglobin: ~7,9 [45]).

Im folgenden Experiment wurden die nicht-markierten Aptamere mittels Cyanurchlorid
immobilisiert und dann die Zellen mit FITC-markierten Zielmolekiilen inkubiert und anschlieBend
am Durchflusszytometer vermessen. In Abbildung 32 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen
dargestellt. Myoglobin-FITC zeigt keinen Signalanstieg. Wahrend mit VEGF-FITC ein
konzentrationsabhdngiger Anstieg zu sehen ist. In Abbildung 32 ist gut zu sehen, wie wichtig das
randomisierte Nukleotid ist, um die Spezifitdt dieser Bindung zu erkennen. Diese ist ndmlich nicht
vorhanden. Es spielt hier keine Rolle, ob Aptamer oder randomisiertes Oligonukleotid verwendet
wurde: das Signal steigt an. Dennoch ist die Ursache hierfiir interessant und es zeigt sich auch, dass
eine Kontrolle ohne Aptamer essentiell ist. Sonst kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob
VEGF an die Oligoukleotide oder an die Zellen bindet. Sollte VEGF an die Zellen binden, ist Myoglobin

als Negativkontrolle nicht sehr gut geeignet.
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Abbildung 32: Mittlere Fluoreszenzintensitdit von mit VEGF-FITC oder Myoglobin-FITC inkubierten
Aptameren/Randomnukleotiden in einem Konzentrationsbereich von 0 - 700 nM. Die Werte sind als Mittelwerte von min.
10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 533/30 nm Bandpassfilter.

Im Folgenden wurde daher getestet, ob VEGF auch ohne Aptamere an die Zellen bindet. Dies ist, wie
in Abbildung 33 zu sehen, der Fall. Die Kontrolle ,nur VEGF-FITC" enthielt Gberhaupt kein DNA-
Molekil welches immobilisiert wurde, ansonsten wurden alle Kontrollen gleichbehandelt. Nur die
0-Kontrolle war unbehandelt und die Kontrolle ,ohne Cyanurchlorid” enthielt kein Cyanurchlorid,
entsprechend konnte keine Immobilisierung stattgefunden haben. Ob ein beliebiges Oligonukleotid,
verschiedene Aptamere oder gar kein Aptamer immobilisiert wurde, spielt keine Rolle. Lediglich
wenn im gesamten Versuch keine Immobilisierung mit Cyanurchlorid stattgefunden hat, steigerte
sich das Signal noch weiter. Also hat das gebundene Cyanurchlorid (freies Cyanurchlorid wurde
abgetrennt) selbst auf das Zielmolekil noch einen kleinen Einfluss, wie in Abschnitt 2.2.1.4 bereits
vermutet wurde. VEGF bindet stark an die Zellen, wie in Abbildung 32 bereits zu sehen war
(Vergleich: Myoglobin). VEGF scheint also von sich aus an die Zellen zu binden, obwohl es sich um
humanes VEGF handelt und hier Hamsterzellen (CHO) verwendet wurden. Entweder bindet es
unspezifisch, oder an Rezeptoren. Daher kdnnte das Aptamer V7t1 funktionsfdhig sein, aber das
Signal der Bindung von der VEGF Bindung an Rezeptoren oder einer moglichen Aufnahme von VEGF

tberdeckt werden.
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Abbildung 33: Mittlere Fluoreszenzintensitit von VEGF-FITC (100 uM) inkubierten Zellen mit jeweiligen immobilisierten
Aptameren. Die Immobilisierung wurde mit Cyanurchlorid durchgefiihrt. Cya: Cyanurchlorid, 0-Kontrolle: Aptamerfrei. Die
Werte sind als Mittelwerte von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm,
Detektor: 533/30 nm bandpassfilter.
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2.3 Zusammenfassung und Ausblick - Teil 1

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass Cyanurchlorid fiir fluoreszenzbasierter Assays ein
problematisches Molekiil ist. Die Fluoreszenz aller hier verwendeten griin leuchtenden Fluorophore
(Fluorescein und SYBR Green II) wurden sehr stark reduziert. Dass Propidiumiodid scheinbar nicht
beeinflusst wurde, ldsst die Vermutung zu, dass Fluorophore, die Licht anderer Wellenlange
emittieren, moglicherweise nicht beeinflusst werden. Ein Versuch mit einer Fluoreszenzmarkierung
wie Cy5 z.B. konnte ein nachster Schritt sein um die Immobilisierung und spater auch die
Funktionalitdit der immobilisierten Aptamere nachweisbar zu machen. Die Toxizitdt von
Cyanurchlorid beeinflusste die Zellen nicht. Attraktiv ist Cyanurchlorid besonders durch die

Temperaturselektivitat der reaktiven Gruppen.

Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS®) zeigte sich im Hinblick auf die Fluoreszenz unproblematisch. Die
Immobilisierung mittels BS® konnte erfolgreich nachgewiesen werden, jedoch nicht die
Funktionalitdt des immobilisierten Aptamers. Es konnte hier liber verschiedenste Griinde spekuliert
werden, jedoch zeigten die Ergebnisse, dass das Zielmolekiil selbst eine Funktionalitatsiberprifung
erschwerte. Denn es zeigt eine starke Bindung an die verwendeten Zellen, mdglicherweise aufgrund
von Rezeptorbindungen. Dies ist ein starker Storfaktor, denn das VEGF bindet auch an nicht
modifizierten Zellen und damit ist eine starkere Bindung zu den modifizierten Zellen méglicherweise
kaum detektierbar. Es konnte hochstens eine Tendenz erkannt werden. Die Schlussfolgerung ist hier:
Das Zielmolekiil sollte fiir einen solchen high-producer Assay nicht an die Zellen binden oder von
ihnen aufgenommen werden. Fir die Selektion von hochproduzierenden Zellen ist also nicht jedes
Zielmolekiil geeignet. Fir zukiinftige Untersuchungen sollten entsprechend andere Zielmolekile
gewahlt werden. Es sollte ein Zielmolekiil sein, welches nicht an die Zellen bindet oder diese zerstort
und ein entsprechendes Aptamer mit hoher Affinitdt (Dissoziationskonstante im nanomolaren

Bereich) gewahlt werden.

Die Untersuchungen haben gezeigt, wie die Parameter flr einen high-producer Assay optimiert

werden kdnnen. Die Kopplung von Oligonukleotiden mit BS®, konnte erfolgreich nachgewiesen
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werden. Dariiber hinaus wurde ein Protokoll fiir die Kopplung von Aptameren auf Zelloberfldchen
mit BS3 optimiert, wobei der Anteil, der mit Aptameren modifizierten Zellen, mdglicherweise noch
erhoht werden kann. Mit einem - gemaB oben dargelegten Uberlegungen - besser geeigneten

Zielmolekiil-Aptamer-Paar sollten weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.
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3 Teil 2: Durchflusszytometrische Analyse der Aufnahme und

Toxizitat von Titandioxid-Nanopartikeln

In diesem Kapitel sollen verschiedene durchflusszytometrische Methoden zur Beobachtung der
Nanopartikelaufnahme getestet und verglichen werden. Dazu wird im Theorieteil, nach einer kurzen
Einfiihrung in den Bereich der Nanopartikel (Abschnitt 3.1.1), auf die Aufnahme (Abschnitt 3.1.2)
und Toxizitat (Abschnitt 3.1.3) von Nanopartikel eingegangen. Im praktischen Teil werden
verschiedene fluoreszenz- und streulichtbasierte Methoden angewendet. Die Untersuchungen
werden mit Titandioxidnanopartikeln an den beiden Standardzelllinien A549 und NIH/3T3

durchgefiihrt.

3.1 Theorie

3.1.1 Nanopartikel - Definition und Kennzahlen

Als Nanopartikel werden Partikel mit einer GréBe zwischen 1-100 nm bezeichnet. Ein Synonym
dafiir ist die Bezeichnung ,ultrafine particle". Partikel mit einer GréBe von 100 - 2500 nm werden
als ,fine" bezeichnet [46]. In der medizinischen Forschung werden jedoch oft auch fine particle
(>100 nm) als Nanopartikel bezeichnet [47]. Ebenfalls die gleiche Bedeutung hat die haufig zu
findende Bezeichnung “"PMo+", was flir particular matter (dt. Partikelmaterial/Feinstaub) mit einer
GroBe <0,1 uM steht. Manchmal taucht noch der Begriff Kolloid (engl. colloid) auf. Dieser Begriff
bezeichnet Partikel oder Molekiile zwischen ungefdhr 1 und 1000 nm, welche in einem Medium
dispergiert sind. Typisch fiir Nanopartikel ist, dass sie sich zu Aggregaten zusammenfiigen. Die Starke
der Aggregation hangt dabei von den Partikeln und dem umgebenen Medium ab [48]. Nanopartikel
konnen in verschiedene Gruppen eingeordnet werden. Eine Einordnung umfasst ihre Herkunft und
unterscheidet zwischen natirlichen in der Umwelt vorkommenden Partikeln (natural), ungewollt
von Menschen freigesetzten Partikeln (environmental) und von Menschen designten Partikeln
(engineered). Letztere sind meist am besten charakterisiert und bezeichnen all jene Nanopartikel,
welche fiir einen bestimmten Zweck hergestellt wurden. Dariiber hinaus wird zwischen metallischen

und nicht-metallischen Nanopartikeln unterschieden. Die Beschaffenheit und GréBe der Partikel
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sind dabei entscheidend fiir die Interaktion mit Zellen, wie spater noch ndher beschrieben wird.
Nanopartikel kénnen aufgrund ihrer GroBer und dem daraus resultierenden groBen Verhaltnis
zwischen Oberflache und Volumen besondere Eigenschaften aufweisen, die sich von dem gleichen
Material in Nicht-Nanoform unterscheiden kénnen [49]. Die Anwendung von Nanopartikeln ist
dabei sehr vielfaltig: von Imprédgniersprays liber Sonnencremes, bis zu Wandfarben. Nanopartikel
spielen eine zunehmende Rolle in der Industrie und finden sich bereits in iber 1800 Produkten
wieder (stand 2014) [50]. Auch medizinisch erfahren Nanopartikel eine zunehmende Bedeutung.
Insbesondere beim targeted drug delivery, wodurch Medikamente gezielter wirken sollen als bisher.
Die am meisten industriell verwendeten Nanopartikel sind TiO,, SiO, Zn0O, Kohlenstoffnanoréhrchen,
Au, Ag, Quantum Dots, Fullerene und Fe,03 sowie Fe;04. Das macht sie gleichzeitig zu den am besten

untersuchten Nanopartikeln [47].

3.1.2 Nanopartikelaufnahme

Die meisten industriell hergestellten Nanopartikel sollen mdglichst nicht mit biologischen
Organismen interagieren, also moglichst wenig oder gar nicht von Zellen aufgenommen werden.
Genau andersherum ist es bei medizinischen Nanopartikeln, diese sollen oft mdglichst in die Zellen
gelangen um dort ihre Wirkstoffe freizusetzen. Kleine Molekiile, wie z.B. Peptide oder lonen, kénnen
tiber Pumpen oder Kanale der Zellen aufgenommen werden. Dafiir ist eine GréBe von unter 1000 Da
erforderlich [51]. Viele Nanopartikel miissen aufgrund ihrer GroBe (>1000 Da) aktiv in die Zellen
geschleust werden [52]. Die Aufnahmewege variieren dabei je nach Art der Partikel. Entscheidend
hierbei ist die GroBe, Form und Oberflacheneigenschaft der Partikel, sowie der Zelltyp bzw. die
Membran auf welche die Partikel treffen [53]. Einen guten Uberblick tiber einige aktive
Aufnahmewege von Nanopartikeln findet man in dem Ubersichtsartikel von Yameen et al. [54].
Generell agieren kationische Partikel schneller mit der negativgeladenen Membran [55-58]. Auch
hydrophobe [59,60] und kleinere Partikel [61] werden schneller aufgenommen. Die Abhéngigkeit

von der GroBe zeigt, dass sich auch das Agglomerationsverhalten auf die Aufnahme auswirkt, da

47



Teil 2: Durchflusszytometrische Analyse der Aufnahme und Toxizitat von Titandioxid-Nanopartikeln

aggregierte Partikel einen groBeren Durchmesser aufweisen. Nach dem Membrankontakt werden
die Partikel von der Membran umschlossen und nach innen hinein ,abgeschniirt”. Der
membranumschlossene Partikel wird ,frilhes Endosom” genannt und ist der erste Schritt der
Endozytose [52-58,62]. Die Aufnahmerate kann auch sehr stark von der Form der Partikel abhangen.
Sphérische Nanopartikel werden schneller aufgenommen als stdbchenférmige, und diese werden
wiederum schneller aufgenommen wenn sie ein hohes Lingenverhiltnis haben [63,64]. Die folgende

Illustration (Abbildung 34) gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten Einflussfaktoren auf die

Nanopartikelaufnahme.

Faktor

Grof3e

Form

Ladung

Hydrophobizitat

Agglomeration

Abbildung 34: Uberblick iiber die wichtigsten Einflussfaktoren auf die Nanopartikelaufnahme.

Es gibt einige mikroskopische Methoden um die Aufnahme der Nanopartikel zu messen, dazu zihlen:
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) [63,65-67], Scanning-Elektronenmikroskopie [68],
reflektionsbasierte Mikroskopie [69-71], Dunkelfeldmikroskopie [72] und konfokale Mikroskopie
[58,73]. Letztere kann fiir dreidimensionale Aufnahmen verwendet werden, was eine bessere
intrazelluldre Lokalisation der Nanopartikel zuldsst. Eine weitere Mdglichkeit ist die Messung des

Metallgehalts. Hierzu kénnen ICP-OES (inductively coupled plasma optical emission spectrometry)
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und ICP-MS (inductively coupled plasma mass spectrometry) verwendet werden [66,74]. Die dritte
Messmethode zur Bestimmung der Nanopartikelaufnahme ist die Durchflusszytometrie. Diese

Methode wird im Folgenden naher betrachtet.

Es gibt zwei Mdglichkeiten die Aufnahme von Nanopartikeln durchflusszytometrisch zu bestimmen:
Durch Streulicht und durch Fluoreszenz. Der Vorteil gegeniliber der Mikroskopie ist die hohe
Sensitivitat und der Durchsatz. Die Durchflusszytometrie ermdglicht es mehrere tausend Zellen pro
Sekunde zu vermessen, und somit schnell statistisch aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten. Gerade
handisch erstellte Mikroskopbilder haben hier einen hohen Nachteil bei Geschwindigkeit und
Aufwand. Eine Mdglichkeit der Detektion ist die Markierung der Nanopartikel mit einem
Fluoreszenzfarbstoff wie z.B. FITC (Fluoresceinisothiocyanat). Dies erlaubt meist eine hoéhere
Sensitivitat der Messung hat aber die Nachteile von hoheren Kosten, zusatzlichen Arbeitsschritten
und der mdglichen Beeinflussung des Partikelverhaltens. Wie gut sich Partikel ohne Markierung
detektieren lassen ist von ihrer Beschaffenheit und GroBBe abhangig. Metallische Nanopartikel wie
Gold und Titan, geben sehr starke Streusignale aufgrund von Oberflichenplasmonenresonanz [75-
79]. Auch das Messgerat selbst kann ausschlaggebend sein. So kdnnen die Sensitivitdt und Spannung
der Detektoren, das Lichtleitsystem und die Laserwellenlange die Sensitivitdit der Messung
beeinflussen. Ein hervorzuhebender Nachteil der Streulichtmessung ist, die Beeinflussung durch
verschiedene Faktoren wie die Morphologie und Viabilitit der Zelle. Daher sollten
durchflusszytometrische Untersuchungen mikroskopisch und durch Viabilitdtsmessungen zusatzlich
uberprift werden. Die Messung der Aufnahme von Partikeln mittels Seitwartsstreulicht wurde
erstmals von Stringer et al. 1995 gezeigt [80]. Weitere Untersuchungen mit unterschiedlichen
metallischen Partikeln folgten von Suzuki und Zucker [61,81]. Zucker et al. zeigten auch, dass Silber-
Nanopartikel zu einem Fluoreszenzsignal fiihren kdnnen, wenn sie sich in der Zelle befinden. Zucker
fiihrt diesen Effekt auf Oberflachenplasmonenresonanz zuriick, was zu einer Verstarkung der

intrazelluldren Fluoreszenz von zelluldren Molekiilen fiihren kdnnte [82].
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Ein genereller Nachteil der durchflusszytometrischen Detektion ist, dass die Partikel nur begrenzt
lokalisiert werden konnen. Es kann nicht unterschieden werden ob sich die Partikel in oder an einer
Zelle befinden. Es wurde beispielsweise nachgewiesen, dass SiO2-Partikel an der Oberflache der Zelle
adsorbieren konnen [83]. Eine mogliche Losung ist die Verwendung von bildgebenden
Durchflusszytometern [84]. Hierbei wird die Mikroskopie mit der Durchflusszytometrie kombiniert
und jede Zelle fotografiert. Die Auflésung der Bilder kommt zwar nicht an die eines
Konfokalmikroskops heran [85], ist aber dennoch eine interessante Mdglichkeit, da die Ansammlung
von Partikeln in bestimmten Zellkompartimenten ein Zeichen fiir eine Aufnahme ist. Weitere
Methoden zur Validierung der Aufnahme sind das Quenching von extrazellularer Fluoreszenz und
die Verwendung von Propidiumiodid. Ein extrazelluldres Quenchen kann mit Trypanblau
durchgefiihrt werden. Trypanblau quencht FITC und kann eine intakte Zellmembran nicht passieren
[86,87]. Dadurch fluoreszieren nur noch Partikel, die sich innerhalb der Zelle befinden.
Propidiumiodid ist ein DNA-Farbstoff, der eine intakte Membran ebenfalls nicht durchdringen kann.
Ist Propidiumiodid in die DNA interkaliert, verzwanzigfacht sich sein Fluoreszenzsignal. Ein
Signalanstieg mit Propidiumiodid markierten Partikeln kénnte also auf eine Aufnahme hindeuten.

Ein solches Assay wurde von Neumeyer et al. durchgefiihrt [88].

3.1.2.1  Interaktion mit der Zelle

Um eine direkte toxische Wirkung auf eine Zelle zu haben, oder in eine Zelle aufgenommen zu
werden, muss der Partikel erst einmal in Interaktion mit der Zelle treten. Der erste Kontaktpunkt ist
die Cytoplasmamembran und der erste wichtige Punkt ist, ob und wie viele Partikel mit der Membran
uberhaupt in Kontakt kommen. Das ist abhdngig von dem Medium, den Partikeleigenschaften und
der Durchmischung der Partikel. In der Zellkultur ist das Medium meistens relativ dhnlich, aber in
natlrlicher Umgebung kann das Dispersionsmedium der Nanopartikel sehr variieren. Ein Beispiel
sind die Schleimhaute, welche von einer Schleimschicht umgeben sind. Nanopartikel verhalten sich

in einer Schleimschicht vllig anders als in einem wéssrigen Medium [89]. Auch die Aggregation der
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Partikel ist fiir die Interaktion mit Zellen entscheidend. Eine hohe Aggregation bedeutet eine
Reduzierung der Anzahl an freien einzelnen Partikeln und eine Verringerung der Gesamtoberflache
der Nanopartikel. Hier gilt: Je hoher die Ladung der Nanopartikel, desto niedriger ist die Aggregation.
Dies ist auf die Ladung bedingte verstarkte AbstoBung der Partikel zuriickzufiihren. Auch die erste
Interaktion zwischen Membran und Partikeln ist von der Ladung abhdngig. Die Interaktion erfolgt
mit der negativ geladenen Membran, welche durch kationische Partikel begiinstigt wird. Als
Charakteristikum fiir die Ladung der Partikel wird das Zeta-Potential verwendet. Das Zeta-Potential
ist das elektrische Potential an der sogenannten ,Abscherschicht"”. Die Abscherschicht ist die duBere
Schicht des Partikels, die sich aus geladenen Molekiilen des Dispersionsmediums bildet, welche an
dem Partikel binden (Abbildung 35). Das Ladungspotential der Partikel ist von dem pH-Wert des
umgebenen Mediums abhdngig. Proteine, Peptide und lonen binden an die Partikel und bilden eine
Korona um die Partikel. Die Korona beeinflusst die Aufnahme und die Biokompatiblitat der Partikel
[90,91]. Die Auswirkungen der Korona kénnen mannigfaltig sein. Die Ladung kann iberdeckt werden,
was zu einer erhohten Aggregatbildung und einer Reduzierung der Aufnahme fiihren kann. Die

Korona kann aber auch eine Rezeptor vermittelte Aufnahme in die Zelle bewirken [51].
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Abbildung 35: Ladungsschichten eines negativgeladenen Nanopartikels.

3.1.2.2  \Verbleib in der Zelle

Nach der Aufnahme der Nanopartikel ergeben sich drei Mdglichkeiten: Akkumulation, Abbau oder

Exozytose bzw. Ausscheidung der Partikel. Ublicherweise wird in der Zelle ein hydrolytischer oder

enzymatischer Abbau versucht. Ist das nicht erfolgreich, erfolgt ein Weitertransport oder eine

Exozytose. Kationische Partikel kdnnen die Endosomen zerstéren. Sie haben eine hohe pH-Puffer-

Kapazitat. Das flihrt zu einem starken Protonenzufluss in das Endosom und kann aufgrund des

osmotischen Drucks zu der Zerstorung des Endosoms fiihren [47]. Wenn die Freisetzung der Partikel

gewollt ist (z.B. bei medizinischen Anwendungen) kdnnen sogenannte penetrierende Peptide

eingesetzt werden, welche eine Signalkaskade auslésen, die zu einer Freisetzung der Nanopartikel

fihrt [92]. Die Zerstérung von Endosomen kann fiir die Zelle verschiedene toxische Auswirkungen

haben: oxidativer Stress, Stérung der Mitochondrien, Apoptose oder Nekrose (dazu niheres im

nichsten Kapitel) [47]. Die meisten Nanopartikel werden in spite Endosomen oder Lysosomen

tiberfiihrt wo sie neutral geladene Aggregate bilden [59,93]. Sind die Partikel abbaubar, kann dies
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zwei Konsequenzen haben: Die Partikel sind verstoffwechselbar (biodegradierbar) und werden dem
Stoffwechsel zugefiihrt (z.B. Peptide, Lipide) oder sie werden aufgel6st (z.B. Cu, Zn) (Abbildung 36)

[94]. Der Abbau von Nanopartikeln kann Wochen oder Monate dauern [95].

Nanopartikel

1 2 3
Verstoffwechselbar Léslich Unléslich und nicht
verstoffwechselbar
Metabolismus Freie lonen Zytotoxisch / Endozytose Akkumulation
Zelltod
. . Zytotoxisch /
Metabolismus Freisetzung Zelltod

Organische Nanopartikel wie
Peptide, Lipide und Quantum Dots, Cu, Eisenoxide, Ag
synthetische Polymere

TiO,, Auund
rein kohlenstoffbasierte

Abbildung 36: Ubersicht iiber den Verbleib von Nanopartikeln in der Zelle. Aufgeteilt in die drei Haupteigenschaften fiir
den Verbleib in der Zelle.

3.1.3 Toxische Effekte und Wirkungen in der Zelle

Die mdoglichen toxischen Effekte von Nanopartikeln konnen mannigfaltig sein. Wo und wie
Nanopartikel intrazelluldr wirken, hingt von den jeweiligen Partikeln ab. Ein Uberblick iiber Wirkorte
verschiedener Nanopartikel ist in Abbildung 37 gegeben. Die Toxizitdt von metallischen
Nanopartikeln ist von der chemischen Stabilitat und der Loslichkeit in Korperfliissigkeiten abhédngig
[96]. Gut I6sliche Nanopartikel sind toxischer als schlechter I6sliche Partikel. Nanopartikel aus Silber,
Eisen und Zinkoxid sind unter physiologischem pH-Wert gut Islich [47,97]. Eine Ummantelung der
Nanopartikel, welche die Loslichkeit und das Ablésen von Metallionen reduziert, kann die Toxizitat
deutlich senken. Mdgliche Ummantelungen kénnen Peptide oder Lipide sein, aber auch z.B. eine

stabile metallische Hiille aus Zinksulfid (ZnS) [60,98,99]. Wie schon erwihnt ist auch die Ladung der
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Nanopartikel entscheidend. Negativgeladene Partikel sind weniger toxisch als positivgeladene, was
auch mit der Aufnahmerate zusammenhéngt. Es wurde gezeigt, dass negativ geladene COOH-
Gruppen zu einer geringeren Toxizitét fiihren als positiv geladene NH,-Gruppen [100]. Die positive
Ladung der Aminogruppen kann durch Polyethylenglykol (PEG) maskiert werden und so die Toxizitat
gesenkt werden [58]. Eine weitere interessante Frage ist, ob die Partikel durch Exozytose wieder aus
der Zelle ausgeschleust werden kdnnen. Gold und kleine Polystyrol Nanopartikel scheinen je nach
GroBe wieder aus den Zellen ausgeschleust zu werden [47,63]. Sollten die Nanopartikel in den Zellen
verbleiben kdnnten selbst stabile Nanopartikel liber Idngere Zeitrdume freie lonen freisetzen, welche

zu oxidativem Stress in der Zelle fiihren oder mit Zellkomponenten reagieren kdnnten.

Lysosom
Kationisches Eisenoxide
Ce0,, CNTs, Tio,
TiO,, ZnO ’
Endopl. ret.
_ Nucleus
Ag, SiO,
Ag, SiO,, CNTs,
QD, TiO,, ZnO
Mitochondrien
Membran
Ag, SiO,, ZnO Ag, SiO,,

kationisches Au,
CeO,, Eisenoxid,
PS, QD, TiO,

Ag, SiO,, Au,
CeO,, PS, QD,
Tio,

Abbildung 37: Ubersicht iiber toxische Wirkorte von verschiedenen Nanopartikeln. Modifiziert nach Fréhlich [47]

3.1.3.1  Interaktion mit Proteinen

Proteine kdnnen auf vielfdltige Weise von Nanopartikeln beeinflusst werden: Die Proteinstabilitat,
die Bioaktivitit, sowie die Proteinaggregation [47]. Wie in Abschnitt 3.1.2.1 besprochen bildet sich
um fast alle Nanopartikel eine Proteinkorona. Diese Korona bestimmt maBgeblich die Aufnahme und
Toxizitat der Partikel [101]. Aktin ist das in vitro am meisten gebundene Protein in der Korona [102].
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Die Bindung von Aktin durch die Nanopartikel kénnte zu diversen Fehlfunktionen in der Zelle fiihren,
wie zum Beispiel die Beeintrachtigung von Transport- und Signalprozessen, Zell-Zell-
Verkniipfungen, Motilitdt und Zellteilung [103]. Viele NP fiihren zu Proteinaggregatbildungen,
welche die Proteinfunktion einschrianken [104]. Die Wirkung von Nanopartikeln ist allerdings nicht
immer negativ flir die Zelle: So zeigt sich, dass diverse Nanopartikel die Bildung von
Proteinaggregaten verhindern kénnen [105-107]. Es wurde dariiber hinaus beobachtet, dass TiO,-
NP als Chaperone fungieren kénnen und bei dem Renaturieren von Proteinen helfen konnen [108].
Die gleiche Art von Partikeln fiihren allerdings auch zu einer schadlichen Strukturdnderung von
Tubulinen und verhindern ihre Polymerisation [109]. Nanopartikel fiihren oft zu einer Oxidation,
unter anderem werden die Thiolgruppen von Disulfidbriicken oxidiert. Je leitfahiger der Nanopartikel
ist, desto hoher ist die oxidative Kapazitdt des Partikels und desto stirker die Wirkung auf die
Disulfidbriicken [110-112]. Auch Cysteine die nicht an einer Disulfidbriicke beteiligt sind, sind ein
Ziel der Oxidation. So wurde nachgewiesen, dass Cysteine in der Glutathion-Reduktase gebunden
werden und so die Regeneration der Gluthatione inhibiert, was zu einem Zusammenbruch der ATP-
Produktion fiihrt. Auch Transportproteine kdonnen beschadigt werden, was die Aufnahme von
Phosphat in die Zelle stéren kann [113,114]. Nanopartikel konnen auch mit Membranrezeptoren
interagieren und so Signalkaskaden ausldsen. Dies wurde mit Kohlenstoff, Eisen, Silizium und Silber
Nanopartikeln nachgewiesen [115-118]. Kohlenstoff Nanopartikel binden beispielsweise an
Calciumkanidle und fiihren zu einem verstarkten Zustrom von Calcium in die Zelle [119].
Nanopartikel kénnen auch Metallionen freisetzen, welche an Thiolgruppen von Proteinen binden

und so deren Funktion stdren [98].

Die genannten Wirkungen von Nanopartikeln auf Proteine konnen den Stoffwechsel der Zellen

beeinflussen und zu zelluldrem Stress fiihren.
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Abbildung 38: Auswirkungen auf Proteine: 1: Aggregation, 2: Einschrankung der Funktionalitdt, z.B. durch sterische
Hinderung von aktiven Zentren, 3: Fehlfaltung von Proteinen, 4: korrekte Faltung wird begiinstigt (chaperonartiger Effekt).
Abbildung modifiziert nach Fréhlich [47]

3.1.3.2  Membranintegritit

Der Verlust der Membranintegritét ist gleichzusetzen mit dem Tod der Zelle. Einige Lebend-/Tot-
Assays basieren daher auf der Messung der Membranintegritdt. Bei der Durchflusszytometrie ist hier
Propidiumiodid zu nennen. Ebenfalls gangig ist die Messung der Aktivitat freigesetzter Enzyme wie

der Lactat-Dehydrogenase, deren Aktivitat kolorimetrisch dargestellt werden kann [120].

Kleine positiv geladene Nanopartikel (wenige nm) kénnen auch ohne Endozytose in Zellen gelangen.
Dies fiihrt zu kleinen Lochern in der Membran (<1 pm Durchmesser). Diese kleinen Locher kénnen
von der Zelle wieder repariert werden. Dies konnte mit 14 nm groBen Kupfernanopartikeln
nachgewiesen werden [121]. Die Plasmamembran kann durch zwei verschiedene Mechanismen
zerstort werden: durch direkte mechanische Einwirkung (z.B. durch AU-NPs)[122] oder durch ROS
Bildung (Siehe dazu Abschnitt 3.1.3.5). Vor allem groBe positivgeladene Nanopartikel kénnen zu
einer Zerstérung der Membranintegritat fiihren. Durch die positive Ladung der Partikel kommt es zu

einer Interaktion mit der negativgeladenen Glykokalyx. Aufgrund der Bildung von gréBeren Lochern
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in der Membran kommt es zu einem Calciumeinstrom welcher zytotoxisch ist [98,100,123]. Zinkoxid
und Silbernanopartikel fiihren beispielsweise zu einem starken Verlust der Membranintegritat
[112,124]. Organische Nanopartikel (bzw. organisch ummantelte Partikel) kénnen von der Membran
eingekapselt werden. Pristine Graphen und Graphen Oxid Nanopartikel kdnnen sich in der Membran
einlagern und schwere Schaden hervorrufen [125]. Einen Verlust der Membranintegritdt konnte

auch mit Eisen Oxid und bestrahlten TiO, Nanopartikeln festgestellt werden [126,127].

3.1.3.3  Apoptose und ihre durchflusszytometrische Detektion

Die Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, ist ein natiirlicher Schutz des Organismus vor
Krebs, Virusinfektionen und Autoimmunreaktionen. Apoptose kann auch durch Toxine ausgelost
werden. Es wird zwischen zwei Formen der Apoptose unterschieden: der intrinsischen (Typ 2) und
der extrinsischen (Typ 1). Wie die Namen suggerieren, wird die intrinsische Apoptose durch
zellinterne Signale ausgelost, wdhrend die extrinsische Apoptose rezeptorgesteuert ist. Der
unregulierte Zelltod wird als Nekrose bezeichnet. Apoptotische Zellen werden kleiner, wahrend
nekrotische Zellen groBer werden. Es lassen sich klare Unterschiede im Streulicht zwischen lebenden
und nekrotischen bzw. apoptotischen Zellen beobachten. Es ist allerdings nicht eindeutig mdglich
zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen aufgrund des Streulichts zu differenzieren. Dies ist
der Grund warum ein weiterer Analyseschritt zur Apoptose/Nekrose Differenzierung durchgefiihrt
werden muss. Im Folgenden werden durchflusszytometrische Untersuchungsmethoden zur
Apoptosedetektion  vorgestellt, welche unterschiedliche Vorgange und Stadien des

Apoptoseprozesses sichtbar machen.

Der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials ist ein Weg, welcher zu Apoptose
fiihrt und kann somit als ein maglicher friihester Schritt der Apoptose beobachtet werden [128-
130]. Das mitochondriale  Membranpotential kann  mittels lipohiler  kationischer
Fluoreszenzfarbstoffe gemessen werden. Eine Depolarisierung fiihrt zu einem Eintritt der

Fluoreszenzfarbstoffe in die Mitochondrien. Diese dltere Methode kann beispielsweise mit Rhodamin
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123 durchgefiihrt werden [131,132]. Sensitiver sind neuere Farbstoffe wie JC-1, die auf Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) basieren. JC-1 leuchtet in seiner Monomerform griin. Bei einer
Aufkonzentrierung durch Ansammlung in den Mitochondrien bilden sich rot fluoreszierende
Aggregate [133-137]. Wie bereits angedeutet ist eine Anderung des mitochondrialen
Membranpotentials keine notwendige Bedingung fiir eine Apoptose. So konnten einige Arbeiten
belegen, dass eine Verdnderung des mitochondrialen Membranpotenzials keine zwingende
Voraussetzung fiir Apoptose darstellt [132,138]. Es wurde sogar eine Depolarisation wahrend eines
Nekroseprozesses gezeigt [139]. Dariiber hinaus kann die Untersuchung durch die Membranstruktur,
Lipid- oder Proteinkonzentration und zellulire Pumpen beeinflusst werden [140]. Daher ist es trotz
der Mdglichkeit einer sehr friihen Apoptosedetektion nur bedingt zu empfehlen. Es wurde allerdings
fiir diverse Nanopartikel (Ag, SiO,, TiO,, CNTs und QDs) eine Beeinflussung der Mitochondrien

nachgewiesen [47,141-143].

Sehr verbreitet fiir die Apoptosedetektion sind Annexin V basierte Assays. Annexin V bindet an
Phospathidylserine. Diese membranassoziierten Strukturen befinden sich normalerweise an der
Innenseite der Zellmembran, flihren aber wahrend der Apoptose eine Translokation an die
AuBenseite der Membran durch. Mit markierten Annexin V Molekiilen kann die Translokation
detektiert werden. Annexin V dringt allerdings auch durch permeabilisierte Membranen wie es im
Nekroseprozess vorkommt. Daher ist zusatzlich ein Nekrosefarbstoff wie Propidiumiodid erforderlich
um zwischen nekrotischen und apoptotischen Zellen unterscheiden zu kdnnen [144-146].
Nanopartikel kdnnen Assays allerdings auf besondere Weise beeinflussen. So wurde nachgewiesen,
dass Goldnanopartikel zu einer Aufnahme von Propidiumiodid fiihren kdnnen, obwohl die Membran
noch intakt ist [147]. Ahnliche Effekte wurden in dieser Arbeit unter Anwendung von TiO,
beobachtet (Abschnitt 3.2.6). Daher miissen die Ergebnisse solcher Assays sehr genau analysiert

werden.

Als friiher Schritt des Apoptoseprozesses wird die Anzahl von Proteasen, oder praziser: Caspasen

(cysteinyl-aspartic acid proteases), erh6ht [148,149]. Insbesondere die Caspasen 3, 8 und 9 sind im
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Apoptoseprozess involviert [150-153]. Caspasen kénnen iiber spezifische Antikorper oder die
Caspasen codierende RNA detektiert und quantifiziert werden. Der Nachteil bei dieser Methode ist,
dass die Zellen fiir die Analyse fixiert oder lysiert werden missen. Ein Anstieg der Caspase

Konzentration wurde bei Au, CuO, Ag und TiO, Nanopartikeln nachgewiesen [154-156].

Als letzte Methode zur Detektion von Apoptose wird im nachsten Kapitel das TUNEL Assay zur
Detektion von DNA Fragmentierung/Beschidigung vorgestellt. Die Fragmentierung von DNA ist Teil
des spaten Apoptoseprozesses. Da eine Beschadigung der DNA auch apoptoseunabhédngig von

Nanopartikeln bewirkt werden kann, wird das Assay erst im nachfolgenden Abschnitt erlautert.

3.1.3.4 DNA Schidigung

Sehr kleine Nanopartikel sind in der Lage in den Nukleus von Zellen zu gelangen und damit direkt
in den Kontakt mit der zelluldren DNA zu kommen. Neben dem direkten Einfluss auf die DNA kdnnen
auch Reparaturproteine, die Transkription oder Replikation beeinflusst werden. Dies kann durch im
Kern gebildete Proteinaggregate passieren, welche durch Nanopartikel gebildet werden kdnnen
[157]. Die Penetration des Nukleus wurde mit 2 nm groBen QDs nachgewiesen, wahrend 3,4 nm
groBe QDs nicht durch die Membran des Nukleus dringen konnten [87]. Es ist nachgewiesen, dass
Cadmium beinhaltende QDs zu einer erhbhten Methylierung der DNA flihren [158], wéhrend TiO,
Nanopartikel sich in Nucleotiden einlagern kénnen [159]. Ag Nanopartikel kénnen DNA verdichten
und den Zellzyklus stoppen, was zu Apoptose fiihren kann [160-162]. CdTE-QDs fiihren zu einem
Anstieg der DNA-Reparaturprozesse (vermutlich als Reaktion auf DNA-Schiden) und Apoptose

ausl6sender Reportermolekiile [163].

Auch wenn die Nanopartikel nicht in den Nucleus gelangen kdnnen, kdnnen sie wahrend der Mitose
mit der DNA in Kontakt kommen und Schiden verursachen [157]. Auch indirekt kann die DNA
beschadigt werden: beispielsweise durch die Freisetzung und Translokation von ATP durch

Cobalt-Chrom Nanopartikel [164], oder durch die Freisetzung von radikalen Sauerstoffspezies (ROS).
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ROS kdnnen zu Strangbriichen (Einzel- und Doppelstrang), Basenmodifikation und der Vernetzung

von DNA mit anderen Molekiilen (DNA-Vernetzung) fiihren [165].

Neben den direkten DNA-Schaden konnen Nanopartikel auch Entziindungsreaktionen ausldsen,
welche indirekt zu DNA-Schaden fiihren konnen. Bei Entziindungsreaktionen werden eine Vielzahl
an Molekiilen freigesetzt, insbesondere Cytokine (Interleukine, Tumornekrosefaktoren), migration
inhibation factors sowie reaktive Stickstoff- und Sauerstoffspezies [157]. Dies kann zu
Chromosomenfragmentierung, Punktmutationen, alternativen Methylierungsmustern und einer
Inhibierung der DNA-Reparatur fiihren [166,167]. Nanopartikel scheinen durch ihre kleine GroBe
und im Verhdltnis groBe Oberflache, starker Entziindungsreaktionen auslésen zu kdnnen als
sogenannte fine particles (>100 nm). Die GréBenabhdngigkeit der Reaktion konnte mit
Kohlenstoffnanopartikeln gezeigt werden [168]. Auch die Art des Nanopartikels ist entscheidend fiir
die Starke der Entziindungsreaktion. Nickel und Eisen NP riefen keine Entzlindungsreaktionen hervor,
wahrend andere Partikel in folgender stdrkeabhdngigen Reihenfolge Entzlindungsreaktionen
hervorriefen: Kobalt > Silicium > Titandioxid > Zinkoxid [169-171] (Zinkoxid bleibt dennoch
wesentlich toxischer als Titandioxid). Eine Ubersicht iber die DNA Schidigungsmechanismen und

deren Auswirkungen ist in Abbildung 39 dargestellt.
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Abbildung 39: Ubersicht iiber DNA-Schidigungsmechanismen und die Auswirkungen auf die Zelle. Modifiziert nach Singh
et al. [157]

Die Genotoxizitat kann durch das CA (chromosom aberration) Assay oder dem Comet Assay
gemessen werden. Bei dem CA Assay wird der Zellzyklus in der Metaphase gestoppt und die
Chromosomen werden auf Verdnderungen hin untersucht [157]. Bei dem Comet Assay wird die
Menge an DNA Fragmenten iiber eine Gelelektrophorese bestimmt [172]. Eine DNA Fragmentierung
kann auch durch Apoptose ausgel6st werden und ist ein Indikator fiir eine spate Apoptose [173,174].
Wahrend der Apoptose wird die DNA in Fragmente von ca. 50 Basenpaaren geschnitten [175]. Die
Fragmentierung kann mit dem TUNEL (terminal deoxynucleotidyl-transferase dUTP nick end labeling)
Assay sichtbar gemacht werden. Durch die namensgebende terminale Transferase werden gelabelte

Nukleotide in die Briiche eingebaut. Der Grad der Fragmentierung kann mittels Durchflusszytometrie
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gemessen werden [176-178]. Ein Anstieg der DNA-Fragmentierung konnte bei Au, Ag, TiO, und ZnO

Nanopartikeln gemessen werden [155,179-181].

3.1.3.5  Oxidativer Stress

Die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, kurz: ROS) tritt haufig
bei Nanopartikeln auf. Als ROS werden Molekiile mit Sauerstoff bezeichnet, welche reaktiver sind
als molekularer Sauerstoff, hierzu zahlen u.a. die Super- bzw. Hyperoxide (0,-), die Peroxide (0,-,
bzw. -0-0-) und das Hydroxylradikal (OH-). ROS kommen auch natiirlicherweise in Zellen vor und
sind dort sogar wichtig fiir die normale Zellfunktion. Eine toxische Wirkung findet erst durch einen
starken Anstieg der ROS Konzentration statt. ROS richten dabei ungerichteten und breitgefacherten
Schaden in der Zelle an, welcher so ziemlich alle biologischen Molekiile in der Zelle betreffen kann
(insbesondere Proteine, Lipide, DNA). Der oxidative Stress kann zu einem Abfall des mitochondrialen
Membranpotentials fiihren, was dann zum Zelltod fiihrt [182]. ROS konnen auch zu
Entziindungsreaktionen fiihren [157]. Einen Uberblick tGber die Schadmechanismen von ROS ist in

Abbildung 40 dargestellt.
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Abbildung 40: Ubersicht tiber die Auswirkungen und Entstehung von ROS in der Zelle. Modifiziert nach Friehs et al. [183]

ROS kdénnen durch Reaktionen mit der Nanopartikeloberflache, der Freisetzung von Metallionen und
durch Beeinflussung von intrazelluldren Vorgangen entstehen. Die Bildung von ROS wurde bei TiO,,
CU und FeO NPs beobachtet. Die intrazelluldre Umgebung scheint einen inhibierenden Effekt auf
die ROS Bildung zu haben [184]. Metallische lonen kdnnen ROS iber zwei verschiedene

Reaktionswege freisetzen: Die Fenton-Reaktion und die Haber-Weiss-Reaktion.

Bei der Fenton-Reaktion kdnnen Fe2+oder Cu2+ lonen mit Wasserstoffperoxid in der Zelle reagieren,
wodurch Hydroxylradikale entstehen. Bei der Haber-Weiss-Reaktion entstehen ebenfalls
Hydroxylradikale, allerdings tiber ein Superoxid (0,-). Chrom, Kobalt und Vanadium Partikel kénnen
iber beide Reaktionen ROS produzieren, wahrend Eisen und Kupfer ROS nur iiber die

Fenton-Reaktion bilden.
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Fe¥*+0,*- —» Fe*+0,
Fe?*+H,0, —> Fe*+0OH+ *OH Fenton-Reaktion

0, +H,0, —> 0,+0H + *OH Haber-Weiss-Reaktion

Auch bei einer Vielzahl weiterer Nanopartikel wurde ein Anstieg des ROS-Levels festgestellt,
darunter: Graphen, Kohlenstoffnanoréhrchen, Quantum dots und Zn0. SiO,-Nanopartikel und
IndustrieruB (engl. Carbon Black) flihren nur zu einem geringen Anstieg des ROS-Levels

[110,112,142].

Durchflusszytometrisch  lasst  sich  das ROS-Level {iber den  Fluoreszenzfarbstoff
2',7'-Dichlorfluorescein Diazetat (DCFH-DA) messen. Im ersten Schritt dringt der membrangingige
Farbstoff in die Zelle ein. AnschlieBend wird das Azetat enzymatisch in der Zelle hydrolytisch
abgespaltet. Das briggebliebene DCFH kann nun unter Vorhandensein von ROS zu
Dichlorfluorescein (DCF) oxidiert werden. DCF wiederrum fluoresziert und kann somit
durchflusszytometrisch detektiert werden [185]. Das Assay ist einfach und schnell durchfiihrbar, ist
aber dadurch limitiert, dass DCFH durch verschiedene Molekiile oxidiert werden kann. Insbesondere
in Bezug auf Nanopartikel kann DCFH durch redoxaktive Metalle (z.B. Fe2+) in Anwesenheit von
Sauerstoff oxidiert werden. Auch das wahrend der Apoptose freigesetzte Enzym Cytochrom c kann

DCFH oxidieren und die Ergebnisse verfalschen [186].

3.2 Praktischer Teil

Wie im theoretischen Teil beschrieben kénnen die Nanopartikel die Zellen auf verschiedenen Ebenen
beeinflussen, was bis zum Zelltod fiihren kann. Fiir die meisten negativen Effekte der Nanopartikel,
missen diese in die Zelle aufgenommen werden. Zuvor wurde beschrieben welche Methoden zur
Detektion der Nanopartikelaufnahme existieren. Die Aufnahmedynamik ist, besonders in Hinblick

auf verschiedene Zelltypen, noch kaum untersucht. In dieser Arbeit wird die Durchflusszytometrie
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als leistungsfahiges Werkzeug zur Untersuchung der Nanopartikelaufnahme vorgestellt. Ziel dieses
Teils der Arbeit war die Untersuchung verschiedener durchflusszytometrischer Analysemethoden zur
Detektion und Quantifizierung der Nanopartikelaufnahme in Sadugetierzellen. Daflir wurden vier
verschiedene Methoden, bzw. Parameter, betrachtet. Zum einen wurden zwei streulichtbasierte
Verfahren untersucht, welche ohne eine Markierung der Partikel auskommen. Dariiber hinaus
wurden zwei fluoreszenzbasierte Verfahren betrachtet. Zur Lokalisation von Nanopartikeln wurden
die Modellzellen zusatzlich mikroskopisch untersucht. Als Zellen wurden die zwei Standardzelllinien
A549 (Lungenkrebszellen) und NIH/3T3 (Fibroblasten) verwendet. Als Modellpartikel wurden TiO
Nanopartikel (UV100, Anatas) verwendet, da dieser der weitverbreitetste industriell gefertigte
Partikeltyp ist und keine Toxizitat aufweisen sollte, welche die Messungen der Aufnahme ggf. storen
konnten. Die Durchflusszytometrie ist hier die Methode der Wahl, da sie einen hohen Durchsatz und
eine hohe Sensitivitdt hat. So sollte sich eine Partikelaufnahme reproduzierbar, schnell und prazise

bestimmen lassen.

3.2.1 Partikeleigenschaften

In diesem Abschnitt soll méglichst kurz auf die eingesetzten Partikel und ihre fir die Experimente
relevanten Eigenschaften eingegangen werden. Um die Interaktionen von Nanopartikeln mit den
Zellen zu untersuchen wurden in dieser Arbeit die am meisten verbreiteten Titandioxid Nanopartikel
verwendet. Neben der Relevanz war fiir die Wahl des Partikels entscheidend, dass er nicht toxisch
ist, da die Aufnahme der Partikel untersucht werden sollte. Nur wenn die Zellen {iberleben und die
Membranintegritat noch intakt ist, lasst sich das Aufnahmeverhalten zuverlassig untersuchen. Um
den toxischen Einfluss auszuschlieBen wurden zuerst in vitro Toxizitatspriifungen durchgefiihrt, die
gezeigt haben, dass die Partikel keine Nekrose, Apoptose oder einen ROS Anstieg wahrend der
Untersuchungsdauer von 24 h  verursachten. Ein  exemplarisches  Ergebnis  des
durchflusszytometrischen Nekroseassays findet man in Abschnitt 3.2.6 (Abbildung 50). Zusatzlich
wurde noch ein nicht-durchflusszytometrisches Verfahren zur Messung der Zellviabilitat

durchgefiihrt. Ein CellTiter-Blue Assay, bei dem die Stoffwechselaktivitdt gemessen wird und damit
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Riickschliisse auf die Zellviabilitat zuldsst. Dieser Test bestatigt zusatzlich, dass die Zellen noch eine

volle Stoffwechselaktivitdt aufwiesen und toxische Effekte wahrend der Untersuchung keine Rolle

spielten (Abbildung 41).

Viabilitat [%]

0 5 10 15 20 25 30
Konzentration [pg/ml]

Bl A549, UV100 [ |NIH/3T3, UV100
@) A549, FITC-TIO, [ZZJNIHI3T3, FITC-TiO,

Abbildung 41: CellTiter-Blue Test: Die Viabilitit von A549 und NIH/3T3 Zellen bleibt bis zur eingesetzten
Héchstkonzentration von 30 ug/ml TiO2-NP unbeeinflusst.

Eine weitere fiir die Versuche wichtige Partikeleigenschaft ist die GroBe. Wie in Abschnitt 3.1.2
beschrieben, ist die PartikelgréBe ein entscheidender Parameter flr die Aufnahme der Partikel.
Kleinere Partikel werden in der Regel schneller aufgenommen als gréBere und haben alternierende
Aufnahmewege. Bei den PartikelgroBen konnen drei verschiedene GroBen genannt werden:

- Die primére PartikelgroBe

- Der hydrodynamische Radius

- Der Aggregatdurchmesser
Die primdre PartikelgroBe konnte man auch als die eigentliche PartikelgroBe bezeichnen. Sie
bezeichnet den gesamten kovalent zusammengebundenen Anteil und kann mittels
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ermittelt werden. Der hydrodynamische Radius ist die

primare PartikelgréBe plus die ionisch gebundenen lonen und Molekiile aus dem Losemittel (siehe
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hierzu auch Abbildung 35 in Abschnitt 3.1.2.1). Der hydrodynamische Durchmesser kann tiber
dynamische Lichtstreuung (DLS) gemessen werden. Da Nanopartikel zu Aggregatbildung neigen (vor
allem meist im wassrigen Milieu), ist der durchschnittliche Durchmesser der Aggregate im
verwendeten Medium der wichtige Faktor. Dieser kann sowohl mittels DLS als auch mittels TEM oder
REM (Rasterlektronenmikroskopie) bestimmt werden. Wie sehr sich der primére Durchmesser von
den unter realen Bedingungen auftretenden Aggregaten unterscheidet, zeigen die hier verwendeten
Titandioxidpartikel: Die primare PartikelgréBe liegt lediglich bei <10 nm. Die Partikel bilden jedoch
Aggregate mit einer GroBe von bis zu 3-5 um (Abbildung 43) [187]. Dies zeigt deutlich, wie sich
Partikel in unterschiedlichen Medien verhalten und dass Nanopartikel in wissriger/biologischer

Umgebung ganz andere Eigenschaften annehmen kénnen.

s @ €
— i i } {
Primarer Hydrodynamischer Aggregat-
Durchmesser Durchmesser durchmesser

Abbildung 42: Ubersicht tiber die verschiedenen Kennzahlen der NanopartikelgroBe.
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Abbildung 43: Rasterelektronenmikroskopie (REM) Aufnahme eines Aggregats der hier verwendeten Titandioxidpartikel.

Weitere Informationen iiber die verwendeten Partikel befinden sich im Anhang in Abschnitt A9.

3.2.2 Detektion der Nanopartikelaufnahme mittels Seitwartsstreulicht (SSC)

Das Seitwirtsstreulicht (SSC = side scatter) ist das Licht, welches ungerichtet in alle Richtungen
gestreut wird, wenn Licht auf Partikel oder Molekiile trifft. Im Durchflusszytometer wird dieses Licht
im 90°-Winkel zur Probe gemessen, es hat die gleiche Wellenldnge wie das eingestrahlte Licht. In
der Regel wird fiir diese Messung der 488 nm Laser verwendet (wie auch in dieser Arbeit). Es ist
bekannt, dass das Seitwartsstreulicht Aussagen lber die Granulierung der Zelle enthélt. In der Regel
bleibt der SSC-Wert von Zellen in einem konstanten Bereich. Daher wird der SSC, neben dem
Vorwiértsstreulicht (FSC), als Standardparameter verwendet. Mit Hilfe des SSC und des
Vorwartsstreulichts ist es moglich:
- den gesuchten Zelltyp von anderen Zelltypen zu unterscheiden

- andere Partikel und Verschmutzungen aus der Analyse auszuschlieBen

- tote Zellen und Zellaggregate aus der Analyse zu auszuschlieBen
Der SSC und FSC Wertebereich ist flr verschiedene Zelltypen spezifisch. Bei so gut wie allen

durchflusszytometrischen Experimenten ist daher der erste Schritt die Identifikation der
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Zellpopulation mittels SSC und FSC. Es ist jedoch anzumerken, dass Partikel oder Molekiile, die sich
an oder in einer Zelle befinden, besonders den SSC-Wert beeinflussen kdnnen. Daher empfiehlt es
sich, diese Werte stets im Auge zu behalten. Besonders metallische Nanopartikel streuen Licht sehr
stark.  Eine  solche  Analysestrategie ist  fiir ~ Proben  mit  unterschiedlichen
Nanopartikelkonzentrationen nicht geeignet. Die nachfolgenden Ergebnisse werden das
verdeutlichen. Es ist fiir eine gute Analyse dennoch wiinschenswert, wenn tote Zellen, oder
Nicht-Zellpartikel, sowie Zellaggregate, aus der Analyse entfernt werden. Bei der Verwendung einer
einzelnen Zellpopulation ist der FSC als Parameter ausreichend, um Zellaggregate und Partikel aus

der Analyse auszuschlieBen.

Im folgenden Versuch wurde getestet, ob die metallischen TiO, Partikel zur Detektion der Aufnahme
in die Zelle mittels SSC-Wert geeignet sind. Genauer gesagt: die Adsorption oder Aufnahme der
Partikel an oder in die Zelle. Denn ob ein Partikel auf oder in einer Zelle ist, kann ohne Hilfsmittel
nicht mit einem Durchflusszytometer unterschieden werden. Auf die intrazelluldre Lokalisierung der
Nanopartikel wird spater in diesem Kapitel eingegangen. Vorerst sollten Methoden zur
Nanopartikelaufnahme und die spezifische Aufnahme unterschiedlicher Zelltypen untersucht
werden. Hierfir wurden die Lungenkrebszellen A549 und die Fibroblasten NIH/3T3 als
Modellzelllinien verwendet. Sowohl Haut (Fibroblasten) als auch Lungenzellen sind ein mdglicher
Kontaktpunkt mit Nanopartikeln, welche in immer groBerer Zahl Anwendung in Produkten finden
[188]. Dieser Kontakt kann gewiinscht sein (z.B. bei Sonnencreme) oder ungewollt durch Einatmung
stattfinden. Ein Ziel der Untersuchung war die Feststellung, ob sich diese zwei unterschiedlichen
Zelltypen in ihrem Aufnahmeverhalten unterscheiden. Dies wiirde zu dem Schluss flihren, dass diese
Methode sensitiv genug ist um solche Unterschiede zu detektieren und zur Untersuchung der

Aufnahmeraten verschiedener Zelltypen geeignet ware.

In Abbildung 44 ist das Seitwartsstreulicht gegen das Vorwartsstreulicht aufgetragen. Auf der
linken Seite (a und c) befinden sich unbehandelte A549 und NIH/3T3 Zellen. Auf der rechten Seite

(b und d) mit Nanopartikeln behandelte Zellen (25 pg/ml TiO,). Der Anstieg des SSC-Signals, in
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Anwesenheit der Partikel, ist deutlich zu erkennen. Dieser Unterschied wurde in Abbildung 45
quantifiziert, und die Mittelwerte von den in z.B. in Abbildung 44 zu sehenden Messwerten
aufgetragen (nach vorheriger Analyse tiber den FSC). Fiir weitere Informationen wurden Verldufe
gegen die Konzentration und die Inkubationszeit aufgetragen (Abbildung 45). Die Auftragung gegen
die Nanopartikelkonzentration (a) zeigt einen linearen Anstieg bis 20 ug/ml und ein Abflachen des
Signals zwischen 20 und 25 ug/ml. Die NIH/3T3 Zellen zeigen hierbei hhere SSC-Werte als die A549
Zellen. Im zeitlichen Verlauf (b) ist ebenfalls ein stirkerer Anstieg des SSC-Signals bei den NIH/3T3
Zellen zu sehen. Bereits nach zwei Stunden erreichen die NIH/3T3 Zellen einen Wert von iiber 10x108
wahrend die A549-Zellen zu diesem Zeitpunkt einen Wert von weniger als 8x10¢ erreicht haben.

Auffallig ist auch, dass die Werte bei 24 h Inkubation wieder abgesunken sind.
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Abbildung 44: Density Plot des SSC und FSC-Signals von A549 und NIH-3T3-Zellen. Die Zellen wurden fiir 24 h mit den
Partikeln inkubiert. (a) und (c) sind ohne Nanopartikel und (b) und (d) mit jeweils 25 ug/ml TiO2-FITC inkubiert worden.
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Abbildung 45: SSC-Signal von A549 und NIH/3T3-Zellen. (a): Auftragung nach Konzentration. (b): Auftragung nach
Inkubationszeit mit 12,5 pg/ml TiO2-FITC.

Die Ergebnisse zeigen, dass Titandioxidnanopartikel zu einem konzentrations- und zeitabhangigen
starken Anstieg des SSC-Signals der A549 und NIH/3T3 Zellen fiihren. Das Signal steigt sogar so
schnell an, dass zum Teil das Detektionslimit erreicht wird. Dem kann mit der Anpassung der
Spannung an den Photoelektronenvervielfacher (engl. photomultiplier tube; kurz: PMT) oder einem
Neutraldichtefilter (ND-Filter) entgegengewirkt werden. Es konnte ein unterschiedliches
Nanopartikelaufnahmeverhalten zwischen den Zelltypen nachgewiesen werden. Die NIH/3T3-Zellen
scheinen die Partikel schneller und in einer gréBeren Menge aufzunehmen oder zu adsorbieren.
Ebenfalls auffallig ist der Signalabfall nach 24 h. Mdglichweise ist dies auf die Zellteilung und somit
auf die Verteilung der Partikel auf die Tochterzellen zurlickzufiihren. Die Methode scheint ganz ohne
Markierung der Nanopartikel schon geeignet zu sein die Aufnahme der Nanopartikel zu detektieren
und das mit einer Sensitivitdt, die selbst Unterschiede zwischen zwei unterschiedlichen

Sdugetierzelllinien detektieren Iasst.
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3.2.3 Detektion der Nanopartikelaufnahme mittels Fluoreszenzmarkierung

der TiO2 Nanopartikel

Eine weitere durchflusszytometrische Mdglichkeit die Aufnahme der Nanopartikel zu untersuchen,
ist eine Fluoreszenzmarkierung der Partikel. In dieser Arbeit wurden die Partikel hierflir mit dem
verbreiteten Fluoreszenzfarbstoff FITC (Fluoresceinisothiocyanat) markiert. So konnte das
Fluoreszenzsignal als weiterer sensitiver Parameter herangezogen werden um die Aufnahme zu
untersuchen. Die hohere Sensitivitat und die geringere Anfalligkeit gegeniiber anderen Einfllssen
im Vergleich zum Streulicht, stellen groBe Vorteile einer Fluoreszenzmarkierung dar. Nachteilig
waren mogliche Effekte auf das Verhalten der Nanopartikel, insbesondere auf die zellulare
Aufnahme. Dariiber hinaus sollte die Farbung mdglichst stabil sein, um konstante Ergebnisse
erzeugen zu konnen. In der Literatur wurden keine Einfliisse von Fluorescein auf das Verhalten der
Nanopartikel beschrieben. In den eigenen Untersuchungen wurde das Streulicht von unmarkierten
Partikeln als Kontrollparameter flir das Aufnahmeverhalten herangezogen und es zeigten sich keine
sichtbaren Unterschiede in der Aufnahme von markierten und unmarkierten Partikeln (Daten nicht
gezeigt). Dariiber hinaus wurde die Signalstabilitat tiber 22 Tage hinweg untersucht (Abbildung 46).
Die Ergebnisse zeigen, dass das Fluoreszenzsignal (links) in den ersten vier Tagen sehr stark abfillt
(Faktor 9) und dann ein stabiles Niveau erreicht. Das SSC-Signal dient als Kontrolle und zeigt, dass
die Aufnahme der Partikel konstant blieb und sich nur das Fluoreszenzsignal verdnderte. Aus den
Ergebnissen geht hervor, dass die Partikel erst vier Tage nach der Markierung verwendet werden
sollten, dann liefern sie mindestens 22 Tage lang ein stabiles Signal. Die Erkenntnis ist wichtig um

reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten.
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Abbildung 46: Messung der Stabilitdt der Fluoreszenzmarkierung. Exemplarisch mit A549 Zellen gezeigt. Links: die
Fluoreszenzintensitat der Partikel; Rechts: das Streulichtsignal.

In Abbildung 47 sind die Ergebnisse der fluoreszenzbasierten Detektion der Nanopartikelaufnahme
zu sehen. Abbildung a und b zeigen exemplarisch die Verschiebung der Fluoreszenzsignale durch die
Zugabe der Nanopartikel und durch die Inkubation mit der Zeit. O h Inkubation bedeutet, dass die
Nanopartikel nur fiir wenige Sekunden in Kontakt mit den Proben waren und quasi umgehend wieder
entfernt wurden (selbst das hat schon einen Effekt). In Abbildung ¢ und d ist der Konzentrations-
und Zeitverlauf des Fluoreszenzsignals zu sehen. Hier ist der Unterschied zwischen den Zelltypen
noch deutlicher zu erkennen als bei der reinen Streulichtmessung. NIH/3T3-Zellen scheinen bei
gleicher Konzentration mehr Nanopartikel aufzunehmen als A549 Zellen (Abbildung (c)), was sich
vor allem bei den hoheren Konzentrationen wiederspiegelt. Bei der Inkubationszeit (b) ist bereits
nach 1,5 h ein deutlich héherer Anstieg zu erkennen, der Maximalwert liegt deutlich tGber den der

A549 Zellen. Der Signalabfall bei 24 h ist hier nur bei den NIH/3T3 Zellen zu beobachten.
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Abbildung 47: Fluoreszenzsignal von mit FITC markierten Partikeln behandelten A549 und NIH/3T3-Zellen. (a):
Exemplarischer Vergleich des Fluoreszenzsignals von 0 und 25 pg/ml TiO2-FITC. (b): Exemplarischer Vergleich des
Fluoreszenzsignals von O h und 24 h mit 12.5 ug/ml TiO2-FITC inkubierten Zellen. (c) und (d) zeigen das
Fluoreszenzsignal im Verh3ltnis zur Konzentration (c) bzw. Inkubationszeit (12,5 ug/ml TiO2-FITC) (b). Die
Autofluoreszenz der Zellen wurde von den Werten abgezogen.

Die Ergebnisse der SSC und Fluoreszenzmessung machen deutlich, dass NIH/3T3 und A549 Zellen
eine unterschiedliche Nanopartikelaufnahmerate und maximale Aufnahmemenge besitzen. Die
Ergebnisse decken sich in der Tendenz, auch wenn diese in den Fluoreszenzmessungen starker
ausgepragt war. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass das verwendete Durchflusszytometer (BD
Accuri) mit einer festen Spannung an den Photomultipliertubes arbeitet. Fiir die meisten

Anwendungen ist das kein Problem, bei den hohen Streulichtsignalen stie3 das verwendete Gerat
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jedoch an seine Grenzen. Das bedeutet, dass sich manche Zellen am Detektionslimit befanden.
Dadurch kann zwar immer noch die Tendenz erkannt werden, aber weniger genau. Eine Ldsung
neben der Senkung der Spannung sind Filter, die mehr Licht herausfiltern (ND-Filter). Leider ist dies
fiir den SSC bei dem BD Accuri nicht mdglich. Die Fluoreszenzsignale hingegen befanden sich alle
im detektierbaren Bereich. Eine Verbesserung der SSC Messungen kénnte durch die oben genannten
Punkte erzielt werden. Die gezeigten Methoden erwiesen sich jedoch fiir die Messung der Aufnahme
als sehr geeignet. Wahrend die streulichtbasierte Methode durch ihre Einfachheit und ohne
mdgliche Beeinflussung der Partikeleigenschaften hervorsticht, hat die Fluoreszenzmarkierung die

unterschiedlichen Aufnahmeverhalten der Zellen noch besser herausgestellt.

3.2.4 Auswirkungen auf das Vorwartsstreulicht

Das Vorwirtsstreulicht wird im niedrigen Winkel zum eingestrahlten Licht gemessen (BD Accuri:
0°+13°). Es ist im Wesentlichen von den Brechungen an den verschiedenen Oberflachen und Medien,
insbesondere der Zellmembran, abhangig. Das flihrt dazu, dass im Schnitt besonders groBe Zellen
das Licht stdrker ablenken. Daher ist die Annahme géngig, dass das FSC-Signal mit der ZellgroBe
korreliert. Diese Annahme stimmt aber nicht immer. Es ist beispielsweise bekannt, dass die
Membranintegritat den FSC-Wert stark beeinflussen kann. Im Laufe der Untersuchungen, wurde
eine Beeinflussung des FSC-Wertes festgestellt und in Abbildung 48 dargestellt. Das FSC-Signal
sinkt in Folge der Nanopartikeleinwirkung, wie in Abbildung 48 (c) und (d) zu sehen, abhéngig von
Zeit und Konzentration. Das FSC-Signal erreicht sein Minimum bei 20 pg/ml bzw. nach 2 h

Inkubation.
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Abbildung 48: FSC-Signal von mit Nanopartikeln behandelten A540 und NIH/3T3-Zellen. (a): Exemplarischer Vergleich
des Fluoreszenzsignals von 0 und 25 pg/ml TiO2-FITC. (b): Exemplarischer Vergleich des Fluoreszenzsignals von 0 h und
24 h mit 12.5 pg/ml TiO2-FITC inkubierten Zellen. (c) und (d) zeigen das Fluoreszenzsignal im Verhiltnis zur
Konzentration (c) bzw. Inkubationszeit (12,5 ug/ml TiO2-FITC) (b).

Ein sinkender FSC-Wert deutet oft auf einen toxischen Effekt hin. Dieser konnte bei den vorliegenden
Partikeln  durch  verschiedene  Experimente  (durchflusszytometrisch,  mikroskopisch,
fluoreszenzspektroskopisch) ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse dieser toxikologischen
Untersuchungen sind an anderer Stelle gezeigt (Abbildung 41, Abbildung 50). Eine weitere
Madglichkeit ware eine morphologische Verdnderung der Zellen durch die Behandlung mit
Nanopartikeln. Mikroskopisch konnte jedoch keine morphologische Verdnderung festgestellt werden

(Abschnitt 3.2.5). Die vorherigen Ergebnisse haben eine starke Zunahme des Seitwartsstreulichts
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gezeigt (Abschnitt 3.2.2). Mdglicherweise fiihrt die starke Seitwartsstreuung dazu, dass weniger
Licht zum FSC-Detektor gelangt und entsprechend das Signal sinkt, es sich also um eine Folge der
starken Lichtstreuung handelt. Auffallig ist auch, dass das Signal im Laufe der Zeit wieder ansteigt.
Dieser Effekt wurde umgekehrt zuvor auch bei den SSC- und Fluoreszenzsignalen beobachtet. Dieser
Effekt kdnnte auf die Zellteilung zuriickzufiihren sein. Besonders stark trat dieser Effekt nach 24 h
auf. Dies ist die ungefdhre Zeit, nach der sich die Zellen einmal geteilt haben. Durch die Zellteilung
wiirden die Nanopartikel wieder auf die Tochterzellen aufgeteilt werden und die Konzentration pro
Zelle wirde sinken. Weitere Moglichkeiten waren, dass die Nanopartikel aus den Zellen

ausgeschleust werden oder dass die Partikel in bestimmten Kompartimenten angesammelt werden.

3.2.5 Mikroskopische intrazelluldre Lokalisation von Nanopartikeln

Wie anfangs erwahnt, lasst sich mittels Durchflusszytometrie nicht feststellen, ob sich die
Nanopartikel in oder an der Zelle befinden. Fiir die Lokalisation von Nanopartikeln ist die
Mikroskopie geeigneter. Mit Hilfe der Mikroskopie konnte die Aufnahme der Partikel indirekt
nachgewiesen werden. Indirekt, weil mittels Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie nur eine
zweidimensionale Ebene beobachtet wird. Fiir eine sichere Lokalisation in der Zelle ware allerdings
eine dreidimensionale Beobachtung nétig. In dieser Arbeit wurden die mit Nanopartikeln
behandelten Zellen iiber einen Zeitraum von 24 h Mikroskopisch beobachtet. Dafiir wurden die
Zellen mit einem time-lapse Mikroskop (LumaScope 600, Etaluma Inc., USA) untersucht, welches
alle 60 Sekunden ein Bild bei 20facher VergroBerung aufnimmt. Die Untersuchungen zeigen, dass
sich die Nanopartikel um den Zellkern anzuordnen scheinen (Abbildung 49). Der Zellkern ist von
einer zweiten Membrane umgeben, den die Nanopartikelaggregate scheinbar nicht durchdringen
konnen. Eine solche Anordnung um den Zellkern kann keine zufallige Bildung auf der Oberflache der
Zellmembranen sein. So konnte die intrazelluldre Aufnahme der Nanopartikel mikroskopisch

nachgewiesen werden.
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Abbildung 49: Mikroskopaufnahmen nach sehr kurzer Inkubation (0 h) und nach 24 h mit 12,5 pg/ml TiO2-FITC Partikeln.
VergroBerung: 20x

3.2.6 Detektion und Lokalisation mittels Propidiumiodid

Ein weiterer entdeckter Effekt war, dass auch Propidiumiodid durch die Nanopartikel in die Zellen
gelangen kann. Es wurde bei der Durchfiihrung von Lebend-Tot-Farbungen mit Propidiumiodid
festgestellt, dass sich die Fluoreszenzwerte der viablen Population nach Nanopartikelzugabe
erhohten. Es war zwar immer noch mdoglich, lebende und tote Zellen zu unterscheiden, aber der
Effekt war dennoch sichtbar. In Abbildung 50 wurde das Fluoreszenzsignal von Propidiumiodid

analysiert, das Ergebnis ist ein konzentrationsabhangiger Anstieg. Das mittlere durch Propidiumiodid
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induzierte Fluoreszenzsignal hat sich zwischen 5 pg/ml und 15 pg/ml mehr als verdoppelt, auch
wenn die Werte hier stark schwanken. Eindeutig ist der Unterschied des Fluoreszenzsignals zwischen
5 und 25 pg/ml Titandioxid. Eine Vergleichskontrolle ohne Propidiumiodid fiihrte hingegen zu
keinem Anstieg des Fluoreszenzsignals (nicht gezeigt). Anzumerken ist, dass das Propidiumiodid nur
finf Minuten vor der Messung zugegeben wurde. Es ist moglich, dass Propidiumiodid an die
Nanopartikel adsorbiert und so in die Zellen geschleust wird. Diese Eigenschaft, dass organische
Molekiile wie DNA an Titandioxid binden und so in Zellen geschleust werden, wird sich bereits zu
Nutze gemacht [189]. Denkbar wire auch, dass Propidiumiodid an die Nanopartikel gebunden
werden und so in die Zellen gebracht werden kann. So konnte sichergestellt werden, dass die Partikel

in die Zelle gelangt sind. Propidiumiodid allein kann eine intakte Membran nicht durchdringen.

o
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Abbildung 50: Propidiumiodid Fluoreszenzsignal von A549 und NIH/3T3-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen
Nanopartikelkonzentrationen. Die Werte wurden auf 0 (Kontrolle ohne Nanopartikel aber mit Pl) normiert. Die Werte sind
als Mittelwerte + Standardabweichung von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation:
488 nm, Detektor: 533/30 nm bandpassfilter.
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3.3 Zusammenfassung und Ausblick - Teil 2

In dieser Arbeit wurden verschiedene durchflusszytometrische Untersuchungsmethoden zur
Detektion der Nanopartikelaufnahme evaluiert. Die Aufnahme wurde dabei mittels
Seitwdrtsstreulicht und Fluoreszenz verfolgt. Die intrazelluldre Lokalisierung der Nanopartikel
erfolgte mikroskopisch. Es wurde gezeigt, dass NIH/3T3-Zellen Titandioxid Nanopartikel schneller
und in groBerer Menge aufnehmen als A549-Zellen. Das flihrt zu dem Schluss, dass die
Durchflusszytometrie eine geeignete Methode ist, um die Aufnahme von Nanopartikeln zu
detektieren und sensitiv genug ist, um Unterschiede in der Aufnahmerate von verschiedenen
Zelltypen messen zu konnen. Seitwartsstreulicht- und FITC-Messung stellten sich als geeignete
Detektionsmethoden der Nanopartikelaufnahme dar. Die Propidiumiodid-Messung bedarf noch
naherer Untersuchungen. Alle evaluierten Methoden zur Nanopartikeldetektion mittels
Durchflusszytometrie sind schnell, kostenglinstig und einfach in der Handhabung. Bei der
Verwendung des Seitwartsstreulichts wird nicht einmal eine Markierung der Partikel ben&tigt, damit
werden sowohl Zeit als auch Kosten gespart. Dariiber hinaus kdnnen so Effekte der Fluorophore auf
die Aufnahme oder Zellen ausgeschlossen werden. Es wurde gezeigt, dass die Durchflusszytometrie

eine leistungsfahige Methode zur Detektion der in vitro Nanopartikelaufnahme in die Zellen ist.
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4 Fazit

In dieser Arbeit konnten fortgeschrittene durchflusszytometrische Methoden entwickelt
werden, welche die Mdglichkeiten aufzeigen, die die Durchflusszytometrie fiir die Forschung
und Industrie bietet. Im ersten Teil wurde an einem Assay zur Detektion von
hochproduzierenden  Zelllinien  gearbeitet.  Hierbei wurde eine erfolgreiche
Immobilisierungsmethode fiir Aptamere auf der Oberflache von CHO-Zellen etabliert. Dazu
wurde der crosslinker BS3 verwendet. Die Immobilisierung konnte durchflusszytometrisch
nachgewiesen werden. Als nachstes sollte die Funktionsfahigkeit tber die Bindung eines
Zielmolekiils nachgewiesen werden. Daflir wurde das Aptamer V7t1 gegen das Zielmolekdil
VEGF (Industrierelevanter Wachstumsfaktor) verwendet. Es zeigte sich allerdings das VEGF
auch ohne Aptamer stark an die Zellen bindet, ein aptamerspezifische Bindung war sehr
schwierig zu detektieren. Ein Wechsel des Zielmolekiils, zu einem Molekiil mit weniger
aptamerunabhdngiger Bindungen zu den Zellen sollte den Nachweis der Bindung zwischen
Aptamer und Zielmolekiil ermdglichen. Auch bietet die Zelloberflache eine noch groBere
Aufnahmekapazitat fiir die Aptamere, eine weitere Optimierung ist hier noch méglich. Die
Durchflusszytometrie bietet hier das Potential, die Effektivitat klassischer Methoden zur
Selektion hochproduzierender Zellen (/imiting dilution cloning) drastisch zu erh6hen. Die
hier etablierte Immobilisierungsmethode ist prinzipiell auch auf andere Systeme

libertragbar, z.B. fiir die Kopplung an aminomodifizierten Oberfldchen, oder Proteinen.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte die Sensitivitdit der Durchflusszytometrie bei der
Aufnahme von metalloxidische Nanopartikeln (hier TiO,) gezeigt werden. Mdgliche
Auswirkungen von Nanopartikel auf die Gesundheit sind fiir die Bevdlkerung hochrelevant.
Gleichzeitig steigt die Anzahl neuer Produkte mit Nanomaterialien. Neben direkten
toxischen Einflissen kann (Uber eine Aufnahme und Agglomeration auch eine
Langzeitauswirkung ~ vermutet  werden.  Eine  einfache  Uberpriifung  der

Nanopartikelaufnahme fiir die Risikobewertung der Partikel ist daher wiinschenswert. Die
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Ergebnisse zeigten, dass die durchflusszytometrische Methode genau genug ist, um rein
liber das Streulicht das unterschiedliche Aufnahmeverhalten von zwei verschiedenen
Saugetierzelllinien aufzuzeigen. Verwendet wurden hierbei die beiden Standardzelllinien
A549 und NIH/3T3. Die Sensitivitit der Messung ldsst sich durch eine

Fluoreszenzmarkierung der Nanopartikel noch weiter steigern.

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, deren Potential bei weitem noch nicht
ausgeschopft wurde. In dieser Arbeit konnten zwei Anwendungen mit hohem Potential fir
die Forschung und Industrie entwickelt werden. Die Durchflusszytometrie wird auch in
Zukunft ein wichtiges Werkzeug flr die Einzelzellanalyse bleiben und der technische

Fortschritt wird die Methode noch leistungsfahiger machen.
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A.1 Verbrauchsmaterialien

Einmalhandschuhe, Nitril

Einmalpipetten; 1, 2, 5, 10, 25 und 50 ml

Erlenmeyerkolben 125 und 250 ml

Konzentrator, Vivaspin 2 ml

Kryoréhrchen 1,6 ml

Kulturplatte, 6- und 8-well (PCA)

Pipettenspitzen Typ A, B, D

ReaktionsgefaBe

Spritzen 10 ml, 20 ml, 50 ml

Vakuumsterilfilter, Sartolab 180C5 0,22 um

Zellkulturflaschen

Zentrifugenréhrchen 15 und 50 ml

A.2 Gerite

Analysewaage, ED224S

Autoklav, Systec V-150

Durchflusszytometer BD Accuri C6

Durchflusszytometer EPICS XL-MCL

Eismaschine AF 103

83

A Materialien

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

VWR International GmbH, Darmstadt

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Terumo Europe NV, Leuven

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Corning, USA

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Systec, Wettenberg

Becton Dickinson, Franklin Lakes

Beckmann Coulter, Florida

Scotsman Ice Systems, USA



Feinwaage, MCT1

Fluoreszenzmikroskop, Olympus IX 50

Inkubator, Hybaid

Inkubator, Heracell 240

Lichtmikroskop Olympus BH-2

LumaScope 600

Magnetriihrer

Orbitalschiittler, Unimax 1010

pH-Meter HI 221

Pipetten, Transferpette

Pipettierhilfe accu-jet pro

Reinstwasseranlage, Arium 611

Rotator, Revolver

Rotator fiir 1,5 und 2 ml GefaBe

Sicherheitswerkbank, Hera Safe

Sicherheitswerkbank, MSC Advantage

Spektralphotometer, NanoDrop 1000

Spektralphotometer, NanoDrop 3300

Thermomixer Comfort

Ultraschallbad, Sonorex Super RK 510 H

Vortex-Schiittler

A Materialien

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL

Heraeus Holding GmBH, Hanau

Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg

Etaluma Inc., Carlsband, USA

MSH Basic, IKA-Werke, Staufen

Heidolph Instruments

HANNA Instruments, Kehl am Rhein

Brand, Wertheim

Brand, Wertheim

Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

Labner International, USA

VWR International, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL

Thermo Scientfic, Waltham

Thermo Scientfic, Waltham

Thermo Scientfic, Waltham

Eppendorf AG, Hamburg

Bandelin, Berlin

VWR International, Darmstadt
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Wasserbad WNB 45 Memmert

Zellzéhler, Cedex Innovatis, Roche GmbH

Zentrifuge, 5702 Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge, 5430 Eppendorf AG, Hambrug

Zentrifuge Micro Star 17R VWR International, Darmstadt
Zentrifuge fiir 1,5 und 2 ml GefaBe, Heraeus Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL
Zentrifuge fiir 1,5 und 2 ml GefaBe, X3 Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL

A.3 Chemikalien

Acetonitril Carl Roth GmbH & Co KG

Accutase Sigma-Aldrich, Steinheim
Bis(sulfosuccinimidyl)suberat Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL
Borsédure Sigma Aldrich, USA

Bovines Serum Albumin Sigma Aldrich, USA

Calciumclorid Dihydrat Fluka (Sigma-Aldrich), USA
Cyanurchlorid Fluka (Sigma-Aldrich), USA

DAPI Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL
Dinatriumhydrogenphosphat Sigma Aldrich, USA

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure Fluka (Sigma-Aldrich), USA
Fluoresceinisothiocyanat Sigma Aldrich, USA
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Glutamin

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumhydrogemphosphat

Magnesiumchlorid Hexahydrat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydroxid

Natronlauge

Propidiumiodid

Salzsgure

SYBR Green |l

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tween 20

A.4 Aptamere und Zielmolekiile

V7t1:

Zielmolekiil: VEGF

A Materialien

Biochrom

Carl Roth GmbH & Co KG

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Fluka (Sigma-Aldrich), USA

Carl Roth GmbH & Co KG

Sigma Aldrich, USA

Carl Roth GmbH & Co KG

AppliChem

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Amresco, USA

Carl Roth GmbH & Co KG

AppliChem

5'-TGT GGG GGT GGA CGG GCC GGG TAG ATA GTA TGT GCA ATC-NH,-3'



A Materialien

Extinktionskoeffizient: 386200 mM-' x cm-1

Molekulargewicht: 12415,1 g/mol

V7t1-FITC:

Zielmolekiil: VEGF

5'-Fluorescein-TGT GGG GGT GGA CGG GCC GGG TAG ATA GTA TGT GCA ATC-NH,-3'

Extinktionskoeffizient: 408000 mM-' x cm-!

Molekulargewicht: 13267,8 g/mol

Kontrolloligonukleotid:

5'-Fluorescein-CCC CGC CAC ACC-NH,-3'

Extinktionskoeffizient: 110000 mM-' x cm-1

264-C12:

Zielmolekiil: lgG-Antikdrper

5'-TAC GAC TCA CTA TAG GGA TCC ATA GAA AAC CCC TAA ACG CCC GAA TTC CCT TTA GTG AGG

GTT-NH,-3'

Extinktionskoeffizient: 614000 mM-' x cm-!

265-C6:

Zielmolekiil: lgG-Antikdrper
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5'-TAC GAC TCA CTA TAG GGA TCC ATA GAA AAC CCC TAA ACG CCC GAATTC CCT TTA GTG AGG GTT

-NH-3'

Extinktionskoeffizient: 626000 mM-' x cm-!

Humanes VEGF-A165 selbst produziert
Gelabelt mit NT-647,

Kit: Monolith NT Protein Labeling Kit Red-NHS NanoTemper Technologies

IgG aus Humanserum Sigma Aldrich, USA
Mit Cy5 gelabelt

Kit: Cy5 Mono-Reactice Dyae Pack GE Healthcare

A.5 Puffer und Losungen

Natriumcarbonat-Natriumbicarbonat Puffer: 0,1 M Na,COs; 0,1 M NaHCOs; pH 9,3

Phosphatgepufferte Saline (PBS): 137 mM NaCl; 10 mM NayHPO4; 2,7 mM KCl; 1,2 mM KH,POy;

pH 7,4

PBS-V7t1 (modifizierter Bindepuffer): 100 mM NaCl; 50 mM KCI; 10 mM Na,HPO4; 1,2 mM

KH,PO,; 0,05 mM EDTA; pH 7,0
Natriumborat-Puffer: 100 mM Borsdure; pH 8,3
Tris: 1 M Tris; pH 7,5

V7t1-Bindepuffer (ohne Tween): 100 mM NaCl; 50 mM KCI; 10 mM Tris; 0,05 mM EDTA; pH 7,0
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V7t1-Bindepuffer (mit Tween): 100 mM NaCl; 50 mM KCI; 10 mM Tris; 0,05 mM EDTA;

0,05% Tween; pH 7,0

Annexin V-Bindepuffer: 10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, pH 7,4

A.6 Software

BD Accuri C6 Software V1.0.264.21 BD Biosciences, USA

Cedex Software 2.2.1 Roche Diagnostics, SUI

Coulter System Il Software for Epics XL 3.0 Beckman Coulter, USA

ND-1000 V3.8.1 Thermo Fisher Scientific Inc., USA
ND-3300V2.8.0 Thermo Fisher Scientific Inc., USA
WinMDI 2.9 J. Trotter, Scripps Institute, USA

A.7 Durchflusszytometer — Technische Spezifikationen (Optik)

BD Accuri C6

Laser: 488 nm; 640 nm; Laser Profil: 10 x 75 pm; Streulicht: Vorwérts (0°, + 13°), Seitwérts

(90°, + 13°); Filter: FL1 533/30 nm (FITC), FL2 585/40 nm, FL3 >670 nm (PI), FL4 675/25 nm (Cy5)
Epics XL-MCL

Laser: 488 nm, Filter: FL1 525/20 (FITC), FL2 575/15, FL3 675/15 (PI)

A.8 Zellkultur

NIH/3T3 Mausfibroblasten (AVV 59) Collection of Microorganisms

and cell cultures (DSMZ)
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A549 Lungenkrebszellen (Mensch, ACC 107) Collection of Microorganisms

and cell cultures (DSMZ)
Kultiviert in Dubleccos modifiziertes eagle Medium (DMEM) Sigma-Aldrich, Steinheim
Zusatze: 109% fetales Kélberserum (FCS) und 100 pg/ml Penicilin-Streptamycin.

Kultivierung: 37°C und 5% CO, bis 70-80% Konfluenz erreicht wurde. Dann erfolgte eine

Subkultivierung. Die Passagenzahl lberstieg niemals 20 Passagen.

Chinese Hamster Ovary K1 Zellen (CHO)

Kultiviert in CHO MACS Miltenyi, Bergisch Gladbach
Zusatze: 8 mM Gluthamin.

Kultivierung: 37°C und 5% CO; bis zu einer Konzentration von 5-10 Millionen Zellen pro Milliliter.

Dann erfolgte eine Subkultivierung.

A.9 Nanopartikel

Titandioxid Nanopartikel (TiO>-NP), UV100 Sachtleben GmbH, Duisburg
Struktur: Anatas

Primare PartikelgroBe: <10 nm

AggregatgroBe: bis zu 3-5 um

Die AggregatgroBe wurde mit einem Rasterelektronenmikroskop (JSM-6700F; JEOL, Japan)

untersucht. Parameter: Spannung: 2,0 kV; Arbeitsdistanz: 3,1 mm.
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B Methoden

Die Methoden B1 bis B6 beziehen sich auf den ersten Teil der Arbeit, wahrend sich B7 bis B14 auf

den zweiten Teil beziehen.

B.1 Zellkultivierung der CHO Zellen

Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, in CHOMACS (Miltenyi, Bergischgladbach) mit 8 mM
Gluthamin kultiviert. Dabei wurden sie schiittelnd (170 rpm, 10 mm Orbit, Unimax 1010) in 250 ml
Schiittelkolben in 50 ml Medium kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen passagiert.

Dazu wurde 50 ml frisches Medium mit 4x105 Zellen/ml angeimpft.

B.2 Immobilisierung auf Zelloberflache

B2.1 Immobilisierung mittels Cyanurchlorid

Sofern mit fluoreszenzmarkiertem Aptamer gearbeitet wurde, wurde Lichteinstrahlung vermieden.
Hier ist das finale Protokoll dargestellt, welches urspriinglich auf dem Protokoll von Walter et al.
[190] basierte. Im Schnitt wurde bei dem Verfahren ca. 30 % des Aptamers verloren, entsprechend
musste die Anfangsmenge an Aptamer erhéht werden. Pro Ansatz wurden 50 ul in der jeweiligen
Konzentration angesetzt. Die Aptamere wurden hierfir in SBB (0,1 M, pH 8,3) geldst. Gleichzeitig
wurden 10 mg Cyanurchlorid in 1 ml Acetonitril gel6st. Es wurde nun das bendtigte Volumen an
Cyanurchlorid-Losung zu der Aptamerldsung zugegeben bis ein molares Verhaltnis von 1:100 oder
1:5 (je nach Versuch) hergestellt wurde. Die Aktivierung erfolgte durch eine einstiindige Inkubation

bei 4°C.

Um das ungebundene Cyanurchlorid zu entfernen, wurden die Proben fiinfmal in einem
Zentrifugalkonzentrator (3 kDa cut-off, Vivaspin 500) fiir je 8 Minuten bei 17.000 rcf und 4°C
zentrifugiert. Dabei wurde vor jedem Zentrifugationsschritt die Losung mit SBB auf 200 pl

aufgefillt.

Fiir die Kopplung wurden pro Probe eine Millionen CHO-Zellen verwendet. Hierflir wurden die Zellen

durch Zentrifugation (300 rcf, 5 Minuten) von ihrem Medium getrennt. AnschlieBend wurden die
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Zellen mit 3 ml PBS (pH 7,4) gewaschen (300 rcf, 5 Minuten) um Mediumreste zu entfernen. Im
letzten Schritt wurde das PBS entfernt und das Zellpellet in je 100 ul der Aptamerldsung suspendiert
und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur rotiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand
aufbewahrt und kiihlgestellt. Die Zellen wurden in je 500 ul Aptamerbindepuffer (fiir V7t1: TBSE
ohne Tween) gewaschen und anschlieBend in der gleichen Menge suspendiert und mittels

Durchflusszytometer vermessen. Auch hier wurden die Uberstinde verwahrt.

B2.2 Immobilisierung mittels BS3

Dies ist die Darstellung des finalen Protokolls. Die Durchfiihrung erfolgte, falls nicht anders
beschrieben, bei 4°C oder auf Eis. Es wurden pro Probe fiinf Millionen oder je nach Versuch
unterschiedliche Mengen an CHO-Zellen entnommen. Das Medium wurde durch Zentrifugation
abgetrennt (300 rcf, 5 Minuten). Die Zellen wurden anschlieBend mit kaltem PBS (4°C) zweimal
gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen in 90 ul PBS aufgenommen und 10 ul Aptamerldsung
zugegeben. Falls in dem Versuch nicht anders beschrieben, hatte die zugegebene Aptamerldsung
eine Konzentration von 5 uM um eine finale Konzentration von 500 nM zu erhalten. Die Lésung

inkubierte nun eine Stunde rotierend bei 4°C um eine gleichméBige Durchmischung zu erhalten.

Zur Kopplung wurde nun die BS3 Lésung zugegeben bis eine finale Konzentration von 1 mM erreicht
wurde (falls nicht anders beschrieben). Die Kopplung erfolgte nun bei einer 30-miniitigen Inkubation
bei 4°C rotierend. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1 M Tris (pH 7,5) mit einer finalen
Konzentration von 20 mM Tris gestoppt. Die Mischung inkubierte zur vollstindigen Abstoppung der

Reaktion noch weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur.

Zum Abtrennen des ungebundenen Aptamers wurde der Uberstand nach einer Zentrifugation (300
rcf, 5 min, 4°C) abgetrennt und aufbewahrt. Die Zellen wurden nun einmal mit PBS gewaschen um

ungebundene Aptamere abzutrennen. Der Uberstand wurde auch hier fiir spektroskopische Analysen
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aufbewahrt. Zuletzt wurden die Zellen dann in 300 pl PBS suspendiert und am Durchflusszytometer

vermessen.

B3 Detektion der Immobilisierung

B3.1 Durchflusszytometrische Analyse

Fiir die durchflusszytometrische Analyse wurden Analysefenster gesetzt, sogenannte Gates, um
Schmutz, Zelltriimmer, Zellaggregate und tote Zellen nicht zu beriicksichtigen. Hierflir wurde iber
das Seitwérts- (SSC) und Vorwirtsstreulicht (FSC) selektiert. Das Gate wurde dabei bewusst etwas
groBer gefasst um mdgliche Streulichtdnderungen durch die Oberflichenmodifikation zu
berticksichtigen. AnschlieBend wurde das Fluoreszenzsignal (FL1, Ex 488/ Em 533/30) tiber eine
Markeranalyse ausgewertet, um die Zellen mit Aptamer quantifizieren zu kdnnen. Die verwendeten

Gates werden in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 51: Gating fiir die Immobilisierung mittels BS3. Links: Gating nach Streulicht zur Unterscheidung zwischen
Aggregaten, toten Zellen und Zelltrimmern/Fragmenten. Rechts: Gating nach Fluoreszenzsignal. Eine leicht positive Probe.

B3.2 Spektrophotometrische Anaylse
Im Spektrophotometer (Nanodrop ND1000) wird die Absorption bei bestimmten Wellenldngen

gemessen. Hierdurch wurde die Aptamerkonzentration bei 260 nm bestimmt (Protokoll: ,nucleic
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acid"). Da der Absorptionskoeffizient durch die Herstellerfirma bereits bekannt war, konnte so

mittels der Formel 1 die Aptamerkonzentration bestimmt werden:

c=A¢ed (1)

c: Konzentration, ¢ : Absorptionskoeffizient, d: Schichtdicke (=1), A: Absorption

Mittels des Fluorospektrometer (Nanodrop ND3300) konnte die Fluoreszenz von Lésungen bestimmt
werden. Bei den Versuchen wurden fiir die Messung von FITC und Cy5 folgende Einstellungen

verwendet:

* Methode: Fluorescein, FITC, FAM

Exzitation: blaue LED (470 £ 10 nm)
Detektion: CCD Array (515 + 20 nm)

¢ Methode: Cy5 Alexa Fluor 647

Exzitation: weiBe LED (460 - 650 nm)
Detektion: CCD Array (670 + 30 nm)

Dabei wurden jeweils 2 ul Proben aufgetragen und eine automatische Gainanpassung verwendet.

B4 Markierung der Ziel- und Kontrollmolekiile

Die Zielmolekile (VEGF, Immunoglobin) und das Kontrollmolekiil (Myoglobin) wurden entweder mit
Cy5 (Cy5 Mono-Reactive Dye Pack, GE Healthcare) oder FITC markiert. Fiir die Markierung mit Cy5
wurde das Protein in Natriumcarbonat-Puffer (pH 9,3) auf eine Konzentration von 1 mg/ml verdiinnt.
1 ml Proteinlésung wurde dann in ein Reaktionsgefd3 mit voraliquotiertem Cy5 gegeben und
30 Minuten schiittelnd bei Raumtemperatur inkubiert. Das Freie Cy5 wurde mittels
Zentrifugalkonzentrator abgetrennt (Vivaspin 2, 30.000 kDa cut-off, 7.000 x g; Sartorius). Die
Membran wurde dabei mit PBS gewaschen. Der Prozess wurde solange wiederholt bis im Durchfluss

keine Fluoreszenz mehr mittels Nanodrop ND 3300 nachgewiesen werden konnte.
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Die FITC-Markierung wurde nach dem Protokoll der Herstellerfirma (FITC; Sigma Aldrich)
durchgefiihrt. Dafiir wurde das Protein in Carbonat-bicarbonat-Puffer geldst und dann unter Riihren
tropfenweise die FITC-Losung zugegeben. Die Losung wurde 2 h riihrend bei Raumtemperatur
inkubiert. Das freie FITC wurde Gber eine Siule (G-25) abgetrennt. Die Proteine konnten dann in 1 %

Serum und 0,1 % Natriumazetat gelagert werden.

B5 Farbung mit SYBR Green Il

Zur Farbung der Aptamere mit SYBR Green Il wurden je 50 ul Probe mit 50 pl 1 x konzentrierter
SYBR Green Il Losung unter Lichtausschluss fiir 20 Minuten inkubiert. Die SYBR Green Il Stockldsung
(10.000 x konzentriert) wurde zuvor mit SBB (0,1 M, pH 8,3) auf 1fache Konzentration verdiinnt.
Das ungebundene SYBR Green Il wurde mit 3 kDa cut-off Zentrifugalkonzentratoren (Vivaspin 500)
abgetrennt. Hierfiir wurden die Zellen so oft zentrifugiert (17.000 rcf, 8 min, 4°C) und mit SBB auf
200 pl aufgefiillt, bis der am Spektrofluorometer vermessene Uberstand nur noch ein Zehntel der
Fluoreszenz des ersten Uberstandes aufwies. Die Aptamere wurden anschlieBend im Dunkeln bei 4°C

gelagert.

B6 Detektion der Funktionalitat

Die Durchfiihrung erfolgte, wenn nicht anders beschrieben, bei 4°C oder auf Eis. Zuerst erfolgte die
Immobilisierung, die wie in Abschnitt B2.2 durchgefiihrt wurde, mit dem Unterschied, dass das
Aptamer zuvor 5 Minuten bei 95°C erhitzt wurde (Thermomixer) und anschlieBend ca. 20 Minuten
abkiihlte. Nach der Immobilisierung wurden die Zellen in verschiedenen Puffern (je nach Versuch)
aufgenommen. AnschlieBend wurde das Zielmolekiil in verschiedenen Konzentrationen zugegeben
und fiir 5 - 60 Minuten (versuchsabhingig) bei 4°C rotierend inkubiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend entfernt und die Zellen zweimal mit entsprechendem Puffer gewaschen (300 rcf,
5min, 4°C). Als letztes wurden die Zellen in 300 ul Puffer aufgenommen und am

Durchflusszytometer vermessen, sowie die Uberstande spektrophotometrisch analysiert.
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B7 Zellkultivierung der A549 und NIH/3T3-Zellen

Siehe Abschnitt ,A.8 Zellkultur"”.

B8 FITC Markierung der Nanopartikel

Fiir die Markierung wurden 200 ul der 10%igen UV100-L6sung in 500 ul FITC-Losung (5 mg/ml in
Ethanol) gegeben. Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur im Dunkeln bei 1000 rpm (Eppendorf
Thermomixer) tiber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die Nanopartikel bei 7000 rcf aus dem
Gemisch getrennt und mehrfach mit sterilem deionisiertem Wasser gewaschen, bis der Uberstand
vollstdndig farblos war. Die Nanopartikel wurden anschlieBend in PBS zu einer Konzentration von

1 mg/ml suspendiert und bei 4°C gelagert.

B9 Inkubation und Messung der Nanopartikelaufnahme

Es wurden entweder 200.000 NIH/3T3 oder 300.000 A549 Zellen in jeweils ein Napfchen einer 6-
well Platte gegeben, zusammen mit 2 ml Medium. Die unterschiedliche Anfangskonzentration der
Zellen liegt an der individuellen Wachstumsgeschwindigkeit der jeweiligen Zelltypen. Nach der
Inkubation sollte eine dhnliche Anzahl an Zellen erreicht werden. Nach 24 h wurde das Medium
entfernt und neues Medium mit den Nanopartikeln zugegeben. Die Konzentration variierte
entsprechend der Versuchsparameter. AnschlieBend wurden die Zellen weitere 24 h oder
entsprechend der in den Versuchen angegebenen (0-24 h) mit den Nanopartikeln kultiviert. Danach
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 500 pl Accutase abgetrennt. Daraufhin
wurden die Zellen 5 Minuten bei 300 rcf zentrifugiert und anschlieBend zweimal mit PBS
gewaschen. Am Ende wurden sie in 500 ul PBS aufgenommen und mittels Durchflusszytometer

vermessen.

B10 Durchflusszytometrische Analyse der Nanopartikelaufnahme

Um die Nanopartikelaufnahme zu bestimmen wurden nur Events in einem definierten FSC-Bereich
analysiert. So konnten sowohl Agglomerate als auch Zelltriimmer und Nanopartikelaggregate aus

der Analyse ausgeschlossen werden. Ublicherweise wird zusatzlich der SSC als zweiter Parameter
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verwendet, aufgrund der starken Streueigenschaften der Nanopartikel ist dies hier nicht mdéglich. Es

stellte sich jedoch heraus, dass der FSC-Wert bereits recht genaue Analysen zulieB. Eine Lebend-Tod

Unterscheidung wurde mit Propidiumiodid durchgefiihrt.

10.000 Zellen analysiert.

SSC-A

2.000.000

Abbildung 52: Gating fiir A549 (links) und NIH/3T3 (rechts).
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Fiir das Assay wurden 8.000 (NIH/3T3) bzw. 10.000 (A549) Zellen pro Népfchen in einer 96-well

Platte (Sarstedt AG & Co, Niimbrecht) mit 100 ul Medium pro Napfchen Giber Nacht kultiviert (37°C,

500 CO,). AnschlieBend wurde das alte Medium entfernt und 100 pl frisches Medium mit

unterschiedlichen TiO,-FITC Konzentrationen (0 - 25 pg/ml) versetzt. Nach 24 h wurde das Medium

mit den Partikeln entfernt und 100 pl CellTiter-Blue Reagenz (1:10 in serumfreien DMEM; Promega

Corp., USA) zugegeben. Die Zellen wurden 2 h mit dem Reagenz inkubiert und das Fluoreszenzsignal

(544¢4/590em) mittels Fluorometer (Fluoroskan Ascent, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) gemessen.

B12 Apoptose- und Nekrosemessung

Die Nekrose wurde mittels Propidiumiodid bestimmt, hierfir wurden 2 ul einer 1 mg/ml

konzentrierten Propidiumiodid-Losung 5 Minuten vor der Messung hinzugegeben. Die Apoptose
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wurde zusatzlich mit Annexin V-FITC gemessen. Dazu wurden 15 Minuten vor der Messung 5 pl
Annexin V-FITC (Thermo Fisher) zu den in 100 pl Annexin V-Bindepuffer pro 1x106 gelosten Zellen
gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und weitere
400 pl Annexin V-Bindepuffer zugegeben. Danach wurden die Zellen vermessen. Die Analyse

erfolgte dann liber FSC-, sowie die Propidiumiodid- und FITC-Fluoreszenz.
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Abbildung 53: Gating bei Nekrose (rechts), sowie Apoptose/Nekrose (links). Rechts: positive Apoptose/Nekrose mit Zinkoxid
(15 ppm) beim EPICS XL (Beckman Coulter). Links: positive Nekrose durch UV Bestrahlung beim Accuri C6 (BD Bioscience).

B13 Time-Lapse Mikroskopie

Es wurden jeweils 100.000 Zellen pro Napfchen in 8-well PCA slides (Sarstedt AG & Co, Niimbrecht)
mit jeweils 400 pl Medium fiir 24 h kultiviert (37°C, 5 % CO,). Das Medium wurde dann entfernt
und 400 pl frisches Medium mit 12,5 pg/ml TiO,-Nanopartikeln zugegeben. Die Aufnahmen wurden
mit 20facher VergroBerung aufgenommen und erfolgten alle 60 s fiir 24 h mit dem LumaScope 600

(Etaluma Inc., Carlsbad, CA, USA).

B14 Fluoreszenzmikroskopie

Es wurden jeweils 100.000 Zellen pro Napfchen in 8-well PCA slides (Sarstedt AG & Co, Niimbrecht)
mit jeweils 400 ul Medium Gber Nacht kultiviert (37°C, 5 % CO,), anschlieBend das alte Medium
entfernt und 400 pl Medium mit 50 ug/ml TiO,-FITC Nanopartikeln fiir 4 h inkubiert. Der Zellnukleus
wurde mit DAPI gefdrbt. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 15 Minuten bei 37°C mit

1 ug/ml DAPI-Losung inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen.
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gegeniiber dem Aptamer eingesetzt. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung von min.
10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 525/40
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Abbildung 16: Fluoreszenzintensitdt bei 515 nm von V7t1-FITC in Ldsung. Gepriift wurde die
Wirkung von Cyanurchlorid auf die Fluoreszenz. Die Kontrollen sind Acetonitril (Lésungsmittel von
Cyanurchlorid) und SBB (Bindepuffer des Aptamers). Die Proben wurden mittels Spektrofluorometer

vermessen. Konzentration des Aptamers: 4,2 pM. Cyanurchlorid in 100fachem Uberschuss zum

Abbildung 17: Absorption bei 260 nm von V7t1-FITC in Losung. Die Kontrollen sind mit Zugabe von
Acetonitril (Losungsmittel von Cyanurchlorid) und reinem SBB (Bindepuffer des Aptamers) ohne
Zugabe. Gepriift wurde die Wirkung von Cyanurchlorid auf die Absorption bei 260 nm. Die Proben
wurden an einem Spektrofluorometer vermessen. Konzentration des Aptamers: 4,2 uM.
Cyanurchlorid in 100fachem Uberschuss ZUm APtamer...............ceooooeeeeeeeeessssssseeeseesssssssssssseesssssssssseeee 25
Abbildung 18: Fluoreszenzsignal von V7t1-FITC unter Einfluss von Cyanurchlorid. Hier wurde
untersucht wie groB der Anteil des freien und des gebundenen Cyanurchlorids auf die
Fluoreszenzldschung ist. Nach dem Waschen ist das freie Cyanurchlorid weitestgehend entfernt. Bei
der Kontrolle (nicht-aktiviert) wurde kein Cyanurchlorid verwendet. Verwendet wurden 0,32 nmol
R4 8 e OO PRRN 26
Abbildung 19: Kalibrationsreihe fiir das Fluoreszenzsignal von V7t1-FITC mit und ohne
Cyanurchlorid. Konzentrationsbereich: 0,1 — 0,9 uM. Messung mittels Fluorospektrometer bei 488
nm. Cyanruchlorid wurde wie beim Protokoll vorgesehen in einem 100fachen Uberschuss zum
Aptamer zugegeben und das freie Cyanurchlorid anschlieBend entfernt. Fehlerbalken:

StandardabWeiChUuNG, N=3.. et es s s R 27
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Abbildung 20: Berechnung der prozentual gebundenen Aptamermenge mit crosslinker

Abbildung 22: Fluoreszenzintensitat der Propidiumiodid-gefarbten Aptamere. Jeweils mit und ohne
Cyanurchlorid, sowie ohne Aptamer und ohne Cyanurchlorid. Pro 108 Zellen wurden 2,5 pl
Propidiumiodid-Losung (1 mg/ml) zugegeben. Fehlerbalken: Standardabweichung. Die Werte sind
als Mittelwerte + Standardabweichung von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt.
Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 675/30 nm Bandpassfilter........rveeeerereeerveeseresesesene. 30
Abbildung 23: Mittlere Fluoreszenzintensitat nach der Immobilisierung der SYBR Green |l gefarbten
Aptamere. Aktiviert bedeutet unter Verwendung des crosslinkers Cyanurchlorid. Nicht-aktiviert:
ohne crosslinker. SBB aptamerfrei: Nur im Natriumboratpuffer (SBB) ohne Aptamere mit
Cyanurchlorid als Kontrollmessung der Eigenfluoreszenz. Das Cyanurchlorid wurde im fiinffachen
Uberschuss gegeniiber dem Aptamer eingesetzt. Die Werte sind als Mittelwerte =+
Standardabweichung von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter:
Exzitation: 488 nm, Detektor: 525/40 nm Bandpasfilter. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEANAATAADWEICHUNG. oottt s e s bbb R R s 31
Abbildung 24: Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS®). Den bifunktionalen Crosslinker erkennt man an
den beiden identischen Abgangsgruppen. Angriffspunkt fiir die nukleophile Substitution sind die
Carbonsdureamide. Die Sulfatgruppen dienen zur Steigerung der Loslichkeit im Wasser. ............... 33
Abbildung 25: Mittlere Fluoreszenzintensitdt der Zellen bei Zellkonzentrationen von 5 - 35:108
Zellen/mL um Autofluoreszenz bereinigt. Kontrolle: Immobilisierung mit 100 nM V7t1-FITC und
5108 Zellen/mL durchgefiihrt ohne BS3, mit Aptamer. Die Werte sind als Mittelwerte +
Standardabweichung von mindestens 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter:
Exzitation: 488 nm, Detektor: 533/30 nm Bandpassfilter. A: Fluoreszenz einer unbehandelten

Kontrolle. B: Fluoreszenz einer mit BS® immobilisierten Probe (500 nM V7t1-FITC). C: Vergleich der
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Signale von einer Probe ohne immobilisiertes Aptamer und einer mit 500 nM immobilisierten
Y 0 4 OSSP T 34
Abbildung 26: Anzahl der auf die Zelloberfliche gekoppelten V7t1-FITC pro Zelle bei
Zellkonzentrationen von 5 - 35-106 Zellen/mL, einer Aptamerkonzentration von 100 nM und 1 mM
BS3. Die Werte wurden durch Differenzbildung der Anfangskonzentration von 100 nM und der

fluoreszenzspektrometrisch ermittelten V7t1-FITC-Konzentration im Reaktionsiiberstand berechnet.

Abbildung 27: Anteil der Zellen mit einer Fluoreszenzintensitat oberhalb des gesetzten Markers bei
V7t1- FITC Konzentrationen von 10 - 500 nM. Die Immobilisierung wurde mit einer
Zellkonzentration von 5:10¢ Zellen/mL durchgefiihrt. K: unbehandelte Zellen in PBS. KL:
Immobilisierung durchgefiihrt mit 500 nM V7t1-FITC und ohne BS3. Die Werte sind als Mittelwerte
+ Standardabweichung aus Duplikaten von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt.
Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 533/30 nm bandpassfilter. ... rmmrerrmeerseesessresesenee 37
Abbildung 28: Fluoreszenzintensitat gemittelt iiber alle Zellen bei V7t1-FITC Konzentrationen von
10 - 500 nM. Die Immobilisierung wurde mit einer Zellkonzentration von 5-106 Zellen/mL
durchgefiihrt. K: unbehandelte Zellen in PBS. KL: Immobilisierung mit 500 nM V7t1-FITC und 5-106
Zellen/mL ohne BS3. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung aus Duplikaten von min.
10.000 analysierten Zellen pro Probe dargeStellf...... i rrrerrereeneersessesesesesessessessessessessesssesssssssssnenns 37
Abbildung 29: Anteil der Zellen mit einer Fluoreszenzintensitat oberhalb des gesetzten Markers bei
Immobilisierung von der Kontrollsequenz KO ohne Aminomodifizierung (hell) bzw. von V7t1-FITC
(dunkel) mit Aminomodifizierung. K: unbehandelte Zellen in PBS. Die Werte sind als Mittelwerte +
Standardabweichung aus Duplikaten von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt.
Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 533/30 nm bandpassfilter. ........rmmrerermeesseesessseeesenee 38
Abbildung 30: Ablauf der Funktionalitatsiiberpiifung der immobilisierten Aptamere.........ccoeeeneeen. 39
Abbildung 31: Mittlere Fluoreszenzintensitat der Zellen bei VEGF-Konzentrationen von 0-6 nM. Die

Immobilisierung wurde mit 500 nM V7t1 (dunkelgrau) bzw. einer Randomsequenz (weiB), 1 mM BS3
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und einer Zellkonzentration von 5-106 Zellen/mL durchgefiihrt. Der gesamte Versuch erfolgte unter
Verwendung von PBS-V7t1 Puffer. Als Negativkontrolle (hellgrau) dienten Zellen ohne Aptamere auf
der Zelloberflache. Die Werte sind als Mittelwerte £ Standardabweichung aus Duplikaten von min.
10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellf.......eeernerneesneesseeesssesseesseeseessessesssesssesssssssseenns 40
Abbildung 32: Mittlere Fluoreszenzintensitat von mit VEGF-FITC oder Myoglobin-FITC inkubierten
Aptameren/Randomnukleotiden in einem Konzentrationsbereich von 0 - 700 nM. Die Werte sind als
Mittelwerte von min. 10.000 analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation:
488 nm, Detektor: 533/30 NM Bandpassfilter........meeereeeeseesesseessseessssesesesssssssesesssssesssssesssssseseses 42
Abbildung 33: Mittlere Fluoreszenzintensitdt von VEGF-FITC (100 pM) inkubierten Zellen mit
jeweiligen immobilisierten Aptameren. Die Immobilisierung wurde mit Cyanurchlorid durchgefihrt.
Cya: Cyanurchlorid, 0-Kontrolle: Aptamerfrei. Die Werte sind als Mittelwerte von min. 10.000
analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 533/30 nm
0 T o T T2 T3 PO 43
Abbildung 34: Uberblick iiber die wichtigsten Einflussfaktoren auf die Nanopartikelaufnahme..... 48
Abbildung 35: Ladungsschichten eines negativgeladenen Nanopartikels. .......ereereereeneereesnesnenes 52
Abbildung 36: Ubersicht {iber den Verbleib von Nanopartikeln in der Zelle. Aufgeteilt in die drei
Haupteigenschaften fiir den Verbleib in der Zell€... o ereereeeeeeseeseeseessessesssesssessssesseesssesessnes 53
Abbildung 37: Ubersicht Giber toxische Wirkorte von verschiedenen Nanopartikeln. Modifiziert nach
FEONIICN [48] oot seeeeteeeeseeeeeese e sesseeseeseeasesesessssasessesnesesesseessessesasesessanesseeaneenesessasessesaneeseasesanessesnesaemaneasneares 54
Abbildung 38: Auswirkungen auf Proteine: 1: Aggregation, 2: Einschrankung der Funktionalitat, z.B.
durch sterische Hinderung von aktiven Zentren, 3: Fehlfaltung von Proteinen, 4: korrekte Faltung
wird beglinstigt (chaperonartiger Effekt). Abbildung modifiziert nach Frohlich [48] ... 56
Abbildung 39: Ubersicht liber DNA-Schadigungsmechanismen und die Auswirkungen auf die Zelle.
Modifiziert nach SiNgh et al. [158] ...t essses s s esssses s ssessssssssesssasesssssessssssesssanes 61
Abbildung 40: Ubersicht iiber die Auswirkungen und Entstehung von ROS in der Zelle. Modifiziert
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Abbildung 41: CellTiter-Blue Test: Die Viabilitdt von A549 und NIH/3T3 Zellen bleibt bis zur
eingesetzten Hochstkonzentration von 30 pg/ml TiO2-NP unbeeinflusst........ooo.ueeeeevereeeeseeeereeeesseees 66
Abbildung 42: Ubersicht iiber die verschiedenen Kennzahlen der NanopartikelgroBe. .........cooc.... 67
Abbildung 43: Rasterelektronenmikroskopie (REM) Aufnahme eines Aggregats der hier verwendeten
THANAIOXIAPAITIKEL. cooereeeeeeereree ettt ses e s s s s sane e sanen 68
Abbildung 44: Density Plot des SSC und FSC-Signals von A549 und NIH-3T3-Zellen. Die Zellen
wurden fiir 24 h mit den Partikeln inkubiert. (a) und (c) sind ohne Nanopartikel und (b) und (d) mit
jeweils 25 pg/ml TiO2-FITC iNKUDIEIT WOIAEN. ......ceveeeeeveeeeveeeesseesesaeessseesesssesssseessssssesssssessssesesssssssssanenes 70
Abbildung 45: SSC-Signal von A549 und NIH/3T3-Zellen. (a): Auftragung nach Konzentration. (b):
Auftragung nach Inkubationszeit mit 12,5 pug/ml TiOp=FITC. ceeuurrreeereeeeeereeeeesseeseesssseseesssseesesssssesessens 71
Abbildung 46: Messung der Stabilitdt der Fluoreszenzmarkierung. Exemplarisch mit A549 Zellen
gezeigt. Links: die Fluoreszenzintensitdt der Partikel; Rechts: das Streulichtsignal........cccoveereereeenees 73
Abbildung 47: Fluoreszenzsignal von mit FITC markierten Partikeln behandelten A549 und NIH/3T3-
Zellen. (a): Exemplarischer Vergleich des Fluoreszenzsignals von 0 und 25 ug/ml TiO,-FITC. (b):
Exemplarischer Vergleich des Fluoreszenzsignals von 0h und 24 h mit 12.5 ug/ml TiO,-FITC
inkubierten Zellen. (c) und (d) zeigen das Fluoreszenzsignal im Verhaltnis zur Konzentration (c) bzw.
Inkubationszeit (12,5 ug/ml TiO,-FITC) (b). Die Autofluoreszenz der Zellen wurde von den Werten
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Abbildung 48: FSC-Signal von mit Nanopartikeln behandelten A540 und NIH/3T3-Zellen. (a):
Exemplarischer Vergleich des Fluoreszenzsignals von 0 und 25 pg/ml TiO,-FITC. (b): Exemplarischer
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Abbildung 50: Propidiumiodid Fluoreszenzsignal von A549 und NIH/3T3-Zellen nach Inkubation mit
verschiedenen Nanopartikelkonzentrationen. Die Werte wurden auf O (Kontrolle ohne Nanopartikel
aber mit Pl) normiert. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung von min. 10.000
analysierten Zellen pro Probe dargestellt. Parameter: Exzitation: 488 nm, Detektor: 533/30 nm
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Abbildung 51: Gating fiir die Immobilisierung mittels BSs. Links: Gating nach Streulicht zur
Unterscheidung zwischen Aggregaten, toten Zellen und Zelltriimmern/Fragmenten. Rechts: Gating
nach Fluoreszenzsignal. Eine leicht poSItiVe ProDe. ... et snennes 93
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