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1 Abkürzungsverzeichnis

7-AAD 7-Aminoactinomycin-D

BMA Butylmethacrylat

BMP Knochen Morphogenetisches Protein (Bone Morphogenetic Protein)

cHMA Cyclohexylmethacrylat

CLSM konfokale Laser Scanning Mikroskopie (confocal laser scanning microscopy)

CTMA-Cl Cetyltrimethylammoniumchlorid

DMAP Di-methyl-amino-pentan

DEX Dexamethason

DMSO Dimethylsulfoxid

FACS fluoreszenz-aktivierter Zellsorter (Fluorescence Activated Cell Sorter)

FGF-2 Fibroblasten Wachstumsfaktor 2 (Fibroblast growth factor 2)

FSC Vorwärtsstreuung (Forward scatter)

HD Hexandiol

LMA Lauryl Methacrylat

MMA Methylmethacrylat

MRT Magnet-Resonanz-Tomographie

MSC Mesenchymale Stammzelle (Mesenchymal Stem Cell)

nFL1 normalisierte Fluoreszenzintensität (Kanal 1)

NK Negativkontrolle

PBCA Polybutylcyanacrylat (poly(n-butylcyanoacrylate))

PLA Poly-Laktid

PLL Poly-L-Lysin

PMA Propylmethacrylat

PMI Perylenmonoimid

REM Rasterelektronenmikroskop (SEM: Scanning Electron Microscope)

SDS Sodiumdodecylsulfat

SMA Stearylmethacrylat

SSC Seitwärtsstreuung (Sideward scatter)

STED Stimulated Emission Depletion
tBMA Tertbutylmethacrylat

TEM Transmissionselektronenmikroskop (Transmission Electron Microscopy)

TGF-ß Transformierender Wachstumsfaktor ß (Transforming growth factor ß)

VBPS Venyl-Benzyl-Phosphonsäure

VPS Venyl-Phosphonsäure
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2 Einleitung und Motivation

Diese Arbeit beschäftigt sich mit Partikeln im Nanometerbereich. Das Wort „Nano“ kommt

aus dem Griechischen von dem Wort Nános (νάνος), was Zwerg bedeutet. Die Größe der in

dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel beträgt etwa 200 nm. Das ist der 350.-Teil des

Durchmessers eines menschlichen Haars (ca. 70 µm). Nanopartikel sind nicht eine Erfindung

der Menschen, es gibt sie bereits seit der Entstehung der Erde. Anorganische Nanopartikel

z.B. aus Christobalit entstanden bei Vulkanausbrüchen in Form kleinster Staubteilchen, die

sich über die Atmosphäre weit und schnell verteilten[1-3]. Nach der Entstehung von Pflanzen

kamen weitere Nanopartikel hinzu, die organischen. Sie bestehen aus wenigen Nanometern

kleinen Humistoffen, den Abbauprodukten von zum Beispiel Blättern und Gras[4-5]. An deren

Herstellung sind unter anderem Bakterien beteiligt. Bakterien entwickelten auch eine Art von

Nanopartikeln, die ihnen eine magnetisch gerichtete Orientierung ermöglichen.

Magnetotaktische Bakterien wie z.B. der Art Magnetospirillum magnetotacticum bilden dazu

Magnetosomen aus Magnetit  (FeIII
2FeIIO4) oder Greigit (FeIII

2FeIIS4) aus, die von einer

Monoschicht aus Phospholipiden, Proteinen und Glykoproteinen umgeben sind[6]. Auch Viren

entwickelten sich als eine Form von Nanopartikel. Die kleinsten besitzen eine Größe von nur

15 nm (Circoviridae mit ca. 15 nm Durchmesser[7]; Poliovirus, ca. 30 nm Durchmesser[8]),

während die größten einen Durchmesser von über 400 nm besitzen (Pockenviren

(Poxviridae)[9]; Mimivirus (Mimiviridae)[10]). Genau betrachtet handelt es sich bei Viren um

Nanokapseln, in denen Nukleinsäuren und Proteine in einer Protein-(Lipid)-schale (Kapsid)

verkapselt sind, die z.T. funktionalisiert ist[11-12]. Sie weisen eine effiziente Aufnahme in Zellen

auf, die zum Teil auf hoch spezifische Aufnahmeprozessen beruhen[13-14]. Auch sind Viren

keine echte Lebensform, da ihre Reproduktion abhängig ist von den

Reproduktionsmechanismen der Wirtszelle[15-16].

Aber auch Menschen haben schon seit langer Zeit Nanopartikel erzeugt und genutzt, ohne zu

wissen, dass es sich dabei um Nanopartikel handelt. So entstehen bei der Verbrennung von

organischem Material Nanopartikel in Form von Ruß[17-18]. Dieser wurde z.B. als Farbstoff
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verwendet, um auf diese Weise Haut oder Gegenstände zu bemalen[19]. Vor allem Ruß und

Feinstaub stellt heute besonders bei älteren Dieselfahrzeugen und anderen

Verbrennungsprozessen ein großes Problem für die Gesundheit dar. Bereits zur Zeit des

römischen Reichs verwendete man unwissend Gold-Nanopartikel in der Glasproduktion. Bei

der thermischen Behandlung von Glas und Gold entstehen Gold-Nanopartikel in Clustern mit

einer Größe von 10-20 nm, die eine Rotfärbung des Glases hervorrufen. Dies ist bedingt

durch eine ins Rote verschobene Plasmonenschwingung durch die Gold-Nanopartikel[20]. Die

Römer benutzten auch als erste Menschen Beton. Die in ihm enthaltenen wenige Nanometer

großen Kristallstrukturen verleihen ihm seine hohe Festigkeit. Damit war es möglich, riesige

Kuppeln mit 43 m Durchmesser zu bauen, wie im Pantheon, das bis heute erhalten ist. Die

erste industrielle Nutzung von Nanopartikeln war ebenfalls Beton und geht auf das 19.

Jahrhundert zurück.

Auch in der kosmetischen Industrie finden sich mittlerweile zahlreiche Produkte, die

Nanopartikel enthalten. Sonnencreme enthält TiO2-Nanopartikel, die als „Lichtstreuer“

verhindern, dass zu viel schädliche UV-Strahlung in die Haut eindringen kann[21]. Zahnpasten

enthalten neben den Nanopartikeln, wie Titandioxid (TiO2) und Aluminiumoxid (Al2O3) zur

Verbesserung der Reinigung (Scheuereffekt)[22-23], z.T. mittlerweile Hydroxylapatit-

Nanopartikel zur Reparatur von Mikrorissen im Zahnschmelz (z.B. Zahncreme BioRepair®[24-

25]). Selbst die Lebensmittelindustrie verwendet Nanopartikel. Siliziumoxid-Nanopartikel

werden z.B. als Verdickungsmittel im Tomaten-Ketchup verwendet oder Antikoagulantien im

Speisesalz, Titandioxid dient zum Teil zur Aufhellung von Salatdressings und

Aluminiumsilikat-Nanopartikel sollen der Verklumpung pulverförmiger Lebensmittel

entgegenwirken[26]. Weltweit, so vermutet die Umweltschutzorganisation BUND, sind 2008

bereits 600 Lebensmittel mit Nanozusätzen auf dem Markt. Es fehlen bisher Studien über

den Verbleib und die Auswirkungen dieser Partikel im zellulären System, so dass immer

wieder Zweifel über die Unbedenklichkeit dieser Nanopartikel aufkommen[27-28].

Auch die Medizin setzt seit längerer Zeit Nanopartikel ein. So  werden als Kontrastmittel bei

der Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) Magnetit-Nanopartikel[29-32] zur kontrast-

reicheren Bildgebung von Geweben verabreicht. Die Partikel sind abbaubar und die
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Abbauprodukte werden nach einiger Zeit wieder aus dem Körper ausgeschleust[33-34].

Ähnliche Partikel werden für die Hyperthermiebehandlung bei Krebs im MRT eingesetzt[35-36].

Die Partikel werden in den Bereich des Tumors verabreicht und durch das Magnetfeld des

MRT erhitzt. Diese Hyperthermie führt schließlich zum Absterben der Zellen in diesem

Bereich und somit zur Zerstörung des Tumors. Des weiteren werden Nanopartikel und

Nanokapseln neben ihrer Funktion als Marker von Zellen, insbesondere von Stammzellen[37-

38], zunehmend bedeutender als Lieferanten von Wirkstoffen, wie Medikamenten[39-40] oder

Chemotherapeutika[41-42].

Die Bedeutung von Nanopartikeln in der heutigen Zeit wird auf vielen Gebieten immer

wichtiger. Bisher sind immer noch viele Grundlagen der Nanopartikel-Zellinteraktion unklar.

Besonders die Beeinflussung von Zellen und des Organismus durch Nanopartikel ist noch

nicht genau erforscht. Dabei spielt neben dem verwendeten Polymer die Funktionalisierung

der Nanopartikel eine entscheidende Rolle. Ziel dieser Arbeit war es, zum einen die Einflüsse

verschiedener Nanopartikel/Nanokapseln und deren Polymeren und Funktionalisierung auf

die Zellaufnahme und deren Verträglichkeit im biologischen System auch über längere Zeit

näher zu untersuchen. Zum anderen wurde eine konkrete Anwendung der Nanopartikel und

Nanokapseln zur Funktionalisierung von Oberflächen für Titanimplantate und zur Freisetzung

von pharmakologischen Substanzen mit Zellen getestet und charakterisiert.
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3 Theorie

In diesem Teil wird der theoretische Hintergrund zu dieser Arbeit näher erklärt. Dabei wird

neben den biologischen Gesichtspunkten auf die chemische Synthese der verwendeten

Nanopartikel/Nanokapseln näher eingegangen, die zwar nicht persönlich durchgeführt

wurde, zum Verständnis der Arbeit aber nötig ist.

3.1 Herstellung von Polymer-Nanopartikeln und Nanokapseln

Zur Herstellung von Nanopartikeln gibt es heute zahlreiche verschiedene Methoden. Neben

der Suspensionspolymerisation[43-44] und der Emulsionspolymerisation[45] ist die

Miniemulsionspolymerisation[46-47] für diese Arbeit am bedeutendsten, da die verwendeten

Nanopartikel mit diesem Verfahren hergestellt wurden.

Bei der Miniemulsionspolymerisation wird ein System mit zwei nicht mischbaren Phasen

verwendet (Abbildung 1). In der ersten Phase befindet sich das Monomer, der Initiator und

evtl. (Farb-)Stoffe, die einpolymerisiert werden sollen, gelöst. In der zweiten Phase ist ein

Tensid enthalten, das zur Stabilisierung der Partikel dienen wird. Die Menge und Art an

verwendeten Tensid bedingt die Größe der entstehenden Nanopartikel. Um kleinere Partikel

zu erhalten, wird mehr Tensid einsetzt. Das System wird zunächst gerührt und anschließend

starken Scherkräften ausgesetzt, z.B. Ultraschall. Dies führt dazu, dass kleinste

Nanotröpfchen aus der Phase 1 in der Phase 2 entstehen. Diese sind durch das Tensid aus

Phase 2 stabilisiert. Auch die Länge der Ultraschallbehandlung kann zur Einstellung der

Partikelgröße dienen.  Je länger sie andauert, desto kleinere Partikel entstehen. Anschließend

können das Monomer und der Initiator in den Tröpfchen zur Reaktion gebracht werden und

es entstehen Nanopartikel ohne Veränderung der Größe[47].

Partikel aus Polystyrol, hergestellt mit Hilfe der Miniemulsion, zeichnen sich durch eine hohe

Monodispersität, enge Größenverteilung und sehr lange Stabilität bei einer leicht

einzustellende Partikelgröße aus[48-50]. Da sie im zellulären System nicht abbaubar und toxisch

sind und eine sehr gute Stabilität besitzen, eignen sie sich hervorragend als Modellpartikel

für zelluläre Beobachtungen auch über längere Zeiträume. Polystyrollatices sind leicht über
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Copolymerisation zu funktionalisieren wie mit den bereits bekannten Funktionalisierungen

durch Carboxyl- und Aminogruppen[50]. Es ist möglich, komplexe Monomergemische

einzusetzen und auf diese Weise nicht nur die Polymereigenschaft, sondern auch die

Oberflächenstruktur der resultierenden Nanopartikel durch Anbindung funktioneller

Gruppen zu variieren. Oberflächengruppen mit unterschiedlicher Ladung und Größe können

so auf dem Partikel kovalent gebunden werden. Dies wiederum ermöglicht es, die Aufnahme

der Partikel in Zellen zu beeinflussen[50-51]. Des Weiteren können neben der radikalischen

Polymerisation auch anionische Polymerisation und Polyaddition in Miniemulsion

durchgeführt werden (PBCA, Polyurethane, Polyester, usw.).

In dieser Arbeit wurden erstmals Polystyrolnanopartikel eingesetzt, die eine

Funktionalisierung mit Phosphonatgruppen tragen. Diese Partikel wurden von Anke Zeller im

Rahmen ihrer Doktorarbeit synthetisiert[52]. Dazu wurde Wasser und das nicht ionische

Tensid Lutensol® AT50 (siehe auch Tabelle 1), sowie das Comonomer Vinylphosphonsäure in

der kontinuierlichen Phase eingesetzt. In der dispersen Phase wurde das Monomer Styrol mit

dem Hydrophob Hexadecan und dem hydrophoben Initiator V59 (2,20-Azobis(2,4-

dimethylbutyronitril)) eingesetzt. Außerdem wurde der Fluoreszenz-Farbstoff

Perylenmonoimid (PMI) hinzugefügt, damit die Nanopartikel über Fluoreszenz detektiert

werden können.

In dieser Arbeit werden verschiedene Polymernanopartikel mit verschiedenen

Funktionalisierungen verwendet. In den folgenden Abschnitten, werden diese näher

vorgestellt zu Beginn eines Kapitels und der Grund für deren Verwendung erläutert.
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Abbildung 1: Schema einer Miniemulsionspolymerisation. Zwei nicht mischbare Phasen (hier Phase 1 und
Phase 2) werden durch Ultraschall hohen Scherkräften ausgesetzt. Es entstehen dabei kleine Nanotröpfchen,
die durch ein Tensid stabilisiert sind. Anschließend können die Initiatoren und Monomere im Inneren der
Tröpfchen zur Reaktion gebracht werden, und es entstehen die Polymernanopartikel. Diese können
außerdem Farb- oder Wirkstoffe oder andere Substanzen enthalten.

Auch Nanokapseln wurden in dieser Arbeit verwendet. Sie bieten durch Ihre Eigenschaften

andere Möglichkeiten als kompakte Partikel. Zum einen ist es möglich, die Menge an

eingesetztem Polymer weit geringer zu halten, da das Polymer lediglich zur Bildung einer

dünnen Kapselhülle benötigt wird. Zum anderen ist es möglich, in Kapseln auch hydrophile

Stoffe einzuschließen. Da eine Vielzahl zelluläre Wirkstoffe immer in wässriger Form

vorliegen müssen, bringen Nanokapseln einen großen Vorteil, wenn es darum geht,

Wirkstoffe in die Zelle einzubringen. Eine Freisetzung aus den Kapseln ist durch die

Verwendung abbaubarer Polymere, wie z.B. Stärke oder Polybutylcyanacrylat (PBCA),

möglich.

Die Herstellung von Kapseln kann durch verschiedene Verfahren erfolgen und ist letztlich

durch das zu verwendende Monomer bestimmt, da unterschiedliche Polymere durch

unterschiedliche Verfahren hergestellt werden. Zur Verkapselung von Peptiden, Proteinen

oder DNA/RNA lassen sich verschiedene Verfahren verwenden: Die Nanofällung[53], die

Kapselherstellung mittels Grenzflächenpolymerisation z.B. mit Polyaddition[54] oder

anionischer Polymerisation[55-56] sind mögliche Herstellungsverfahren.

In dieser Arbeit wurden PBCA-Kapseln verwendet, die anionisch mittels inverser

Miniemulsion hergestellt wurden. Diese wurden von Grit Baier in ihrer Doktorarbeit aufgrund

der überwiegend positiven Eigenschaften des PBCA-Polymers in vitro und in vivo (siehe auch

3.2) hergestellt. Bereits früher wurde DNA in Nanotröpfchen gebracht und in diesen PCR
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durchgeführt[57]. Grit Baier ist es in der Doktorarbeit erstmals gelungen, DNA in einer PBCA-

Hülle zu verkapseln[58]. Für die Synthese dieser PBCA-Kapseln wurde die anionische

Polymerisation[55-56] verwendet. Dazu wird zunächst eine Wasser-in-Öl-Miniemulsion

hergestellt. Im Wasser (disperse Phase) gelöst ist die DNA, die in der Ölphase (kontinuierliche

Phase), aus Migliol, miniemulgiert wird. Die Stabilisierung erfolgt mittels Span®80 und

Tween®80. Die anionische Polymersiation erfolgt schließlich nach Zugabe von

Butylcyanacrylat (BCA) gemischt mit Chloroform. Anschließend erfolgt die Aufreinigung mit

Hilfe von Ethanol, um die Kapseln von der Ölphase zu befreien. Die Kapseln lassen sich durch

die Stabilisierung eines Tensids (SDS, Lutensol® AT50 oder CTMA-Cl) in Wasser überführen.

Abbildung 2: Die anionische Grenzflächenpolymerisation erfolgt in inverser Miniemulsion mit hydrophilen
Komponenten innerhalb von wässrigen Tröpfchen, während die kontinuierliche Phase aus einem Öl besteht.
Die wässrigen Tröpfchen sind durch ein Tensid stabilisiert. Anschließend wird das in Chloroform gelöste
Butylcyanacrylat (BCA) zugegeben, dessen Polymerisation an der Grenzfläche durch das OH- des Wassers
initiiert wird. Das entstehende Polymer bildet die Kapselhülle. Anschließend kann das Öl entfernt werden
und die Kapseln können in Wasser und ein stabilisierendes Tensid überführt werden.

Mit diesen PBCA-Kapseln ist es möglich, DNA oder RNA in Zellen einzuschleusen und

freizusetzen. Verkapselte DNA wurde in Mikrokapseln bereits gezeigt[59], allerdings waren

diese Kapseln 100 µm groß und deshalb wenig für die Zellaufnahme geeignet. Die

Verwendung von Nanokapseln aus dem Polymer PBCA eröffnet neue Möglichkeiten, die in

der vorliegenden Doktorarbeit in vitro im Hinblick auf eine spätere Anwendung (auch in vivo)

näher untersucht werden.
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3.2 Einfluss der Polymer-Nanopartikel-Beschaffenheit auf die Zellaufnahme

Die Art und Qualität der Aufnahme von Polymer-Nanopartikeln in Zellen ist sehr von der

Beschaffenheit der Partikel abhängig. Dabei spielt nicht nur die Art des Polymers eine

Rolle[60-62], sondern auch evtl. Oberflächenfunktionalisierungen[51, 63-65] und die bei der

Synthese verwendeten Tenside[66]. Bisher wurden einige Polymere bezüglich der zellulären

Aufnahme systematisch untersucht, wie PBCA-[62], Polyisopren-[60] und Poly(L-lactide) (PLLA),

Poly[(D,L-lactide)-co-glycolide] 50:50 (PLGA) und Poly(ε-caprolactone) (PCL)[61]. Eine

Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen Methacrylate mit unterschiedlicher

Alkylseitenkette auf die Zellaufnahme wurde aber bisher nie untersucht.

Die Art des Polymers bestimmt viele Eigenschaften des Partikels, z.B. die physikalischen

Eigenschaften, wie den Glaspunkt, die Hydrophobizität oder die Struktur der

Partikeloberfläche. Dies sind wichtige Faktoren, die eine Zellinteraktion beeinflussen können.

Während der Glaspunkt und damit die Weichheit des Partikels bei physiologischen

Bedingungen je nach Polymer variiert, ist die Hydrophobizität der Partikeloberfläche

entscheidend für die Interaktion mit Proteinen[67]. Durch eine höhere Hydrophobizität wird

mehr Protein auf der Partikeloberfläche adsorbiert[67]. Entsteht eine dichtere Proteinhülle um

die Partikel, ändert sich dadurch auch das Erscheinungsbild des Partikels für die Zelle. Zu dem

Einfluss des Glaspunkts des Polymers des Partikels auf die zelluläre Aufnahme gibt es bisher

keine Untersuchungen. Dieser Einfluss wurde in dieser Arbeit näher untersucht.

Oberflächenfunktionalisierungen der Partikel bieten die Möglichkeit, die Oberfläche der

Partikel gezielt zu verändern. Durch einbringen geladener Oberflächengruppen lässt sich

auch die Hydrophobizität der Oberfläche verringern. Es ist möglich sowohl positive, als auch

negative Gruppen auf die Oberfläche der Partikel zu bringen. Unterschiedlich geladene

Gruppen auf der Partikeloberfläche zeigten bereits in früheren Studien eine unterschiedlich

gute Aufnahme in Zellen[51]. So wurden Partikel mit Aminogruppen-Funktionalisierung

wesentlich besser in Zellen aufgenommen[68]. Aber auch Carboxylgruppen-funktionalisierte

Nanopartikel werden zum Beispiel von HeLa-Zellen sehr gut aufgenommen[31].

Durch Tenside lässt sich die Eigenschaft der Partikeloberfläche ebenfalls modifizieren. Bei der
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Herstellung der Partikel für diese Arbeit wurden drei verschiedene Tenside zur Stabilisierung

eingesetzt: Natriumdodecylsulfat (kurz: SDS), Lutensol® AT50 und Cetyltrimethyl-

ammoniumchlorid (kurz: CTMA-Cl) (siehe Tabelle 1). Über die Verwendung dieser

unterschiedlich geladenen Tenside ist es möglich, die Oberflächenladung der Partikel zu

steuern. Eine unterschiedliche Ladung der Partikel bewirkt eine unterschiedliche Aufnahme

in Zellen[51]. Die ionischen Tenside SDS (negativ geladen) und CTMA-Cl (positiv geladen)

führen auch durch ihre Ladung zu einer verbesserten Aufnahme der Partikel ins Zellinnere,

während das nichtionische Lutensol® AT50 das Aufnahmeverhalten nicht verbessert, bzw.

reduziert. Da Tenside aber ähnlich wie die Lipide der Zellmembran beschaffen sind, können

sie mit dieser interagieren. Allerdings kann der Einbau von Tensid, insbesondere von freiem,

nicht partikulär gebundenem Tensid in der Nanopartikellösung zur Veränderung oder sogar

Zerstörung der Zellmembran führen[69]. Deshalb wurde bei den in dieser Arbeit verwendeten

Nanopartikel besonders darauf geachtet, ob von den verwendeten Partikelsuspensionen ein

zelltoxischer Effekt hervorgerufen wird. Insbesondere das Tensid CTMA-Cl zeigte in der

Vergangenheit immer wieder eine hohe Toxizität auf die Zellen. Gerade deshalb wurde stets

eine gründliche Dialyse der Polymerdispersionen durchgeführt, um freies Tensid so weit wie

möglich zu reduzieren.

Tabelle 1: Übersicht über die stabilisierenden Tenside der verwendeten Nanopartikel.

Name des
Tensids

Art des
Tensids Strukturformel

SDS anionisch
Na+

Lutensol®
AT 50

nicht
ionisch

X=15 oder 17 (1:1)

CTMA-Cl kationisch

Verschiedene Polymethylmethacrylat- Partikel wurden in dieser Arbeit verwendet, um den

Einfluss des Polymers auf die Zellaufnahme näher zu untersuchen. Sie wurden von Christoph

Hauser hergestellt. Hierbei wurde Natriumdodecylsulfat (SDS) als Tensid verwendet. Als
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Monomere kamen die Methacrylate Methylmethacrylat (MMA), Propylmethacrylat (PMA),

Isopropylmethacrylat (iPMA), Butylmethacrylat (BMA), Tertbutylmethacrylat (tBMA),

Hexylmethacrylat (HMA), Cyclohexylmethacrylat (cHMA), Benzylmethacrylat (BenzylMA),

Laurylmethacrylat (LMA) und Stearylmethacrylat (SMA) zum Einsatz, die sich alle in Ihrer

Alkylseitenkette in Länge oder Konformation unterscheiden. Die Initiierung erfolgte mit dem

Initiator V59. Methacrylate sind Ester von Acrylsäuren. Deshalb wird die Hydrophobizität der

Monomere und damit des Polymers durch die Art der Seitenkette bestimmt. Je länger die

Alkylseitenkette, desto hydrophober ist das Monomer und damit auch das Polymer.

Außerdem gibt die Seitenkette den Ausschlag für den Glaspunkt des Polymers (Tg) und damit

für die mechanische Beschaffenheit. Polymethacrylate mit mehr als vier C-Atomen in der

Seitenkette (linear) besitzen einen Glaspunkt (Tgs), der unterhalb der physiologischen

Temperatur von 37 °C liegt. Diese liegen in Zellkulturen oder im Säugetierorganismus somit

als „weiche“ Partikel vor. Polymethacrylate mit weniger als vier C-Atomen und einem

Glaspunkt über 37 °C hingegen, sind unter physiologischen Bedingungen als „harte“ Partikel

zu betrachten. Diese Eigenschaften wurden in dieser Arbeit bzgl. des Einflusses auf die

Zellaufnahme näher untersucht.

3.3 Nanopartikel als Transport-Systeme

Besonders in der Medizin ist es das Ziel, Wirkstoffe, wie Medikamente oder

Wachstumsfaktoren, oder Reporter, wie Farbstoffe oder Magnetit, zu bestimmten Zielzellen

zu transportieren. Durch Nanopartikel ist es möglich, diese Wirkstoffe geschützt von

unerwünschten Einflüssen, wie vorzeitigen Abbau durch z.B. Enzyme der Zelle oder

Degradation durch Einflüsse der Umgebung, zu transportieren[70]. Wenn am Zielort eine

Freisetzung stattfinden soll, werden meist degradierbare Polymer-Transportsysteme

verwendet. Des Weiteren ist eine Freisetzung durch z.B. Porendiffusion möglich[71].

Degradierbare Polymersysteme müssen bioverträglich sein, so dass eine gute

Zellverträglichkeit gegeben ist und durch die Zersetzung des Polymers keine zellschädigenden

Abbauprodukte entstehen. Deshalb wurden bisher Nanopartikel aus den hydrolysierbaren

Polymeren wie Polyalkylcyanacrylat (PACA), Polybutylcyanacrylat (PBCA) und den

abbaubaren Polymeren Polylactid (PL), Polycaprolacton (PCL) oder Polylactid-co-Glycolid
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(PLGA) verwendet[61, 70, 72-76].

Die Abbaugeschwindigkeit ist vom Polymer und dessen Kettenlänge abhängig. In vitro

spielen dabei vor allem die chemischen Eigenschaften, wie Kristalinität und Hydrophobizität,

das Molekulargewicht, Herstellung aber natürlich auch die Umgebung mit Temperatur, pH

und Salzkonzentration eine wichtige Rolle[61, 77-81]. Der Abbau von Polylactid, das stark

hydrophob ist, dauert Monate. Polyglycolid hingegen wird wesentlich schneller, innerhalb

weniger Wochen, abgebaut. Durch eine gezielte Wahl oder Kombination von Monomeren

(PLGA) ist der Zeitraum der Degradation gut steuerbar.

In unserer Gruppe wurden unter anderem PBCA-Nanopartikel bereits näher untersucht[62, 66].

Allerdings konnte in Versuchen mit PBCA-Nanopartikeln zum Teil eine hohe Toxizität dieser

Partikel im in vitro- Versuch mit verschiedenen Zellen gezeigt werden[62]. Diese Toxizität

scheint auf die bei der Degradation der Partikel entstehenden Abbauprodukte von PBCA, n-

Butanol und Polycyanacrylatsäure, zurückzuführen zu sein[56, 82-83]. Besonders PBCA mit

kurzen Polymerketten und deshalb mit besserem und schnellerem Abbau, zeigten eine

erhöhte Toxizität.

Weitere Transportsysteme für Freisetzungen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, waren

abbaubare Polylactid-Partikel und Nanokapseln aus Polyurethan (PU) und Polyharnstoff (PH).

3.4 Anwendung von Nanopartikeln für Mesenchymalen Stammzellen

Die Forschung mit adulten Stammzellen hat in den letzten Jahren immer mehr zugenommen.

Stammzellen bieten durch ihr Regenerationspotential und der Fähigkeit, zu verschiedenen

Zellen und Geweben zu differenzieren, eine vielversprechende Möglichkeit in der

regenerativen Medizin[84-85]. Neben den hämatopoetischen Stammzellen (HSC), den

Blutvorläuferzellen, die in der Lage sind, Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten

auszubilden, bieten besonders die mesenchymalen Stammzellen (MSC) eine breite

Verwendungsmöglichkeit in der regenerativen Medizin.

MSC haben das Potential, sich in Osteoblasten/Osteozyten (Knochenzellen), Chondrozyten

(Knorpelzellen) und Adipozyten (Fettzellen) (Abbildung 3), aber auch in Myoblasten
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(Muskelzellen), Stroma-Zellen (Bindegewebszellen) und Tenozyten (Sehnenflügelzellen) zu

differenzieren. Des Weiteren ist die Differenzierung zu Neuronen (Nervenzellen), Epithelial-

Zellen (Haut- und Drüsenzellen), Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen) und Hepatozyten

(Leberzellen) in der Literatur beschrieben[86]. Somit können sie in der Medizin in einem

breiten Spektrum zur Geweberegeneration verwendet werden. Für die vorliegende Arbeit

sind besonders die Differenzierungen in die drei Linien in Abbildung 3 interessant

(osteogene, chondrogene und adipogene Differenzierungslinien), die im Zusammenspiel mit

Nanopartikeln näher untersucht wurden.

In der Entwicklung von Biomaterialien und der Herstellung künstlicher Gewebe gewinnt die

Nanotechnologie immer mehr an Bedeutung[87-89]. Nanopartikel stellen dabei ein

vielversprechendes Werkzeug dar, da sie gezielt an die Anforderungen in der regenerativen

Medizin, wie Zellmarkierung[90], gezielte Zellauswahl - das sogenannte „Zell-Targeting“[91],

Medikament-Transport („drug delivery“)[92-93] und Gentherapie[94-95] angepasst werden

können. Besonders MSC spielen bei der Regeneration von Knochengewebe (Osteogen)[96],

Knorpelgewebe (Chondrogen)[96-97] (Abbildung 3), aber auch Herzgewebe[98], wie schon

erwähnt, eine wichtige Rolle durch Ihre Fähigkeit zur Differenzierung. Für viele Ansätze ist es

dabei nicht nur erforderlich, eine gute Aufnahme und geringe Toxizität der Partikel in MSC zu

erhalten, sondern auch dieses Differenzierungspotential durch Partikelbeladung der Zellen

unbeeinflusst zu bewahren, um die Differenzierung schließlich gezielt positiv beeinflussen zu

können.
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Abbildung 3: Differenzierungsschema von Knochenmark gewonnenen MSC. Über entsprechende
Differenzierungsfaktoren können von MSC der osteogene, chondrogene oder adipogene Differenzierungsweg
eingeschlagen werden und entsprechend Knochen, Knorpel oder Bindegewebe gebildet werden.

3.5 Bioaktive multifunktionale Beschichtungen für humanmedizinische

Hartgewebeimplantate

In dem Projekt „Bioaktive multifunktionale Beschichtungen für humanmedizinische

Hartgewebeimplantate“, das von der Landesstiftung Baden Württemberg finanziert wurde,

war es das Ziel, Stammzellen zur Regeneration von Knochengewebe nach einer Hartgewebe-

Implantation, wie einer Hüftgelenkersatz-Operation (Abbildung 4), zu rekrutieren. An dem

Projekt waren mehrere Kooperationspartner beteiligt. Arbeitsgruppen der Chemie

(Organische Chemie III und Anorganische Chemie II der Universität Ulm) und der

Medizin/Biologie (Klinische Transfusionsmedizin und Immunogenetik und Unfallchirurgische

Forschung und Biomechanik der Universität Ulm) arbeiteten Hand in Hand an diesem

Projekt. Es sollten optimierte, ultradünne knochenähnliche Hydroxylapatit-Beschichtungen

hergestellt werden, die durch Funktionalisierung mit biologisch wirksamen Proteinen die
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Geweberegeneration aktiv unterstützen und den Wundheilungsprozess durch Freisetzung

pharmakologisch wirksamer Substanzen beschleunigen. Zusätzlich sollte die Beeinflussung

der Zelldifferenzierung durch die Schichten bzw. die freigesetzten Stoffe untersucht werden.

Abbildung 4: Beispiel einer modernen Hüftprothese: Sie besteht überwiegend aus dem leichten, sehr
beständigen Titan, dass nicht allergen ist. Bestandteile: Prothesenpfanne, Prothesenkopf und
Prothesenschaft. Abbildung © MMG, Inc. 1996 [99]

Dazu wurden zwei Ansätze verfolgt, die am Ende vereint werden können. Die Arbeitsgruppe

von Prof. Volkmer (Anorganische Chemie II der Universität Ulm) beschäftigte sich damit,

Polymethacrylat-Bürsten (PMA-Bürsten) mit einem photoaktiven Prozess[100-101] auf TiO2-

Oberflächen aufzubringen, die als Grundlage für die Bildung einer Calcit-Schicht dienen

sollen. Dieser Prozess ist in Abbildung 5 dargestellt. Auch die Charakterisierung des

Zellwachstums auf diesen modifizierten Oberflächen wurde von dieser Gruppe durchgeführt.
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Abbildung 5: Herstellung mikrostrukturierter Mineralfilme auf Implantaten. A) Synthese von PMA-Bürsten
durch SI-ATRP von Natriummethacrylat auf photolithographisch gemusterten ATRP-Initiator-
funktionalisierten Substraten (bipy=2,2’-Bipyridin). B) Gerichtete Abscheidung einer dünnen Mineralschicht
(hier: aus metastabilem amorphen Calciumcarbonat (ACC)) mit anschließender thermischer Umwandlung in
einen mikrostrukturierten polykristallinen Komposit-Dünnfilm. Abbildung von der Anorganischen Chemie 2,
Prof. Volkmer.

Die Arbeitsgruppe von Prof. Landfester (Organische Chemie III der Universität Ulm/Max-

Planck-Institut für Polymerforschung in Mainz) hatte das Ziel, Nanopartikel oder Nanokapseln

herzustellen, die zum einen auf Titanoberflächen angehaftet werden können, zum anderen

bei voller Biokompatibilität in der Lage sind, Wirkstoffe zum Zellwachstum, zur

Differenzierung und zur Antibiose freizusetzen. Zusätzlich wurde eine direkte Beschichtung

der Partikel mit Hydroxylapatit erarbeitet, was eine direkte Funktionalisierung und

knochenwachstumsaktivierende Beschichtung von Titanoberflächen ermöglicht.

Die Arbeitsgruppen von Prof. Ignatius (Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik

der Universität Ulm) und Dr. Mailänder (Klinische Transfusionsmedizin und Immunogenetik

der Universität Ulm/Max-Planck-Institut für Polymerforschung in Mainz) überprüften und

charakterisierten den Einfluss der Nanopartikel auf das Zellwachstum, die Viabilität und die

Differenzierung der Zellen. Die Ergebnisse dieses Teils wurden in enger Zusammenarbeit

erarbeitet und sind Teil der Doktorarbeit von Andrea Tautzenberger und dieser vorliegenden

Arbeit.
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Um MSC an ein Titan-Implantat fest zu binden, dort zu vermehren und zu

knochenaufbauenden Zellen zu differenzieren, bedarf es verschiedener Voraussetzungen. Es

ist nötig, den Zellen zunächst eine bessere Wachtumsoberfläche zu bieten, als dies das

Titandioxid der Implantatoberfläche darstellt. Dies können Hydroxylapatit-Beschichtungen

sein, aber auch einfache Schichten aus Phosphat- oder Phosphonat-funktionalisierten

Polymernanopartikeln. Wenn diese Polymernanopartikel als Transportsystem von bioaktiven

Stoffen synthetisiert sind, können sie diese Stoffe freisetzen. Zum Beispiel kann der gezielte

Einsatz von Wachtumsfaktoren wie FGF-2[102] die Vermehrung von Zellen fördern, die mit

Hilfe verschiedener Differenzierungsfaktoren wie TGF-β, BMP-2 und -7[103-104] zu

Osteoblasten differenziert werden können (Abbildung 6), um den Knochenaufbau zu fördern.

Gleichzeitig kann man mit freigesetzten Bisphosphonaten die Aktivität von Osteoklasten

hemmen und so dem Knochenabbau entgegenwirken (Abbildung 6). Dadurch wird das

Gleichgewicht am eingesetzten Implantat zum Knochenaufbau hin verschoben.

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Wachtums- und Differenzierungsbeeinflussung von MSC und
Aktivitätsbeeinflussung von Osteoklasten mit dem Ziel den Knochenaufbau zu begünstigen. FGF-2: Fibroblast
growth factor 2, TGF-β: Transforming growth factor β, BMP-2, -7: Bone Morphogenetic Protein -2, -7.

Im ersten Schritt ging es darum, Modellpartikel, bei denen das Augenmerk nur auf die

Funktionalisierung gelegt wurde, auf ihre Verträglichkeit in MSC zu testen. Diese Partikel

sollten so funktionalisiert sein, dass eine optimale Bindung an Titanoxidoberflächen möglich

war. Dabei war ein Abbau noch nicht erwünscht, damit Studien auch über längere Zeiträume

möglich sind. Deshalb wurden hierfür Polystyrolnanopartikel von Anke Zeller hergestellt, die

Phosphonat-Gruppen als Funktionalisierung auf der Oberfläche tragen (siehe auch 3.1).
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In dieser Arbeit werden die Untersuchungen und Ergebnisse dieses Projektes dargestellt. Es

wurden zunächst die beschriebenen Nanopartikel in freier Suspension mit MSC inkubiert, die

Aufnahme der Partikel in die Zellen und die Toxizität bestimmt. Ein wichtiges Ziel des Projekts

ist die Differenzierung der MSC. Diese darf durch Partikel ohne Wirkstoff nicht negativ

beeinflusst werden. Die Untersuchungen wurden zusammen mit den Kooperationspartnern

am Institut für Orthopädische Forschung und Biomechanik am Zentrum für

Muskelskeletalforschung in Ulm bei Frau Prof. Ignatius durchgeführt. Einige

Differenzierungsergebnisse sind Teil der Promotionsarbeit von Andrea Tautzenberger. Ein

weiterer Schritt, der untersucht wurde, war schließlich die Beschichtung von

Titansubstraten[105] (Modell Titanoxidoberflächen) mit diesen Partikeln und der Test dieser

Oberflächen auf MSC-Adhärenz und Wachstum. Die Oberflächen wurden von Anke Zeller

und Kilian Schuller hergestellt.

In diese Untersuchungen eingeschlossen wurden auch Partikel, die zur zusätzlichen

Biofunktionalisierung eine Schicht mit Kalzium-Hydroxylapatit besitzen. Die Bildung von

Kalzium-Hydroxylapatit ist die Kalzifizierung, die Osteoblasten auf natürliche Weise

durchführen und damit den Knochen aufbauen[106]. Zunächst wurde künstlich eine

Hydroxylapatitschicht geschaffen. Der verwendete Prozess ist bei Ethirajan et al.

beschrieben[107]. Dazu werden im ersten Schritt Kalziumionen über Kalziumnitratsalz

zugegeben. Anschließend wird eine Phosphatlösung zugetropft. Dabei entsteht gemäß der

Ostwaldschen Stufenregel zunächst amorphes Kalzium, das über einen

Oktakalziumphosphat-Zwischenschritt, ohne Kalzinierung, direkt in einzelne Hydroxylapatit-

Kristalle überführt wird (siehe Abbildung 7). Diese Arbeit wurde von Katrin Schöller

durchgeführt.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Bildung von Hydroxylapatit auf Phosphonat funktionalisierten
Polymernanopartikeln durch die schrittweise Zugabe von Ca2+- und PO4

2--Ionen. Abbildung adaptiert aus
Ethirajan et al.[108].
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4 Methoden

Dieses Kapitel dient dazu, die zur Anfertigung dieser Arbeit notwendigen Methoden näher zu

erläutern. Es wird auf die Methodik des Konfokalen Laser-Raster-Mikroskops (Confocal Laser

Scanning Microscope (CLSM)), des „Stimulated Emission Depletion“ (STED)- Mikroskops, des

Transmissionselektronenmikroskops (TEM), des Durchflusszytometers (FACS) und des

Fluoreszenz-Mikrotiterplatten-Lesers (Fluorescence Plate Reader) eingegangen.

4.1 Konfokales Laser-Raster-Mikroskop (Confocal Laser Scanning Microscope:

CLSM)

Bei der herkömmlichen Fluoreszenzmikroskopie betrachtet man die Fluoreszenz immer in

einem Volumen des betrachteten Objekts. Deshalb kann bei der Betrachtung einer Zelle nie

genau festgestellt werden, in welcher optischen Ebene sich ein Objekt befindet, bzw. ob das

fluoreszierende Objekt innerhalb oder außerhalb der Zelle lokalisiert ist (Abbildung 8).

Abhilfe schafft das von Marvin Minsky 1957 patentierte Prinzip der konfokalen Mikroskopie,

das eine Lochblende nutzt, um optische Schnitte zu ermöglichen[109]. Das CLSM verwendet

zusätzlich als starke Lichtquellen Laser, die exakt auf den gewünschten Punkt der Anregung

im Objekt fokussiert werden können. Somit wird genau Punkt für Punkt in der zu

untersuchenden Ebene abgescannt. Das emittierte Licht wird hingegen durch eine

Lochblende geschickt, die alles Licht außerhalb der Fokusebene zurückweist. Somit wird auch

bei der Detektion nur das Licht betrachtet, das aus der gewählten Bildebene kommt. Diese

Methode ermöglicht Punkt für Punkt die Darstellung eines Bildes mit der Auflösung von bis

zu 200 nm in XY- und 400 nm in Z- Richtung (Abbildung 9).
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Abbildung 8: Unterschied der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie zum CLSM. Während die
konventionelle Fluoreszenzmikroskopie viel Hintergrundlicht außerhalb der Fokusebene abbildet und somit
nur ein größeres „Fluoreszenzvolumen“ darstellt, ist es mit der konfokalen Mikroskopie möglich, optische
Schnitte durch ein transparentes Objekt wie eine Zelle zu legen.[110]

Abbildung 9: Strahlengang im CLSM. Das Laserlicht kann präzise auf einen Punkt in der Fokusebene fokussiert
werden. Das entstehende Fluoreszenzlicht wird durch eine Lochblende geleitet, das Licht außerhalb der
Fokusebene ausblendet (gestrichelte Linien). [111]
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4.2 Stimulated Emission Depletion (STED)-Mikroskop

Die Auflösung in der Fluoreszenzmikroskopie ist durch das Abbesche Gesetz auf die halbe

Wellenlänge und somit minimal auf etwa 200 nm in XY-Richtung begrenzt. Für viele

Darstellungen besonders im biologischen Bereich ist das nicht ausreichend (z.B. Darstellung

von subzellulären Strukturen, Tubulinfilamente, Kernporen, usw.). Daher entwickelte Stefan

Hell 1999 das STED-Mikroskop[112], das auf einem Laser-Raster-Fluoreszenz-Mikroskop

aufbaut. STED ermöglicht es, im Fluoreszenzbereich durch den Einsatz eines zweiten

ringförmig um den ersten platzierten Laserstrahl mit einer hohen Energie und einer

Wellenlänge im Bereich der emittierten Fluoreszenz eine ringförmige Abregung der

Fluoreszenz durch stimulierte Emission zu bewirken, was in einem kleinerem

Auflösungsfokus resultiert (Abbildung 10). Im Bereich des „Donut“ des STED-Lasers wird

zunächst ein Photon durch den Anregungslaser in den angeregten Zustand versetzt.

Anschließend wird dieses Photon durch stimulierte Emission im Bereich der

Fluoreszenzwellenlänge des Photons wieder auf den Grundzustand zurückgesetzt. Das

Photon emittiert dabei im Bereich des STED-Lasers und es entsteht kein Fluoreszenzlicht.

Dieses kann nur im sehr kleinen Spot im Zentrum des „Donuts“ entstehen (Abbildung 11).

Mit diesem Verfahren wurden bis zum heutigen Zeitpunkt Auflösungen von 5,8 nm (lateral)

erreicht[113], wobei kommerzielle Systeme von Leica eine Auflösung von ca. 70 nm

erreichen[114] und dabei nicht auf fixierte Präparate beschränkt sind, sondern auch die

Betrachtung lebender Zellen ermöglichen[115].

Abbildung 10: Prinzip der gesteigerten STED-Auflösung. Links im Bild der konfokale Beamspot, in der Mitte
der STED Depletion Laser „Donut“, rechts der resultierende kleinere STED-Fokus-Strahl.[116]
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Abbildung 11: Schema der stimulierten Emission im STED-Beam. Durch die Anregungswellenlänge wird ein
Photon von dem Grundzustand in den angeregten Zustand versetzt. Anstatt durch Fluoreszenz in den
Grundzustand zurückzufallen, wird es durch den STED-Laser, der im Bereich der Fluoreszenzwellenlänge
emittiert, durch Emission im Bereich des STED-Lasers, ohne Fluoreszenz auf den Grundzustand zurückgeführt.

4.3 Transmissionselektronenmikroskop (TEM)

Für eine höhere Auflösung ist es nötig, von der Lichtmikroskopie zur Elektronenmikroskopie

zu wechseln. Sie ermöglicht Auflösungen von kleiner als 1 nm (bei 0,05 nm für ein TEAM -

Transmission Electron Aberration-Corrected Microscope [117]), ist allerdings auf fixierte und

kontrastierte Präparate angewiesen und somit auf eine Momentaufnahme beschränkt.

Besonders die Präparation von Zellen gestaltet sich aufwendig, da diese Proben zur Erhaltung

von Strukturen, Anfertigung von Schnitten und nötigen Kontrastierung bearbeitet werden

müssen. Dabei werden die Zellen mit Glutaraldehyd fixiert, was zu einer Vernetzung und

Stabilisierung der Proteine führt. Osmiumtetroxid dient zusätzlich zur Fixierung und vor allem

zur Kontrastierung. Es reagiert mit den Doppelbindungen ungesättigter Lipide und wird dabei

reduziert. Das ausfallende Osmium führt zur Kontrastierung, die entstehenden zyklischen

Monoester können mit Glykolgruppen reagieren und als beständige Diester für eine

Vernetzung der Lipide sorgen. Anschließend können die Proben durch Ethanol dehydriert

werden und lassen sich anschließend in Epon-Kunstharz einbetten. Für die Betrachtung im

TEM ist es nötig, die Proben in ultradünne Scheiben zu schneiden (70-100 nm), damit der

Elektronenstrahl die Probe durchdringen kann. Die Schnitte werden auf Metallgitterplättchen

aufgebracht und können in das TEM eingeschleust werden.



Methoden

S e i t e 23

Transmissionselektronenmikroskope ähneln im prinzipiellen Aufbau sehr den

Lichtmikroskopen. Allerdings wird statt einer Lichtquelle im TEM eine Elektronenquelle in

Form einer Glühkathode verwendet. Die emittierten Elektronen werden durch ein

elektrisches Feld von 10 kV bis zu 125 kV zu einer ringförmigen Anode hin auf eine

einheitliche Geschwindigkeit beschleunigt. Zwischen der Kathode und Anode befindet sich

ein sogenannter Wehneltzylinder, der zur ersten Bündelung der Elektronen dient, aber auch

die Zahl der Elektronen im Bündel und damit die Bildhelligkeit, sowie die Strahlenbelastung

des Objektes variieren. Die durch die Anodenöffnung emittierten Elektronen gelangen in die

Kondensorlinse, durch die eine weitere Bündelung erfolgt. Eine Veränderung der Brennweite

dieser Linse variiert die Bündelung der Elektronen und beeinflusst damit sowohl

Bildhelligkeit als auch Strahlenbelastung. Schließlich durchdringen die Elektronen das

ultradünne Präparat. Dann wird von der Objektivlinse ein erstes vergrößertes Zwischenbild

entworfen. Die darauf folgende Linse ist die Projektive, mit der das erste Zwischenbild weiter

vergrößert wird und z.B. auf einen Leuchtschirm projiziert wird. Dieser Leuchtschirm kann

weggeklappt werden, um die photographischen Elemente unter dem Schirm freizugeben.

Dies können sowohl herkömmliche Kameras, als auch spezielle digitale Systeme sein. Die

gesamte innere Säule des Elektronenmikroskops muss luftdicht verschlossen und durch

entsprechendes Pumpen auf ein Vakuum von ca. 10-5 mbar evakuiert sein, damit die

Elektronen weder an Gasmolekülen gestreut noch von diesen absorbiert werden können [118].

Der Aufbau des TEM ist in Abbildung 12 gezeigt.
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Abbildung 12: Aufbau eines TEM. Dargestellt sind der Strahlengang (A) und die Anordnung der
unterschiedlichen Linsen und Blendesysteme, sowie die Elektronenquelle, die Probenzuführung und die
Darstellung der Probe (A+B). [119-120]

4.4 Rasterelektronenmikroskop (REM)

Während im TEM nur Schnitte von Zellen betrachtet werden können, eignet sich das

Rasterelektronenmikroskop hervorragend zur detaillierten Darstellung von Oberflächen.

Allerdings ist es nur möglich, fixierte und präparierte Zellen zu verwenden. Für eine optimale

Darstellung werden diese zusätzlich mit Kohle oder Platin besputtert.

Der REM-Prozess basiert auf dem Abrastern der Probenoberfläche im Hochvakuum mit

einem feingebündelten Elektronenstrahl. Dieser durch Spulen fokussierte und gelenkte

Primärstrahl wird zeilenweise über die Oberfläche der Probe geführt. Bei der Interaktion des

Primärstrahls mit den Atomen der Objektoberfläche entstehen Sekundärelektronen, die im

SE-Detektor (Sekundärelektronen-Detektor) registriert werden und Aufschluss über die

Topographie der Oberfläche geben. Dem Detektor abgewandte Flächen erscheinen heller als

dem Detektor zugewandte Flächen. Die zurückgestreuten Elektronen werden über den BSE-

Detektor (Back-Scattered-Electron-Detektor: Rückstreuelektronen-Detektor) registriert. Sie

bilden das Materialkontrastbild, das einen Aufschluss über die Ordnungszahl der Elemente

A B
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gibt. Leichte Elemente erscheinen dunkel (wenig Rückstreuung) und schwere Elemente

erscheinen hell (viel Rückstreuung). Des Weiteren kann eine genaue Elementanalyse über die

Untersuchung der detektierten Röntgenstrahlung am EDX-Detektor (Energiedespersive

Röntgenanalyse-Detektor) vorgenommen werden[121]. Der Aufbau des REM ist in Abbildung

13 dargestellt.

Abbildung 13: Schematische Darstellung eines REM. BSE: Rückstreuelektronen (Materialkontrast); SE:
Sekundärelektronen (Topographie); EDX: Röntgen (Zusammensetzung), X-ray: Röntgenstrahlung.

4.5 Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorter: FACS)

Als FACS bezeichnet man die durchflusszytometrische Methode, die 1968 an der

Westfälischen Wilhelms-Universität Münster von Wolfgang Göhde entwickelt wurde. Der

erste kommerzielle Zytofluorograph wurde 1971 von der deutschen Firma Partec produziert.

Der Begriff FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) ist hingegen nur ein eingetragener

Markenbegriff der Firma Becton Dickinson. Zwar enthält dieser universalverwendete Begriff

das Wort „Sorter“=Sortierer, aber nur in einem Teil dieser Geräte wird tatsächlich eine

Sortierung der Zellen vorgenommen.

Die Methode beruht auf der Charakterisierung von Zellen oder auch Mikrometer großen

Objekten aufgrund ihrer Größe, Granularität und Fluoreszenz. Mit einer modifizierten

Methode, die spezielle EMCCD-Kameras (Electron Multiplication Charge Coupled Device) und

Mikroskop-Technik nutzt, ist bereits die Untersuchung von Nanoobjekten bis minimal 10 nm

mit möglich[122-123]. Beim FACS wird ein kontinuierlicher Strom aneinander gereihter
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Untersuchungsobjekte erzeugt, die durch eine Messkapillare laufen und dort von einem oder

mehreren Laser angeregt werden. Die Analyse der Objekte erfolgt dabei mit einer

Geschwindigkeit von über 2000 Objekten pro Sekunde. Im sogenannten „Forward Scatter“

wird Licht analysiert, das nur 20° gestreut wird und somit einen Rückschluss auf die Größe

des Objekts zulässt. Der „Sideward Scatter“ hingegen untersucht das 90° gestreute Licht und

gibt Anhaltspunkte über die Rauheit der Oberfläche des untersuchten Objekts. Außerdem

wird die Fluoreszenz des Objekts (fluorescence light: FL) in Fluoreszenzdetektoren analysiert,

von denen in einfachen Geräten drei parallele vorhanden sind (Detektion von FL1-FL3), in

modernen aber auch sechs oder mehr. Die Zuweisung der Fluoreszenz für jeden Kanal erfolgt

durch die Fluoreszenzauftrennung durch dichroide Spiegel und durch Wellenlängen-Filter.

Die Fluoreszenz kann dabei entweder vom Objekt selbst oder von einer Markierung des

Objekts mit fluoreszierenden Antikörpern stammen. Bei allen im System verwendeten

Detektoren handelt es sich um Photomultiplier, die in ihrer Verstärkung auf das zu

untersuchende Szenario eingestellt werden müssen.

Der Einsatzbereich des FACS liegt hauptsächlich im Bereich der klinischen Routinediagnostik,

der Immunologie, Hämatologie und Infektiologie. Es wird zur Klärung verschiedenster

medizinischer und biologischer Fragestellungen verwendet. In neuerer Zeit wurde es durch

sehr genaue und empfindliche Geräte möglich, Objekte wie einzelne Partikel im Bereich bis

zu 100 nm einzeln zu untersuchen [124-127].

Wie bereits angesprochen, ist es mit einem FACS, das eine Sortierfunktion enthält, möglich,

Objektpopulationen wie verschiedene Zellen, die mit unterschiedlichem Antikörper markiert

wurden, zu trennen. Dazu werden die Zellen je nach detektierter Eigenschaft einzeln

elektrisch aufgeladen und in einem elektrischen Feld in unterschiedliche Gefäße gelenkt und

gesammelt. Der prinzipielle Aufbau eines FACS ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Prinzipieller Aufbau eines FACS mit Sortierfunktion. Die durch einen Laser bestrahlten Zellen
im laminaren Strom werden über Detektoren auf Größe, Granularität und Fluoreszenz analysiert und am PC
ausgewertet. So ist es möglich, die Tropfen, in denen sich die Zellen befinden, anschließend je nach
Eigenschaft unterschiedlich aufzuladen und über ein elektrisches Feld zu sortieren.

4.6 Fluoreszenz- Microtiterplatten-Leser

Mit modernen Fluoreszenz-Microtiterplatten-Lesern (Fluorescence-Platereader) ist es nicht

nur möglich, Fluoreszenzintensitäten zu quantifizieren, sondern auch deren Spektrum und

zeitlichen Verlauf zu analysieren. Über verschiedene Monochromatoren kann eine große

Bandbreite an Wellenlängen eingesetzt und ausgelesen werden, um damit

Fluoreszenzspektren zu erstellen. Moderne Geräte besitzen nicht nur eine sehr gute

Sensitivität, sondern auch eine hohe Flexibilität, die vor allem durch Monochromatoren

bedingt ist. Monochromatoren sind in der Lage, einen gewissen spektralen Anteil der

ankommenden Wellenlänge zu isolieren. Hierzu wird das Licht zunächst durch ein Prisma

oder optisches Gitter aufgetrennt und kann durch einen einstellbaren (in Breite und Position)

Spalt auf bestimmte Wellenlängen analysiert werden (Abbildung 15). Automatische

Reagenzzugaben zu definierten Zeitpunkten und Kinetiken sind möglich.
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Abbildung 15: Schema eines Monochromators. A: Lichtquelle, B: Blende des eintretenden Lichts, C: Spiegel,
D: Prisma/Gitter, E: Spiegel, F: Detektionsspalt, G: Detektor.[128]

4.7 Quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR)

Die qRT-PCR ist eine Methode, die eingesetzt wird, um die Expression von Genen in

Zellkultur, Geweben oder Organismen zu bestimmen. Dazu wird zunächst aus den Zellen die

RNA isoliert und mit Hilfe der reversen Transkriptase, einem Enzym, das ursprünglich aus

Retrovieren stammt, in die sogenannte cDNA, oder auch komplementäre DNA, übersetzt.

Diese cDNA liegt im gleichen Mengenverhältnis vor, wie es die verschiedenen vorhandenen

mRNAs vorher waren. Sie wird für die qRT-PCR eingesetzt. Neben spezifischen Primern zur

Amplifikation der gesuchten Gentransskripte, wird ein PCR-Mix verwendet, der Taq-

Polymerase und Nukleotide in einer Pufferlösung zusammen mit einem Fluoreszenzfarbstoff

wie SYBR®-Green enthält. SYBR®-Green fluoresziert aber nur, wenn es in die entstehenden

doppelsträngigen DNA-Amplifikate interkalieren kann. Somit entsteht mit der Amplifikation

eines Transskripts ein detektierbares Fluoreszenzsignal umso schneller, je mehr mRNA

ursprünglich davon vorhanden war. Eine quantitative Real-Time-PCR-Maschine ist in der

Lage, diese Fluoreszenzzunahme während der laufenden PCR zu detektieren und zu

quantifizieren. Eine Analyse der Genexpression wird dadurch ermöglicht, dass die Expression

des zu untersuchenden Gens in Relation zu einem oder besser mehreren Genen, die immer

gleich exprimiert vorliegen (Housekeeping-Genen), betrachtet wird [129-130].
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Abbildung 16: SYBR®-Green. A) Strukturformel von SYBR®-Green I.[131] B) Sobald die Primer beginnen die
cDNA zu vervielfältigen, bindet SYBR®-Green an die doppelsträngige DNA und beginnt zu fluoreszieren.
SYBR®-Green inaktiv SYBR®-Green aktiv.[132]

A B
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5 Material und Durchführung
5.1 Material

5.1.1 Geräte

-80 °C Gefrierschrank Hera Freeze Top Thermo Scientific,

Karlsruhe, Germany

Absaugpumpe Vacusafe comfort IBS Integra Bioscience,

Fernwald, Germany

Brutschrank Heraeus Instruments,

Stuttgart, Germany

CLSM (confocal laser scanning microscope) Olympus Hamburg,

(Fluoview auf IX71 mit zwei Lasern (488 nm und 543 nm) Germany

und einer 60x Öl-Linse

CLSM Leica SP5 II mit CW-STED Leica

FACScan, Messprogramm CellQuest 3.3 Becton Dickinson,

Heidelberg, Germany

FACS CyFlow ML, Messprogramm FloMax 2.6 Partec, Görlitz, Germany

Flow S@vemate 1.2 Bioair, Siziano, Italy

Flow c-[MaxPro]3-130 Berner, Elmshorn,

Germany

Inkubator C200 Labotect, Göttingen,

Germany

Invertiertes Mikroskop CKX41 Olympus, Hamburg,

(4x/0.10,  10x/0.25 Php  und 20x/0.40 Php Objektive) Germany

PCR Maschine Mastercycler EP Gradient S Eppendorf, Hamburg,

Germany

Pipetten Eppendorf, Hamburg,

Germany
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Plate Reader Infinite M1000, Tecan, Crailsheim,

Software i-control 1.6.19.0 Germany

REM Zeiss Leo Gemini Zeiss, Jena, Germany

RT-PCR CFX96 mit C1000 Thermal Cycler Biorad, München, Germany

Stickstoff Zelltank LS6000 Taylor-Wharton, Mildstedt,

Germany

TEM Zeiss 902 Zeiss, Jena, Germany

Vertexer Reax Control Heidolph, Schwabach,

Germany

Wasserbad Memmert, Schwabach,

Germany

Zentrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg,

Germany

Zentrifuge 5430 Eppendorf, Hamburg,

Germany

5.1.2 Verbrauchsmaterialen

3-Boden Zellkulturflaschen Nunclon Surface Nunc, Wiesbaden,

Germany

Costar® 96-well Assay Plate Corning Incorporated, NY,

USA

Eppendorf-Reaktionsgefäße Eppensdorf, Hamburg,

Germany

15&50mL Falcon Flasks Becton Dickinson,

Heidelberg, Germany

Serologische Einmalpipetten Greiner Bio-one,

Frickenhausen, Germany

Sterile Pipettenspitzen Biozym, Hess, Germany
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Unsterile Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg,

Germany

Well-Platten für Zellkultur Cellstar Greiner Bio-one,

Frickenhausen, Germany

Zellkulturflaschen mit 3 Böden, Nunclon™ surface Nunc, Langenselbold,

Germany

Zellkulturflaschen Tissue culture Cellstar Greiner Bio-one,

Frickenhausen, Germany

5.1.3 Reagenzien

7-Aminoactinomycin-D Sigma, München,

Germany

und Alexis Biochemicals,

Lausen, Switzerland

α-MEM Lonza, Köln, Germany

(mit 20% FCS, 100 units Penicillin und 100 μg/mL Medium

Streptomycin,1 mM Pyruvat, 0,6% Ciprobay)

CellMask™ Membranfarbstoffe Invitrogen, Karlsruhe,

Germany

Ciprofloxacin Fluka, Buchs, Schweiz

CY5 Mono NHS Ester GE Healthcare, UK

DMEM Invitrogen, Karlsruhe,

(mit 10% FCS, 100 units Germany

Penicillin und 100 μg/mL Streptomycin,

2 mM L-Glutamin)

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma, München,

Germany

DPBS (Dulbecco`s phosphate buffered saline) Invitrogen, Karlsruhe,

Germany
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DRAQ5 Zellkernfarbstoff Biostatus Limited,

Shepshed, Leicestershire,

United Kingdom

Epon Fluka, Buchs, Schweiz

ER-Tracker™ Endoplasmatisches Retikulum Färbung Invitrogen, Karlsruhe,

Germany

FCS Invitrogen, Karlsruhe,

Germany

L-Glutamin Biochrom AG, Berlin,

Germany

LysoTracker® Lysosomenfärbung Invitrogen, Karlsruhe,

Germany

MitoTracker® Mitochondrienfärbung Invitrogen, Karlsruhe,

Germany

NanoJuice® Transfektionsreagenz und Kit Novagen-Merk, Darmstadt,

Germany

Osmiumtetroxidlösung (2%) Fluka, Buchs, Schweiz

Poly-L-Lysin (361850 D Light Scattering, Vis: 574500 D)

P1524, 25 mg, Lot: 093K5158

Pyruvat Sigma, München,

Germany

RPMI Invitrogen, Karlsruhe,

(mit 10% oder 20% FCS, 100 units Penicillin und Germany

100 μg/mL Medium Streptomycin,

2 mM L-Glutamine, 1 mM Pyruvat)

SDS (Natriumdodecylsulfat), Reinheit >85% Merck, Darmstadt,

Germany

Streptomycin/Penicillin Invitrogen, Karlsruhe,

Germany

Trypan-Blau (0,4% Lsg.) Sigma, München,
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Germany

Trypsin Invitrogen, Karlsruhe,

Germany

TubulinTracker™ Tubulin-Färbung Invitrogen, Karlsruhe,

Germany

5.1.4 Zelllinien
HeLa:

HeLa-Zellen sind eine der ältesten und am häufigsten verwendeten, immortalen, humanen

Zelllinien[133]. Die Linie wurde aus dem Gebärmutterhalskrebs von Henrietta Laks etabliert, nachdem

sie an diesem am 4.Oktober 1951 verstarb. Diese Zelllinie ist sehr haltbar und proliferiert sehr schnell.

Leider besitzt sie nach wie vor eine starke Mutationsrate, weshalb in unserem Labor alle 3 Monate

neue Zellen in Kultur genommen wurden[134].

MCF-7:

MCF-7-Zellen sind eine Brustkrebs-Zelllinie, die von einer 69-jährigen kaukasischen Frau etabliert

wurde. MCF-7 ist eine Akronym für „Michigan Cancer Foundation – 7”, das sich auf die Institution in

Detroit bezieht, in dem die Zelllinie 1973 von Herbert Soule und seinen Mitarbeitern etabliert

wurde[135].

LNCaP:

LNCap-Zellen sind Zellen eines androgen-sensitiven menschlichen Prostata-Adenokarzinoms. Sie

wurden 1977 von der linken supraclavicularen Lymphknoten-Metastase eines 50-jährigen

kaukasischen Mannes etabliert. Die Zellen sind adhärent und wachsen in Aggregaten und als

Einzelzellen[136].

PC3:

Die PC3 menschliche Prostata-Karzinom-Zelllinie ist eine der „klassischen“ Zelllinien für Prostata-

Krebs[137]. PC3-Zellen neigen stark zur Metastasierung[138]. Die PC3-Zelllinie wurde ursprünglich aus

Knochenmetastasen des metastasierenden Prostata-Krebses etabliert. PC3-Zellen besitzen eine

niedrige Testosterone-5-Alpha-Reductase-Aktivität und exprimieren Prostata spezifisches Antigen.

Jurkat:

Jurkat-Zellen sind immortalisierte T-Lymphocyten. Sie werden vor allem verwendet, um akute T-Zell-

Leukämie, T-Zell-Signaltransduktion und die Expression von verschiedensten Chemokinrezeptoren bei

einer Virusinfektion (vor allem bei HIV) zu untersuchen. Sie sind außerdem sehr nützlich, weil sie

Interleukin-2 produzieren. Sie sind als Suspensionszellen einfach zu kultivieren und besitzen ein hohes
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Proliferationsvermögen. Jurkat-Zellen wurden in den späten 70er Jahren aus dem peripheren Blut

eines 14-jährigen Jungen etabliert, der an T-Zell-Leukämie litt[139]. Mittlerweile sind verschiedenste

Stämme mit weiteren Mutationen in Zellkulturbanken erhältlich.

KG-1a:

KG-1a-Zellen wurden aus dem Knochenmark eines 59-jährigen kaukasischen Mannes etabliert, der an

akuter myeloischer Leukämie (AML) erkrankt war. Es handelt sich bei diesen Zellen um entartete CD-

34-positive Vorläufer-Zellen, die als Modell für hämatopoetische Stammzellen dienen[140]. Sie sind mit

der ebenfalls verbreiteten KG-1-Zelllinie fast identisch.

MSC:

Mesenchymale Stammzellen (Mesenchymal stem cells, MSC) sind multipotente Stammzellen, die sich

in verschiedenste Zelltypen differenzieren können[141], einschließlich Osteoblasten (Knochenzellen),

Chodrozyten (Knorpelzellen) und Adipozyten (Fettzellen). Diese Differenzierung ist sowohl in vivo als

auch in vitro möglich. Die in dieser Arbeit verwendeten MSC wurden aus dem Knochenmark von

Hüftköpfen gewonnen, die Spender nach einer Hüft-Operation zu Verfügung gestellt haben. Diese

Arbeiten sind genehmigt durch das Ethikkomitee der Universität Ulm.

5.1.5 Oligonukleotide

Folgende Oligonukleotide wurden verwendet:

Sequenz 20bp-o (Original Sequenz):

5‘ CCA CTC CTT TCC AGA AAA CT 3‘ CY5 am 5‘ Ende

5‘ CCA CTC CTT TCC AGA AAA CT 3‘ TxR am 5‘ Ende

Sequenz 20bp-n (Neue Sequenz):

5‘ ATT GCA AAT GAC GGA TCC GC 3‘ CY5 am 5‘ Ende

5‘ ATT GCA AAT GAC GGA TCC GC 3‘ TxR am 5‘ Ende

Sequenz 40bp:

5‘ CCA CTC CTT TCC AGA AAA CTA TTG CAA ATG ACG GAT CCG C 3‘ CY5 am 5‘ Ende

Sequenz 60bp:

5‘ CCA CTC CTT TCC AGA AAA CTA TTG CAA ATG ACG GAT CCG CAT TGC AAA TGA CGG ATC CGC 3‘
CY5 am 5‘ Ende
Sequenz 80bp:

5‘ CCA CTC CTT TCC AGA AAA CTA TTG CAA ATG ACG GAT CCG CAT TGC AAA TGA CGG ATC CGC CCA
CTC CTT TCC AGA AAA CT 3‘ CY5 am 5‘ Ende
TxR: TexasRed

CY5: Cyanin-Fluoreszenz-Farbstoff 5
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Alle Oligos wurden von Sigma-Aldrich, München, Deutschland bestellt und in einer Stocklösung von

100 µM geliefert.

5.2 Durchführung

5.2.1 Zellkultur

HeLa-Zellen wurden in DMEM, das mit 10% FCS, 100 Einheiten Penicillin pro mL, 100 μg/mL

Streptomycin und 2 mM L-Glutamin versetzt wurde, kultiviert. MSC wurden aus

Knochenmarkaspiraten oder Hüftgelenken gewonnen, nachdem die Einverständniserklärung

der Personen vorlag. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universität Ulm,

Deutschland, genehmigt. Primäre humane MSC wurden, wie bereits beschrieben[142], in

Kultur genommen und in α-MEM, versehen mit 20% FCS, 100 Einheiten Penicillin und 100

μg/mL Medium Streptomycin, 1 mM Pyruvat und 0,6% Ciprobay, kultiviert. Die verwendeten

MSC zeigen ein osteoblastisches, adipogenes und chondrogenes

Differenzierungsspotential[142]. Jurkat-Zellen wurden in RPMI mit 10% FCS, 100 Einheiten

Penicillin pro mL und 100 μg/mL Medium Streptomycin, 2 mM L-Glutamin und 1 mM Pyruvat

gehalten, während KG-1a-Zellen in RPMI mit 20% FCS, 100 Einheiten Penicillin pro mL und

100 μg/mL Medium Streptomycin, 2 mM L-Glutamin und 1 mM Pyruvat kultiviert wurden.

MCF-7-Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS, 100 Einheiten/mL Penicillin, 100 μg/mL

Streptomycin und 2 mM L-Glutamin versetzt kultiviert. LNCaP und PC3 Zellen wurden in

RPMI mit 10% FCS, 100 Einheiten Penicillin pro mL und 100 μg/mL Medium Streptomycin, 2

mM L-Glutamin und 1 mM Pyruvat gehalten. Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37

°C und 5% CO2 inkubiert. Dazu wurden adhärente Zellen in einer Dichte von 20.000

Zellen/cm2 am ersten Tag ausgesät. Suspensionszellen wurden in einer Dichte von 1.000.000

Zellen/mL ausgesät. Am nächsten Tag wurden die Partikel in einer Konzentration von 75

μg/mL – wenn nicht anders angegeben - in das Medium zugegeben. Auf die Zugabe eines

Transfektionsmittels wurde verzichtet. Adhärente Zellen wurden mit PBS- (phosphate

buffered saline: Phosphat-gepufferte Salzlösung, ohne Kalzium- und Magnesium-Ionen)

gewaschen und für 3 min trypsiniert. Anschließend wurden die Zellen zentrifugiert und das

Pellet in PBS resuspendiert, z.T. gefärbt und die Zellen am Durchflusszytometer (FACS)

gemessen.
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5.2.2 Fluorescence Activated Cell Sorter

FACS-Messungen wurden an einem FACScan oder einem Cyflow ML durchgeführt. Die Zellen

wurden mit Funktionsgraphen (Plots) von Seitwärtsstreuung zu Vorwärtsstreuung (SSC/FSC)

gemessen. Fluoreszenzmessungen erfolgten im FL1-Kanal für PMI (Anregung: 488 nm,

Detektion:527 nm) und FL6 (Anregung: 640 nm, Detektion: 675 nm) für CY5 oder

Sulforhodamin 101. Da die Partikel eine unterschiedliche Menge an Fluoreszenzfarbstoff

(eingebetteter Farbstoff (icDye), angegeben als (w/w) enthielten, wurde der Medianwert des

FL1-Kanals durch Umrechnung auf einen Fluoreszenzfarbstoffgehalt von 1000 µg

Fluoreszenzfarbstoff pro Gramm Polymer normalisiert, um die Effizienz der Partikelaufnahme

zwischen verschiedenen Partikeln vergleichen zu können. Für die Untersuchung der

Poly(meth)acrylate, wurde die Fluoreszenz der Partikel bei 530 nm (Anregung bei 488 nm)  in

verdünnten Dispersionen mittels Fluoreszenzspektroskopie gemessen und mit folgender

Formel berechnet:

= ( )( ) (1)

= (2)

I: gemessene Fluoreszenzintensität (Spektroskopie)

F: Normierungsfaktor

nMFIFL1: normalisierte mittlere Fluoreszenzintensität im FL1

MFIFL1: mittlere Fluoreszenzintensität im FL1 (gemessen im FACS)

Auch eine Zellzyklusanalyse mit Hilfe des FACS ist möglich. Dazu wird die DNA der Zelle mit

einem DNA-interagierenden Farbstoff gefärbt, so dass die Menge an Farbstoff und

entsprechender Fluoreszenz in der Zelle die Menge an DNA repräsentiert. Dadurch lassen

sich Rückschlüsse auf den Zellzyklus-Status der Zelle ziehen (siehe Abbildung 17). Während

Zellen in den Ruhephasen G1 und G0 nur den einfachen Chromosomensatz besitzen, fangen

sie in der Synthesephase S an, ihren Chromosomensatz zu verdoppeln. In der G2-Phase vor

und während der Zellteilung (Mitose, M) besitzen sie den doppelten Chromosomen-Satz
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(Abbildung 17 A). Da die meisten Zellen in Ruhephasen zu finden sind, treten diese in der

FACS-Messung mit höheren Ereignissen hervor (Abbildung 17 B).

Abbildung 17: Zellzyklus. A) Darstellung des Zellzyklus einer Eukaryoten-Zelle. Die Menge an DNA je Zelle
nimmt von dem einfachen Chromosomensatz in den Ruhephasen G0 und G1 während der Synthese-Phase (S-
Phase, DNA-Amplifikation) zu bis der doppelte Chromosomensatz erreicht ist und wird nach der Ruhephase
G2 und Mitose (M-Phase) wieder auf den einfachen Chromosomensatz reduziert[143]. B) Darstellung eines
Zellzyklus in der Durchflusszytometrie. Da die gemessen Zellen sich in unterschiedlichen Phasen des
Zellzyklus befinden (die meisten in der Ruhephase G0), ist über die gefärbte DNA und deren Menge pro Zelle
eine Einordnung im Zellzyklus möglich.

In dieser Arbeit wurden erste Zellzyklusversuche durchgeführt. Dadurch kann später eine

Analyse der zellzyklusabhängigen Partikelaufnahme durchgeführt werden. Die Etablierung

der Methode erfolgte zunächst mit dem Farbstoff Propidium-Iodid (PI). Dazu wurden HeLa-

Zellen geerntet und 3x mit PBS- gewaschen. Anschließend wurden sie in einer Konzentration

von 1∙106 Zellen/mL in PBS- resuspendiert und zu 1 mL aliquotiert. Anschließend wurden 3

mL eiskalter (-20 °C) Ethanol (abs.) zugegeben und die Zellen sehr gut resuspendiert. Die

Fixierung erfolgte bei -20 °C für mindestens 1 h. Die Zellen wurden 2x mit PBS- gewaschen

und zu 1 mL PBS+ 50 µL RNAase (10 µg/mL) zugegeben. Der RNAase-Verdau wurde bei 37 °C

für mindestens 30 min durchgeführt. Anschließend wurden die Zellen bei 8000 g für 1 min

pelletiert und mit 1 mL PI-Färbelösung (50 µg/mL) für mindestens 3 h gefärbt. Danach

erfolgte die Messung im FACS. PI wurde mit 488 nm angeregt und im FL2 detektiert (575

nm).

A B
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5.2.3 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Eine Bestätigung der intrazellulären Lokalisation der Partikel erfolgte mittels CLSM (Fluoview

auf einem IX71, ausgestattet mit zwei Lasern (488 nm und 543 nm) und einem 60x Öl-

Objektiv, bzw. mit einem CLSM Leica SP5 II (inverses Fluoreszenzmikroskop DMI 6000 CS

ausgestattet mit folgender Multi-Laser-Kombination: Ar: 458 nm ~ 5 mW, 476 nm ~ 5 mW,

488 nm ~20 mW, 496nm ~ 5 mW, 514 nm ~20 mW; DPSS: 561 nm ~20 mW; HeNe: 594 nm

~2.5 mW, 633 nm ~10 mW; STED Depletion: 592 nm 1,5 W. Objective: Vergrößerungen: 10x,

40x, 63x, 100x; HC PL Fluotar 10x/0.3 HC, PL APO CS 10x/0.4, HCX PL APO CS 40x/1.25-0.75

oil, HCX PL APO CS 63x/1.4-0.6 oil, HCX PL APO 63x/1.3 gylcerine 37 °C corr., HCX PL APO CS

100x/1.4 oil, Detektor: 400-800 nm, Scan range X/Y: 60-40 mm; STED resolution: 70 nm).

Fluoreszierende Polymerpartikel mit PMI wurden bei 488 nm angeregt und bei 510 bis 540

nm detektiert. Polymerpartikel mit CY5 als Fluoreszenzfarbstoff wurden mit 633 nm angeregt

und bei 650-700 nm detektiert. Während eines zweiten Scandurchlaufes wurde der rot

fluoreszierende Farbstoff CellMask™ Orange, der als Marker für Zellmembranen dient, bei

543 nm oder 561 nm angeregt und bei 565 nm bis 585 nm detektiert. Teilweise wurde der

Zellkern der Zellen mit DRAQ®5 gefärbt. Es wurde mit 633 nm angeregt und im Bereich von

650 nm – 750 nm detektiert. Grüne Färbungen der Organellen mit MitoTracker® green, ER-

Tracker® green und Tubulin-Tracker™ green wurden mit 488 nm angeregt und im Bereich von

510 bis 540 nm detektiert. Nach drei Messdatenerfassungen wurde ein Mittelwert(-Bild)

gemäß der Kalman-Algorithmen bestimmt.

Studien zur Kolokalisation von 2 Fluoreszenzfarbstoffen wurden am Leica SP5 II CLSM mit der

Leica LAS AF Software durchgeführt. Dabei wurde als Maß der Kolokalisation die „Rate of

Colocalisation“ verwendet, die sich auf folgende Weise berechnet:

= . (3)

Rcol: Rate of colocalisation: Kolokalisationsrate

AFL1+FL2: Gemeinsame Fläche von Fluoreszenz 1 und Fluoreszenz 2

AFL1 ges.: Gesamte Fläche der Fluoreszenz 1
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5.2.4 Stimulated-Emission-Depletion-Mikroskopie

Zur Auflösung einzelner Partikel in der Fluoreszenzmikroskopie wird die STED-Technik

benötigt. Mit dem in dieser Arbeit verwendeten kommerziellen CW-STED von Leica ist es

möglich fluoreszierende Strukturen bis zu einer Größe von etwa 70 nm aufzulösen. Dabei

sind Anregungen im Bereich von 458-514 nm möglich, die Anregungsmöglichkeit darf aber

nicht in den Bereich des STED-Lasers (592 nm) liegen, da es sonst zur Reexzitation des

Farbstoffs kommen kann. Die Emission muss im Bereich des STED-Lasers liegen, um STED

durchführen zu können. Diese Voraussetzung ermöglicht zwar eine breite Wahl von

Farbstoffen, was aber nicht deren zwangsläufige STED-Tauglichkeit bedingt. Auch Faktoren,

wie z.B. die Photobleichung  des Farbstoffes spielen eine entscheidende Rolle. In der

Literatur sind bereits einige Farbstoffe für die Anwendung  beschrieben[144]. Das neue STED-

System mit dem kontinuierlichen Laser (CW-Laser: Continuous Wave-Laser) von Leica war

zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit ein völlig neues System. Die Adaptierung an die

nötigen Anforderungen, wie z.B. Kolokalisation von Nanopartikeln mit zellulären Organellen

in fixierten und lebenden Zellen, musste erst etabliert werden, ebenso wie die abgestimmte

Wahl von Zellen, Zell- und Partikelfarbstoffen. In der vorliegenden Arbeit werden diese

Optimierungsarbeit und die bisher gewonnen Erkenntnisse näher dargestellt.

5.2.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Zellen, die chemisch fixiert wurden, wurden mit 2,5% Glutaraldehyd, 1% Saccharose in 0,1 M

Phosphatpuffer (pH 7,3) fixiert und in 2%iger wässriger Osmiumtetroxidlösung (Fluka,

Germany) nachfixiert. Die Proben wurden in 1-Propanol-Gradientenreihen dehydriert, in 1%

Uranylacetat gefärbt und in Epon eingebettet.

Zur besseren Strukturerhaltung in Zellen wurde die Gefrierfixation durchgeführt. Dazu

wurden die Zellen auf kohlebedampften Saphirblättchen kultiviert. Nach 24 h Wachstum

wurden die Zellen auf den Plättchen entnommen und in einem „Compact 01“ (M. Wohlwend

GmbH, CH-9466 Sennwald, Switzerland) fixiert. Anschließend wurden die Proben

gefriersubstituiert in einem Medium aus Aceton, 0,2% Osmiumtetroxid, 0,1% Uranylacetat

und 5% Wasser für 16 h[145]. Die Proben wurden in Epon eingebettet.



Material und Durchführung

S e i t e 41

Ultradünnschnitte (80 nm) der Proben wurden mit 0,3% Bleicitrat kontrastiert und an einem

Zeiss 902 TEM bei einer Spannung von 80 kV betrachtet.

Die Transmissionselektronenmikroskopie diente in dieser Arbeit dazu, die exakte

intrazelluläre Lokalisation von Nanopartikel und Nanokapseln nachzuweisen. Insbesondere

bei der Darstellung von Kapseln, ist eine gute Strukturerhaltung der Kapselhülle nötig. In

diesem Fall war die Gefrierfixation die erste Wahl. Auch Differenzierungsmerkmale von MSC

konnten mit Hilfe der Technik nachgewiesen werden.

Die Durchführung der Fixationen und Präparationen wurden von Herrn Schmied

(Elektronenmikroskopie, Universität Ulm) und Herrn Dr. Dass (MPI für Polymerforschung,

Mainz) durchgeführt.

5.2.6 Rasterelektronenmikroskopie

Die Zellen wurden mit 2,5% Glutaraldehyd, 1% Saccharose in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,3)

fixiert und in 1-Propanol-Gradientenreihen dehydriert. Danach wurden die Proben unter

Verwendung eines Kritisch-Punkt-Trockners (CPD 030) getrocknet sowie rotierend in einem

BAF 300-Apparat mit Platin-Kohle überzogen[145] (Überzugsdicke: 3 nm). Die Titansubstrate

mit Zellen wurden zunächst mit Ethanol fixiert und über Nacht bei 37 °C getrocknet und ohne

weitere Präparation verwendet. Die Präparation wurde von Herrn Schmied

(Elektronenmikroskopie, Universität Ulm) durchgeführt.

Zellen auf Titansubstraten wurden durch Ethanol fixiert. Dazu wurden die Zellen je 15 min in

ein Ethanol-Wasser-Gemisch gegeben, das einen zunehmenden Ethanol-Gehalt besaß

(Ethanol-Wasser 30:70, 50:50, 70:30, 90:10, 100:0). Die Proben wurden für 48 h  bei 37 °C

getrocknet und im REM betrachtet (80 V).

Die Proben wurden an einem Zeiss Leo Gemini im Niedervoltbereich (80-300 V) teilweise mit

der Hilfe von Herrn Glaßer analysiert.
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5.2.7 Toxizitätstests

Um tote und apoptotische Zellen identifizieren zu können, wurden diese mit 7-AAD

(Anregung mit 488 nm, Detektion in Kanal 3, 682 nm) in einer Konzentration von 28

μg/mL[146] 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln angefärbt. Zur Analyse wurden die

Proben in Triplikaten in einem FACScan oder Cyflow FL gemessen. Die Analyse auf den Anteil

an lebend, apoptotisch und toten Zellen erfolgte mit Hilfe der FCS Express V3 Software (De

Novo Software, CA, USA).

5.2.8 Fluoreszenz-Mikrotiterplatten-Messungen

Von den zu vermessenden Suspensionen oder Lösungen wurden direkt 30 µl in 96-well

Platten pipettiert und unter der Software i-control™ am Plate Reader Infinite M1000 von

Tecan vermessen. Vor der Messung wurde stets eine Bestimmung der optimalen Z-Position

für die Messung durchgeführt. Es wurden jeweils 3-fach Ansätze gemessen. Die Vermessung

von CY5-Proben im Überstand wurde mit dieser Methode durchgeführt. Die verwendeten

Parameter für die Messung von CY5 sind Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Messparameter für die Messung von CY5-Proben am Tecan Plate Reader Infinite M1000.

Modus Fluoreszenz Messung
von oben

Exzitationswellenlänge 633 nm
Emissionswellenlänge 660 nm
Exzitationsbandbreite 5 nm
Emissionsbandbreite 10 nm
Verstärkung 100 Manuell
Anzahl der Blitze 50
Blitzfrequenz 400 Hz
Integrationszeit 20 µs
Verzögerungszeit 0 µs
Ruhezeit 0 ms
Z-Position (Manuell) 18204 µm

Bei der Auswahl der Anregungs- und Detektionswellenlängen wurde darauf geachtet, dass

sie den bei anderen Methoden verwendeten Parametern (wie FACS oder CLSM) entsprechen.

Alle anderen Parameter wurden bei den Messungen (bis auf z-Position, s.o.) stets

unverändert gelassen.
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Einfluss des Polymers und des Tensids auf die Aufnahme in Zellen[147]

In dem ersten Teil der Arbeit wurde der Einfluss des Polymers auf die zelluläre Aufnahme

untersucht. Da bereits verschiedenste Polymere für die Herstellung von Nanopartikel für

zelluläre Anwendungen verwendet werden, ist diese Studie eine wichtige Grundlage für

weitere Untersuchungen von Partikelaufnahmen in Zellen. Für diese Untersuchung wurden

Polymethacrylat-Partikel von Christoph Hauser synthetisiert. Die Methacrylate wurden in der

Länge und Art ihrer Seitenkette variiert und somit wurden unterschiedliche

Polymereigenschaften beeinflusst, wie Glaspunkt oder Hydrophobizität. Die eingesetzten

Partikel sind in Tabelle 3 zu sehen. Die Tabelle gibt Aufschluss über die verwendete Menge an

Tensid, die nötig war, um einheitliche Teilchengrößen von etwa 130-160 nm zu erhalten.

Außerdem ist der vom PMMA zum PSMA abnehmende Tg aufgeführt, sowie das Zeta-

Potential und die Oberflächenspannung der Dispersion. Wichtig ist auch, dass sich das

Polymer mit PMI unterschiedlich einfärbt. Obwohl in allen Partikeln die gleiche Menge PMI

eingesetzt wurde, unterscheiden sich die Farben der entstandenen Nanopartikel. Das

bedeutet, dass auch das Polymer einen Einfluss auf die resultierende Fluoreszenz haben

muss, was durch ein anderes packen des Farbstoffs in den unterschiedlichen

Polymerpartikeln und verschiedene Quenching Effekte auftreten könnte. Dies ist somit in der

Normierung der Fluoreszenzwerte zu berücksichtigen. Dies wird unter 6.1.3 näher erläutert.

In Abbildung 18 sind PPMA-Partikel einer REM-Aufnahme abgebildet, die eine gute

monodispere Verteilung zeigen.
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Tabelle 3: Eigenschaften der fluoreszierenden Methacrylat-Nanopartikeln

Monomer

Menge an
SDS

[wt.%
verglichen mit

Monomer]

Partikel
größe x50

[nm]
Tg (°C)

Zeta-
potential

[mV]

Farbe der Polymer-
dispersion

Oberfächen-
spannung
[mN∙m-1]

MMA 0.6 129 102 -37.2 Orange 13.2
PMA 1.2 126 51 -39.9 Gelb 19.8
iPMA 0.6 129 73 -39.7 Gelb 18.8
BMA 0.6 142 33 -41.0 Gelb 22.0
tBMA 0.6 138 85 -42.2 Gelb 23.4
HMA 0.6 142 -3 -48.5 Pink 31.1
cHMA 0.6 147 78 -43.8 Pink 26.2

BenzylMA 0.6 146 47 -44.2 Pink 23.0
BenzylMA 1.2 131 52 -45.8 Pink 23.0
BenzylMA 2.4 133 52 -41.1 Pink 23.0

LMA 5.4 156 -55 -41.2 Pink 29.8
SMA 3.0 162 -65 -42.2 Pink 28.0

Glycopyranose-
BMA Ohne Tensid 144 - Gelb -

Glycopyranose-
LMA Ohne Tensid 150 - Pink -

Abbildung 18: PPMA-Partikel im REM, Größenbalken 500 nm. (REM Bild von Christoph Hauser)

Auch Partikel aus den Mischpolymeren Dextran-BMA (DexBMA) und Detran-LMA (DexLMA),

hergestellt über den Uzo-Effekt, wurden bzgl. Ihrer Aufnahme in Jurkat-Zellen untersucht. Es

sollte sich mit dieser Untersuchung zeigen, ob ein Polymer aus Dextran mit Methacrylat-

Untereinheiten ähnliche Ergebnisse in Zellen liefert. Die Eigenschaften der Partikel DexBMA

und DexLMA, die von Eugen Aschenbrenner synthetisiert wurden, sind in Tabelle 3 zu finden.
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Die verschiedenen Nanopartikel wurden in unterschiedlichen Zelllinien auf ihre Aufnahme

und Toxizität überprüft. Dazu wurden vier klinisch relevante Zelllinien ausgewählt.

Mesenchymale Stammzellen (MSC) als primäre Zelllinie und HeLa-Zellen als maligne Zelllinie

sind beide adhärente Zellen. Jurkat-Zellen wurden als Modellsystem für T-Zellen gewählt[139,

148] und die CD34-positiven KG-1a-Zellen als Modell für hämatopoetische Stammzellen[140].

Die letzten beiden wachsen in Suspension (siehe auch 5.1.4).

6.1.1 Toxizität der Tenside SDS und Lutensol®

Da Tenside, wie beschrieben[69], toxische Auswirkungen auf Zellen haben können, wurde eine

konzentrationsabhängige Toxizitätsstudie mit den Tensiden SDS und Lutensol® durchgeführt.

Sie soll Aufschluss darüber geben, ob und welche Konzentrationen für Zellversuche

problematisch sein können.

Für den Versuch wurden Stammlösungen von SDS (288,14 g/mol) und Lutensol® (2460

g/mol), die den Ausgangskonzentrationen für einen Miniemulsionsansatz entsprechen, in

verschiedenen Verdünnungen zu HeLa-Zellen, einer malignen, adhärenten und aufgrund der

Entartung sehr robusten Gebärmutterhals Krebs-Zelllinie gegeben. Die Verdünnungen und

Endkonzentrationen im Zellmedium nach der einheitlichen Zugabe von  10 µL zu 3mL

Zellmedium sind der Tabelle 4 zu entnehmen. Die Zellen wurden nach einer 18 stündigen

Inkubation geerntet mit 7-AAD gefärbt und im FACS analysiert.

Tabelle 4: Übersicht des Versuchsansatzes mit den eingesetzten Konzentrationen

Bezeichnung und Konzentration der
verdünnten Lösung

Endkonzentration
im Medium

[µg/mL]

Stoffmengen-
konzentration

[µmol/L]
1% v/v Lutensol* (58,82 µg/mL) 0,2941 11,95
5% v/v Lutensol* (294,1 µg/ml) 1,4705 59,75

10% v/v Lutensol* (588,2 µg/ml) 2,941 119,5
20% v/v Lutensol* (1176,4 µg/ml) 5,882 239

1% v/v SDS** (30 µg/ml) 0,15 52
5% v/v SDS** (150 µg/ml) 0,75 260

10% v/v SDS** (300 µg/ml) 1,5 520
20% v/v SDS** (600 µg/ml) 3 1040

Stammlösung Lutensol* (2460 g/mol): 200 mg in 34 g Wasser, d.h. 5,882 mg/mL oder 2,39 mmol/L
Stammlösung SDS** (288,14 g/mol): 72 mg in 24g Wasser, d.h. 3 mg/mL oder 10,4 mmol/L
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Es zeigte sich, dass beim Einsatz von Lutensol bereits eine Konzentration von 120 µmol/L

toxisch für die Zellen ist. Mehr als 40% der HeLa-Zellen gehen in Apoptose und sterben

(Abbildung 19). Hingegen war bei SDS selbst bei einer Konzentration von über 1 mmol/L

keine signifikante Erhöhung der Toxizität festzustellen. 90% der HeLa-Zellen blieben am

Leben, was den Werten der im Experiment mitgeführten Negativkontrolle entsprach.

Diese Werte zeigen eine hohe Toxizität des Tensids Lutensol, während das Tensid SDS selbst

in höheren Konzentrationen über einen Zeitraum von 18 h keinerlei Auswirkungen auf die

Vitalität von HeLa-Zellen hat. Da es sich um Untersuchungen mit freiem Tensid handelt, das

nicht an Nanopartikel gebunden ist, kann man davon ausgehen, dass eine Aufreinigung von

Lutensol-stabilisierten Nanopartikeln viel wichtiger ist als bei SDS. Im Umkehrschluss dürften

undialysiert SDS-stabilisierte Nanopartikel im Zellversuch unproblematischer sein. Dies

wurde im nächsten Kapitel (6.1.2) näher untersucht.
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Abbildung 19: 7-AAD Test mit HeLa-Zellen in Abhängigkeit zur Tensidkonzentration. Zu sehen ist der Einfluss
der Tenside SDS und Lutensol®. Die Negativkontrolle ohne die Zugabe von Tensid enthielt 95% lebende
Zellen. Alle Werte sind Mittelwerte und wurden aus Doppelansätzen mit Standardabweichung bestimmt. Die
Analyse erfolgte nach 18 h Inkubation mit dem Tensid.

6.1.2 Zytotoxizität der PMA-Partikel im FACS

Die Toxizität der verschiedenen Poly-Methacrylat-Nanopartikel wurde mit Hilfe des 7-AAD-

Tests bestimmt, der eine Unterscheidung zwischen lebenden, apoptotischen und toten Zellen

ermöglicht. Es konnte dabei wie im Beispiel der HeLa-Zellen kein Unterschied in der Toxizität
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der Partikel zur Negativkontrolle festgestellt werden (Abbildung 20). Mehr als 95% der Zellen

waren nach 18 h Inkubation noch am Leben.
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Abbildung 20: Zytotoxizität von Poly-Methacrylat-Partikeln nach 18 h Inkubation in HeLa-Zellen. Analysiert im
FACS mit Hilfe einer 7-AAD-Färbung. Partikelkonzentration: 75 µg/mL.

Der zelluläre Einfluss verschiedener SDS-Konzentrationen, die bei der Synthese einheitlich

großer Partikel nötig waren, wurde mittels 7-AAD überprüft. Dabei konnte am Beispiel von

Polybenzylmethacrylat (PBenzylMA)-Partikeln kein Unterschied der Toxizität auf die Zellen

bei den unterschiedlichen SDS-Konzentrationen zwischen 0,6 bis 2,4 wt.% gefunden werden

(Abbildung 21). Somit ist nicht davon auszugehen, dass die Aufnahme der hier verwendeten

Polymetacrylat-Partikel mit unterschiedlichem SDS-Gehalt, durch diesen beeinflusst ist.
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 1.2 wt.% SDS  1.2 wt.% SDS  1.2 wt.% SDS
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Abbildung 21: Zytotoxizität von PBenzylMA-Partikeln mit verschiedenem SDS-Mengen nach 18 h Inkubation
in HeLa-, KG-1a- und Jurkat-Zellen analysiert im FACS mit Hilfe einer 7-AAD-Färbung.

HeLa-Zellen zeigten eine etwa 20% höhere Apoptoserate als die anderen Zelllinien, allerdings

unabhängig von der SDS-Konzentration. Da es sich bei HeLa-Zellen im Gegensatz zu KG-1a-

und Jurkat-Zellen um eine adhärente Zelllinie handelt, kann es vorkommen, dass Apoptose

durch zu dicht wachsende Zellen auftritt. Dies kann auch in diesem Versuch der Grund für die

bei HeLa-Zellen beobachteten, allgemein erhöhten Apoptosewerte darstellen.

6.1.3 Partikelaufnahme im FACS

Die Aufnahme der Methacrylat-Nanopartikel in verschiedene Zelllinien wurde mit Hilfe der

Durchflusszytometrie untersucht.

Um die in der Durchflusszytometrie erhaltenen Fluoreszenzwerte der verschiedenen Partikel

vergleichen zu können, war es nötig eine Normierung der Werte einzuführen. Da die

theoretische Partikelfluoreszenz aber nicht mit der tatsächlichen übereinstimmte, lag die

Vermutung nahe, dass sie durch das Polymer beeinflusst wird. Es ist bekannt, dass PMI zur

Aggregation in Polymeren neigen kann, was zu einer Änderung des fluoreszenzaktiven PMIs

führt[149-150]. Somit war es nicht möglich, eine Normierung auf die Menge des enthaltenen
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Fluoreszenzfarbstoffs PMI durchzuführen. Deshalb wurden Fluoreszenzwerte der

Polymerdispersionen in Verdünnungen von 1:50 (v/v) bis 1:500 (v/v) am

Fluoreszenzspektrometer bestimmt. Die gemessenen Werte ergaben eine lineare Korrelation

zwischen dem Feststoffgehalt der Dispersion und der Fluoreszenzintensität. Schließlich war

es möglich, abhängig von der Konzentration einen Normierungsfaktor zum PMMA-Partikel

einzuführen. Alle Fluoreszenzwerte wurden damit auf den PMMA-Partikel normiert. Die

Normierung ist unter 5.2.2 beschrieben.

Wie schon oben beschrieben, ist es mit dem Satz von PBenzylMA-Partikeln möglich, den

Einfluss der SDS-Menge auf die Zellantwort zu untersuchen. Die FACS-Daten zeigen

(Abbildung 22) eine Aufnahme aller Partikel in alle getesteten Zelllinien. Ein statistisch

signifikanter Unterschied in der Aufnahme dieser PBenzylMA-Partikel in allen Zelllinien durch

die Menge an SDS, das in der Synthese verwendet wurde, ist nicht zu sehen, auch wenn in

HeLa-Zellen ein minimale Steigerung der Aufnahme mit zunehmenden SDS-Gehalt

angedeutet zu sein scheint. Werden allerdings die Abweichungen mit einbezogen, ist diese

Annahme als nicht signifikant zu betrachten.
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Abbildung 22: Aufnahme von PBenzylMA-Partikeln mit verschiedenen SDS-Gehalten von 0,6 und 1,2 und 2,4
wt.% in HeLa-, KG-1a-Zellen, MSC und Jurkat-Zellen nach 18 h, analysiert im FACS. nMFI = Normalisierte
mittlere Fluoreszenzintensität im FL1 (Arbiträre Einheiten AU).
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Wenn man die relativen, normierten Fluoreszenzintensitäten der Poly-Methacrylat-

Nanopartikel mit linearen Seitenketten vergleicht, ist klar zu erkennen, dass in allen

untersuchten Zelllinien die Polymere mit längeren Seitenketten (>C3) in höherem Maße

internalisiert werden als die PMMA- (C1) und PPMA- (C3) Partikel (Abbildung 23). PBMA (C4),

PHMA (C6) und PLMA (C12) zeigen bis zu 4-fach höhere Fluoreszenzwerte als PMMA und

PPMA, PSMA sogar 15-fach höhere. Die Polymethacrylate mit nicht linearen Seitenketten

zeigen eine ähnlich starke Fluoreszenzintensiät wie PMMA und PPMA in allen Zelllinien mit

einer Ausnahme (Abbildung 24). Die Fluoreszenzintensitätswerte von MSC nach Inkubation

mit PtBMA-Nanopartikeln sind extrem hoch – mehr als das 12-fache der relativen

Fluoreszenzintensität der PMMA-Nanopartikel.

Die wichtigsten Parameter, die durch die Seitenketten der Poly-Methacrylat-Partikel

beeinflusst werden, sind die Hydrophobizität und der Tg des Polymers. Die Hydrophobizität

kann die Interaktion des Partikels mit seiner Umgebung beeinflussen, einschließlich der

Serumproteine und der Zellmembran, was die Partikelaufnahme beeinflussen kann. Bezogen

auf die Tgs sind PBMA- (33 °C), PHMA- (-3 °C), PLMA- (-55 °C) und PSMA- (-65 °C) Partikel

„weich“ während der Internalisierung, die in Zellkultur bei 37 °C erfolgt. Die restlichen

untersuchten Polymere haben alle Tg bei einer höheren Temperatur als im Experiment. Dies

korreliert mit der vom PBMA zum PSMA zunehmenden Internalisierung der Nanopartikel in

Zellen. Daher kann angenommen werden, dass weiche Partikel besser in die Zellen

aufgenommen werden. Obwohl bisher nicht berichtet, wäre es möglich, dass die Interaktion

von Nanopartikeln mit der Zellmembran bevorzugt wird, wenn sich der Partikel während der

Anlagerung und Aufnahme verformen kann.

Wie bereits erwähnt, wurden PtBMA-Nanopartikel extrem gut von MSC internalisiert,

während die Aufnahme in die anderen untersuchten Zellen vergleichbar ist mit der anderer

Polymerpartikel. Eine mögliche Erklärung könnte die Hydrolyse der tert-Butyl-Ester-Gruppen

auf der Partikeloberfläche in der Dispersion (pH 3,2) sein, die bereits in schwach saurem

Medium (pH 4,0) auf der Oberfläche von PtBMA-Filmen beobachtet wurde[151]. Diese

Reaktion verwandelt den Ester in eine Carboxylsäuregruppe. Da carboxylierte Nanopartikel

aber wesentlich besser in MSC aufgenommen werden als unfunktionalisierte
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Polymernanopartikel[152], könnte diese Hydrolyse der Grund für die erhöhte Aufnahme der

PtBMA-Nanopartikel in MSC sein.
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Abbildung 23: Die FACS-Analyse zeigt die Aufnahme der Partikel mit linearer Seitenkette. Die Aufnahme der
Partikel wurde nach 18 h untersucht und nach zunehmender Seitenkettenlänge aufgetragen. Die
Partikelnamen sind über den korrespondierenden Graphikpunkten aufgetragen. Die Fluoreszenzwerte
wurden zur Partikelfluoreszenz normiert. nMFI = Normalisierte Mittlere Fluoreszenz-Intensität im FL1
(Arbiträre Einheiten AU).
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Abbildung 24: Partikelaufnahme untersucht im FACS. Aufnahme der Partikel in A) HeLa-Zellen, B) MSC, C) KG-
1a- und D) Jurkat-Zellen nach 18 h. Die Partikel wurden nach steigendem Tg-Wert aufgetragen. Die
Partikelnamen sind über den korrespondierenden Graphikpunkten aufgetragen. Die Fluoreszenzwerte
wurden auf die Partikelfluoreszenz normiert. nMFI = Normalisierte Mittlere Fluoreszenz-Intensität im FL1
(Arbiträre Einheiten AU).

6.1.4 Untersuchung der Partikelaufnahme im CLSM

Da mit Hilfe der Durchflusszytometrie nicht zwischen an die Zelle angelagerten und von der

Zelle aufgenommenen Partikeln unterschieden werden kann, wurde konfokale Laser-Raster-

Mikroskopie durchgeführt. Durch sie ist es möglich, die fluoreszierenden Partikel zu

lokalisieren und zwischen membrananhaftenden und internalisierten Partikeln zu

unterscheiden. In Abbildung 25 werden exemplarisch Aufnahmebilder der PMMA-, PtBMA-

und PLMA-Partikel gezeigt. Sie stehen stellvertretend für Partikel, die eine geringe Aufnahme

zeigen (PMMA), Partikel die nur in eine Zelllinie gut aufgenommen wurden (PtBMA) und

Partikel, die in alle untersuchten Zelllinien gut aufgenommen wurden (PLMA). Vergleichbare

Aufnahmen wurden mit den anderen Partikelsuspensionen erzielt.
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Abbildung 25: Intrazellulären Aufnahme der Partikel in HeLa-Zellen, MSC, KG-1a- und Jurkat-Zellen im CLSM.
Repräsentativ werden die PMMA-, PtBMA- und PLMA-Partikel mit der Negativkontrolle gezeigt. Die Partikel
sind in der Farbe Grün (PMI) dargestellt, die Zellmembran in der Farbe Rot (CellMask™ Orange). Die
Inkubationszeit betrug 18 h, der Größenbalken zeigt 20 µm.

HeLa-Zellen zeigten eine Aufnahme aller getesteter Nanopartikel ins Zellinnere (Abbildung

25, HeLa). Während PMMA-Partikel kaum in MSC intrazellulär zu sehen waren (Abbildung 25

MSC, PMMA), waren die PtBMA-Partikel in hohem Maß und sehr einfach zu detektieren

(Abbildung 25 MSC, PtBMA). Die Zellen waren annähernd vollständig mit PtBMA- Partikeln

gefüllt, so dass sogar membrangebundene Partikel-Cluster gefunden wurden. Dies bestätigt

die hohen Fluoreszenzwerte aus den FACS-Messungen für die PtBMA-Partikel. KG-1a-Zellen

nehmen alle Polymethacrylat-Partikel in das Zellinnere auf (Abbildung 25, KG-1a), aber die
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PtBMA-Partikel wurden meistens in Clustern an der Zellmembran gefunden, wo sie sich im

Overlay der pseudofarbenen roten Membran mit ihren pseudofarbenen grünen PMI gelbe

Pixel darstellen (Abbildung 25, KG-1a, PtBMA). Auch die Aufnahme der Partikel ins Zellinnere

war wesentlich seltener zu beobachten als bei anderen Nanopartikel-Präparationen. In

Jurkat-Zellen wurden alle untersuchten Partikel intrazellulär in unterschiedlicher Menge

vorgefunden, wobei keine oder kaum detektierbare membrangebundene Partikel gefunden

wurden (Abbildung 25 Jurkat). Zusammenfassend kann man sagen, dass die Ergebnisse aus

den FACS-Untersuchungen von den Bildern des CLSMs bestätigt werden. In den meisten

Fällen werden die Partikel internalisiert und nur wenige Partikel liegen membrangebunden

vor.

6.1.5 Toxizität und Aufnahme von Detran-Methacrylat-Polymer-Partikeln

Zusätzlich zu den Methacrylat-Partikeln wurden zwei Partikel, die mit Monomeren

Glycopyranose-BMA Glycopyranose-LMA polymerisiert wurden, getestet (siehe Tabelle 3).

DexBMA steht stellvertretend als Polymerpartikel für Partikel mit hohem Tg, DexLMA für

Polymerpartikel mit niedrigem Tg. Für diese Partikel wurde sowohl die Toxizität als auch die

Aufnahme getestet. Als Zellsystem dienten Jurkat-Zellen.

Die Toxizität der Partikel mit einer 7-AAD Messung im FACS ergab keine toxischen

Eigenschaften der Partikel nach einer Inkubation mit 75 µg/mL nach 18 h (Abbildung 26).

Sowohl bei der Negativkontrolle der Jurkat-Zellen, als auch bei Jurkat-Zellen, die mit

DexBMA- und DexLMA-Partikel inkubiert wurden, waren mehr als 95% der Zellen vital.
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Abbildung 26: Toxizitätsmessung von Jurkat-Zellen im FACS nach 7-AAD-Färbung. Verglichen ist die
Negativkontrolle mit Zellen ohne Partikel-Inkubation mit Zellen die mit 75 mg/mL der Partikel DexBMA und
DexLMA für 18 h inkubiert wurden. Werte sind Mittelwerte aus einer 3-fach Bestimmung mit
Standardabweichung.

Die Aufnahme der Partikel in Jurkat-Zellen wurde mittels FACS bestimmt. Partikel mit 75

µg/mL wurden für 18 h mit den Zellen inkubiert. Es zeigte sich, dass DexBMA-Partikel nur

sehr schlecht, DexLMA-Partikel aber sehr gut in Jurkat-Zellen aufgenommen werden

(Abbildung 27). Diese Beobachtung deckt sich mit den Beobachtungen an Poly-

Methacrylaten in 6.1.3. Der unterschiedliche Tg bedingt durch die Ester-Seitenketten scheint

unabhängig vom Polymer Dextran eine Beeinflussung der Zellaufnahme zu bewirken.

DexLMA mit längeren Ester-Gruppen bewirken eine bessere Aufnahme. Das Verhältnis der

Aufnahme fällt allerdings im Fall von DexBMA- zu DexLMA-Partikel größer aus als bei PBMA-

zu PLMA-Partikeln (vergleiche auch Abbildung 23).
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Abbildung 27: Aufnahme von DexBMA- und DexLMA-Partikel in Jurkat-Zellen quantifiziert im FACS.
Inkubation von 75 µg/mL Partikel für 18 h. Dargestellt sind normierte Mittelwerte aus 3-fach Ansätzen mit
Standardabweichung.
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6.2 Aufnahme von DNA-gefüllten PBCA-Kapseln in Zellen und Freisetzung in

Zellen [58, 153]

In diesem Teil der Arbeit geht es darum, die Wechselwirkungen von Nanokapseln mit Zellen

zu untersuchen und das Freisetzen der verkapselten Inhaltsstoffe in Zellen nachzuweisen. In

diesem Fall wurden PBCA-Kapseln verwendet (Abbildung 28), die durch eine anionische

Grenzflächenreaktion in der inversen Miniemulsion von Grit Baier hergestellt wurden (siehe

auch 3.1). PBCA besitzt, wie bereits vorher beschrieben, die Eigenschaft (biologisch)

abbaubar zu sein[73-74]. Zur Verkapselung wurden Nukleotide verwendet, die mit dem

Fluoreszenzmarker CY5 markiert sind. Die Konzentration der eingesetzten Cy5-

Oligonukleotide (wässrige Phase, siehe 3.1) betrug 6 nmol/mL. Pro Milliliter waren in der 1%

Dispersion nach Redispergierung 1,2 nmol Cy5-Oligonukleotid enthalten. Cy5-

Oligonukleotide dienen als Modell für das spätere Ziel, DNA zu verkapseln und in Zellen

freizusetzen. Die CY5-Markierung wurde deshalb gewählt, weil sie den Vorteil hat, dass sie

sehr einfach, auch in sehr kleinen Mengen, in den von uns verwendeten Messsystemen zu

detektieren ist. Um den Einfluss des Tensides untersuchen zu können, wurden die

synthetisierten Kapseln in drei verschiedenen Tensiden resuspendiert (anionisch, kationisch,

nicht ionisch) und diese für die Versuche eingesetzt. Die verwendeten Lösungen zur

Redispergierung der Kapseln waren das nicht ionische Lutensol® in 0,1 wt% wässriger Lösung

(Kapsel PBCA-Lutensol), sowie das anionische SDS (Kapsel PBCA-SDS) und kationische CTMA-

Cl ebenfalls in 0,1 wt% wässriger Lösung (Kapsel PBCA-Cl). Die Charakterisierung der Kapseln

ergab für alle Kapseln eine Größenverteilung zwischen 270 – 330 nm nach der

Redispergierung. Dies konnte im REM bestätigt werden (Abbildung 28 B). Durch

Trocknungseffekte erscheinen die Kapseln im TEM kleiner (Abbildung 28 A). Pro Milliliter

Kapseldispersion (1 wt%) waren nach Redispergierung 1,4∙1013 Kapseln enthalten. Bei

gleichem Feststoffgehalt ist in diesem Fall auch von der gleichen Kapselanzahl pro mL

Dispersion auszugehen.
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Abbildung 28: PBCA-Nanokapseln im TEM (A) und REM (B). Die Bilder wurden von Grit Baier angefertigt.

Neben den bereits beschriebenen Zellen HeLa, Jurkat und MSC wurden für diese

Untersuchungen weitere adhärente Zellen herangezogen, um die Beobachtungen auf weitere

Zellen auszuweiten. Ausgewählt wurden die Prostatakrebs-Zelllinien LNCaP und PC3, sowie

die Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 (siehe auch 5.1.4).

6.2.1 Überprüfen der Dichtigkeit der Kapseln

Um sicherzustellen, dass die verwendeten PBCA-Kapseln dicht sind und keine DNA aus dem

Inneren der Kapseln freigesetzt wird, bevor diese in die Zellen aufgenommen werden, wurde

der Überstand der Kapseln nach Zentrifugation untersucht. Da bei der Resuspendierung der

Kapseln im wässrigen Tensid-Wassergemisch auch eine Zentrifugation bei 5867 g

durchgeführt wird, wurde eine Reihe an Zentrifugalkräften getestet, um festzustellen, bei

welcher Zentrifugalkraft die Kapseln platzen. Dazu wurden die Kapseldispersionen der mit

SDS redispergierten Kapseln mit 92 g, 367 g, 2292 g, 5867 g und 13201 g für 3 min

zentrifugiert und der äquivalente Überstand von 7,5 µL einer 1% Dispersion bzw. 10,5∙1010

Kapseln/mL anschließend im Fluoreszenz-Platereader vermessen. Selbst bei der geringsten

Zentrifugation mit 92 g war eine komplette Sedimentation der Kapseln zu beobachten, da

neben dem klaren Überstand ein festes Pellet zu erkennen war. Der Überstand der Kapseln

zeigte keine Fluoreszenz für die Proben, die mit 92-5867 g zentrifugiert wurden (Abbildung

29). Die Kapseln sind intakt, da sich im Überstand der bis zu 5867 g zentrifugierten Kapseln

keine CY5 markierten Oligonukleotide befinden und dies ist auch die maximale

Zentrifugalkraft, die während der Herstellung auf die Kapseln einwirkt. Nur die Proben, die

mit 13201 g zentrifugiert wurden, zeigten einen fluoreszierenden Überstand (Abbildung 29).
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Die Kapseln sind somit sehr stabil, da sie erst unter extremen Bedingen (13201 g)

aufbrechen.
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Abbildung 29: Kapsel-Stabilitätstest. Die PBCA-Kapsel (hier sind exemplarisch SDS-stabilisierte dargestellt)
wurde mit verschiedenen Beschleunigungen zentrifugiert. Die Überstände der Kapseln wurden im
Fluoreszenz-Plate-Reader vermessen und die zur Negativkontrolle korrigierten Daten aufgetragen. MFI:
Mittlere Fluoreszenzintensität in A.U. (Arbiträre Einheiten). Alle Werte sind Dreifachwerte mit
Standardabweichung.

6.2.2 Kapselaufnahme in Zellen gemessen im FACS

Die Aufnahme der mit CY5-Oligo gefüllten Kapseln in verschiedene Zellen wurde im FACS

quantifiziert. Alle Kapseln mit den drei verschiedenen Tensiden CTMA-Cl, SDS und Lutensol

AT-50 wurden mit HeLa-, Jurkat-Zellen und MSC (Abbildung 30) für 20 h inkubiert. Da es sich

in allen 3 Proben um die gleichen Kapseln handelt, die nur in unterschiedlichen

Tensidlösungen redispergiert wurden, wurde auf eine Normierung unter den Kapseln (auch

in den folgenden Experimenten) verzichtet. Alle Dispersionen besitzen denselben

Feststoffgehalt und auch die gleiche Kapselzahl pro mL Dispersion (siehe 6.2). Die Aufnahme

der PBCA-Kapseln mit SDS als Tensid war immer besser als die der Kapseln mit CTMA-Cl oder

Lutensol. Der positive Einfluss des Tensids SDS auf die Zellaufnahme wurde bereits in

früheren Untersuchungen gezeigt[154]. Da einheitliche Einstellungen für die

Fluoreszenzbestimmung im FACS für alle Zelllinien verwendet wurden, kann man davon

ausgehen, dass die Aufnahme der Kapseln in MSC am besten ist (Abbildung 30), gefolgt von
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der Aufnahme in HeLa- und Jurkat-Zellen. Die Aufnahme der CTMA-Cl Kapseln in Jurkat ist

am geringsten.
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Abbildung 30: Quantifizierung der Kapselaufnahme in HeLa-Zellen, MSC und Jurkat-Zellen durch FACS. Die
Zellen wurden 20 h mit Kapseln (7,5 µL einer 1% Dispersion oder 10,5∙1010 Kapseln/mL) inkubiert, die mit den
Tensiden CTMA-Cl, SDS oder Lutensol resuspendiert wurden. Die Aufnahme der Kapseln wurde durch
Fluoreszenzbestimmung im Kanal FL6 (Median der Fluoreszenzintensität MFI FL6) bestimmt, in dem die
Fluoreszenz des Farbstoffes CY5 detektiert werden kann. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus Triplikaten mit
Standardabweichung. A.U.: arbitrary units (Arbiträre Einheiten).

6.2.3 Zytotoxizitätsbestimmung der Kapseln im FACS

Da die Zytotoxizität von PBCA seinen Abbauprodukten und den verwendeten Tensiden in der

Literatur bekannt ist[62], war es nötig, die Viabilität der Zellen in Gegenwart der PBCA-Kapseln

zu überprüfen. Die Überprüfung der Toxizität der PBCA-Kapseln erfolgte in HeLa-, Jurkat-,

MCF7-, PC3, LNCaP-Zellen und MSC, die für 20 h mit den PBCA-Kapseln inkubiert wurden.

Anschließend erfolgte eine Zytotoxizitätsmessung mit Hilfe einer 7-AAD-Färbung im FACS.

Das Resultat ergab, dass über 85% der Zellen unabhängig von der Inkubation mit PBCA

Kapseln lebendig waren. In Abbildung 31 sind exemplarisch die Ergebnisse für die Zelllinien

HeLa, MSC und Jurkat dargestellt. Die PBCA-Kapseln zeigen eine sehr geringe Zytotoxizität in

den getesteten Zellkultursystemen und scheinen weit besser geeignet zu sein als die früher

von Weiss et al. verwendeten PBCA-Partikel. Weiss et al. verwendeten für ihre Experimente

mit den Partikeln eine 100-fach höhere Tensid Konzentration zur Partikelherstellung, als sie

für die Stabilisierung der Kapseln eingesetzt wurde. Zwar wurden die PBCA-Partikel
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aufgereinigt, die verwendete Prozedur (Membranzentrifugation 10 x 30 min bei 3000 min-1)

könnte aber nicht effizient genug sein, um eine ausreichende Entfernung des Tensids zu

bewirken. Auch ist die PBCA-Menge in den Partikel natürlich weit höher, so dass auch die

Menge der toxischen Produkte nach der Hydrolyse (z.B. Butanol, Cyanacrylsäure) höher ist.

Aber auch das Molgewicht des PBCA spielt eine Rolle. So scheint  kurzkettiges PBCA toxischer

zu sein, da es schneller abgebaut wird und somit fallen schneller eine große Menge an

Abbauprodukten an[62].
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Abbildung 31: Zellviabilitätstest mit Hilfe einer 7-AAD-Färbung im FACS analysiert. Gezeigt sind prozentual die
lebenden, apoptotischen und toten Zellen der gesamten analysierten Zellpopulation von HeLa-Zellen, MSC
und Jurkat-Zellen. CTMA-Cl-, SDS- und Lutensol-stabilisierte PBCA-Kapseln werden mit der Negativkontrolle
ohne Kapselzugabe verglichen. Die Inkubation der Zellen betrug 20 h. Das Ergebnis sind Mittelwerte aus
Triplikaten mit Standardabweichung.

6.2.4 Untersuchungen zur Kapselaufnahme in Zellen im CLSM

Um die im FACS festgestellte Aufnahme der PBCA-Kapseln zu bestätigen und die

intrazelluläre Lokalisation festzustellen, wurden CLSM-Untersuchungen nach 20 h Inkubation

mit den Kapseln durchgeführt. Das Ergebnis bestätigte die Aufnahme aller 3 Kapseln (mit

CTMA-Cl, SDS, Lutensol) in die getesteten Zelllinien HeLa, MSC, MCF7, PC3 und LNCaP

(Abbildung 32). In allen analysierten Zelllinien sind die PBCA-Kapseln als grüne Punkte zu
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erkennen, was auf einzelne Kapseln schließen lässt, oder als mehr oder weniger rund

geformte subzelluläre Gebilde, die auf Kapselaggregate schließen lassen, mit Ausnahme der

PBCA-SDS- und Lutensol®-Kapseln in MSC (Abbildung 32). Es sind deutlich faser-ähnliche

Strukturen zu erkennen, welche bei höherer Vergrößerung noch klarer zu erkennen sind

(Abbildung 33). Ein derartiges subzelluläres Verteilungsmuster wurde bisher bei den

Untersuchungen mit anderen Nanopartikel nicht beobachtet. In allen Untersuchungen mit

Nanopartikeln, die in unserer Gruppe oder von anderen synthetisiert wurden, wurden die

Nanopartikel im TEM und CLSM immer in Endosomen oder Lysosomen gefunden[51, 60, 63].

Von einer Freisetzung der CY5-markierten Oligonukleotide in MSC ist auszugehen, da wir

zeigen konnten, dass die Kapseln zum Zeitpunkt der Zugabe zu den Zellen intakt sind

(Abbildung 29). Auch den Einfluss des verwendeten Mediums auf die Freisetzung konnten

wir ausschließen (Abbildung 34), indem wir HeLa-Zellen mit MSC-Medium und PBCA-Kapseln

inkubiert haben und umgekehrt. Es zeigte sich nur bei MSC unabhängig vom Medium eine

Anfärbung der fädigen Strukturen in der Zelle, die bei HeLa-Zellen nicht auftrat. Deshalb ist

anzunehmen, dass die PBCA-SDS- und Lutensol-Kapseln in MSC ihren Inhalt, die CY5-

markierten Oligonukleotide,  freisetzen, die mit subzellulären Kompartimenten

kolokalisieren. Die Art der Kompartimente wurde in 6.2.6 näher untersucht. Auch die

Tatsache, dass Kapseln mit CTMA-Cl in MSC keine gefärbten Filament-Strukturen zeigen

(Abbildung 32), konnte gezeigt werden. Dies bedeutet, dass das Tensid CTMA-Cl eine bessere

Stabilisierung für die PBCA-Kapselhülle gegen die Hydrolysierung bietet.
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Abbildung 32: Intrazelluläre Aufnahme von PBCA-Nanokapseln bestimmt durch CLSM-Untersuchungen.
Verglichen wurden unbehandelte Zellen mit Zellen, die mit PBCA-Kapseln mit den Tensiden CTMA-Cl, SDS
oder Lutensol stabilisert sind. Hiervon wurde die Aufnahme in verschiedene Zelllinien (HeLa, MSC, MCF7, PC3
und LNCaP) untersucht. Der Kapselinhalt, CY5-markierte Oligonukleotide, ist in der Farbe Grün dargestellt,
die Farbe der Zellmembran, gefärbt mit CellMask™ Orange, ist rot dargestellt. Der Größenbalken entspricht
25 µm.
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Abbildung 33: Durch PBCA-SDS-Kapseln gefärbte intrazelluläre, fädige Strukturen in einer höheren
Vergrößerung. Das CY5-Oligonukeotid ist in der Farbe Grün dargestellt, die Zellmembran, gefärbt durch
CellMask™ Orange, ist rot abgebildet. Der Größenbalken ist 10 µm groß.

Abbildung 34: Einfluss des Mediums auf die Freisetzung der CY5-Oligonukleotide aus PBCA-Kapseln;
Aufnahmen am CLSM. Alle Zellen wurden mit CY5-Kapseln inkubiert (7,5 µL einer 1% Dispersion oder
10,5∙1010 Kapseln/mL) für 20 h A) MSC inkubiert in MSC-Medium B) MSC inkubiert in HeLa-Medium C) HeLa
inkubiert in HeLa-Medium D) HeLa inkubiert in MSC-Medium. Zellmembran in Falschfarben Blau (CellMask™
Orange), PBCA-Kapseln mit CY5-Oligonukleotiden in Rot, Größenbalken: 25 µm.

A B

C D
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In weiteren Untersuchungen wurden die Aufnahme von PBCA-Kapseln und die Freisetzung

der CY5-markierten Oligonukeotiden kontinuierlich über einen Zeitraum von 12 h unter

Zellkulturbedingungen am CLSM mit Hilfe einer Inkubationskammer verfolgt. Bereits nach 2-

4 h war eine Aufnahme der Kapseln in die Zellen zu beobachten, nach 4 h begannen sich die

faserigen Strukturen in der Zelle zu färben, nach etwa 8 h war eine maximale Färbung der

Filament-Strukturen in MSC zu beobachten (Abbildung 35). Das bedeutet, dass bereits 1-2 h

nach der Aufnahme der Kapseln in MSC der Abbauprozess der PBCA-Kapselhülle soweit

fortgeschritten ist, dass CY5-Oligonukleotide aus dem Kapselinneren freigesetzt werden, die

zur beschriebenen faserigen Anfärbung in der Zelle führen. Auch über eine Zeit von 7 Tagen

wurde keine Änderung dieses Phänomens für HeLa-Zellen, MSC und MCF7-Zellen

beobachtet. Nur in MSC erscheinen die faserigen Strukturen, und die Färbung bleibt über die

Zeit von 7 Tagen erhalten (Abbildung 36). Das bedeutet, dass nur in MSC eine Freisetzung der

CY5-gelabelten Oligonukleotide beobachtet werden konnte. Das kann darauf zurückzuführen

sein, dass nur in MSC ein Abbau der Kapseln stattfindet, oder dass eine Anfärbung der

faserigen Strukturen in anderen Zellen nicht stattfindet. Eine Degradation von PBCA-Partikeln

in Zellen nach 4 h ist bereits früher publiziert worden[155].
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Abbildung 35: Ablauf der Aufnahme und Anlagerung von SDS-PBCA-Kapseln und der enthaltenen CY5-
Oligonukleotide in MSC über einen Verlauf von ca. 15 h. Zellen sind in Blau (PKH26) dargestellt und CY5-
Oligonukleotide in Rot. Die gezeigten Bilder sind im Abstand von 1 h entstanden. Zu beachten ist, dass die
beobachtete Zelle wandert. Der Größenbalken im letzten Bild steht stellvertretend für alle Bilder: 25µm.
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Abbildung 36: Zellen mit SDS-stabilisierten PBCA-Kapseln, die CY5-Oligonukleotide enthalten, im CLSM nach
6 Tagen Inkubation. A) MSC B) HeLa-Zellen C) MCF-7-Zellen. Zellmembran Falschfarben blau (CellMask™
Orange), PBCA-Kapseln mit CY5-Oligonukleotiden in Rot, Größenbalken: 25 µm.

Um sicherzustellen, dass die faserige Färbung in den MSC durch die CY5-markierten Oligos

bedingt ist, wurden exakt die gleichen Oligonukleotide, nur nicht verkapselt, im Medium mit

den MSC für 20 h inkubiert. Das Ergebnis zeigt die gleichen faserigen Färbungen auch mit

purem CY5-gelabelten Oligonukleotiden, die mit den Kapseln zu beobachten waren

(Abbildung 37), was auf die erfolgreiche Freisetzung von CY5-gelabelten Oligonukleotide als

Quelle für diese faserigen Strukturen schließen lässt.

Abbildung 37: CLSM-Aufnahme einer MSC, die mit nicht verkapseltem CY5-Oligonukleotiden für 20 h
inkubiert wurde. Rot gefärbt ist die mit CellMask™ Orange gefärbte Zellmembran zu erkennen, grün gefärbt
sind die faserigen Strukturen durch die CY5-Oligo zu sehen. Der Größenbalken beträgt 10 µm.

A B C
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Eine Freisetzung der CY5-gelabelten Oligonukleotide in MSC ist durch diese Versuche belegt.

In den anderen Zelllinien ist diese Freisetzung mangels der nicht zu beobachtenden Färbung

der faserartigen Strukturen in den Zellen nicht zu beweisen, oder sie findet nicht statt.

Welche faserartigen Strukturen in der Zelle durch die CY5-gelabelten Oligonukleotide

angefärbt werden bzw. mit welchen zellulären Strukturen diese interagieren, wurde in

weiteren Studien unter 6.2.6 gezeigt.

6.2.5 Kapselaufnahme in Zellen (TEM)

Um die exakte intrazelluläre Lokalisation und den Verbleib der PBCA-Kapseln in MSC und

eventuelle Kolokalisationen der Kapseln mit Zellorganellen zu zeigen, wurde

transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung von MSC durchgeführt, die mit PBCA-

SDS-Kapseln (30 µL einer 1% Dispersion oder 4,2∙1011 Kapseln/mL) für 20 h inkubiert waren.

Die Präparation erfolgte zur besseren Strukturerhaltung durch Gefierfixation (5.2.5) durch

Herrn Dr. Dass. Da in den Zellen Kapseln mit der erwarteten Größe gefunden wurden

(Abbildung 38, schwarze Pfeile), die in der Negativkontrolle fehlen, konnten wir die

Aufnahme der Kapseln in die Zellen bestätigen, die im CLSM zu sehen ist. Eine Kolokalisation

mit zellulären Organellen konnte aber nicht entdeckt werden. Es wurden intakte Kapseln

gefunden, was allerdings eine Freisetzung des Inhaltes der Kapseln nicht ausschließt, da die

CY5-Oligonukleotide durch ihre kleine Größe auch bereits aus der teilweise hydrolysierten

Kapselhülle austreten können.

Abbildung 38: TEM-Bilder von intrazellulären PBCA-SDS-Kapseln in MSC nach 20 h Inkubation. Die Kapseln
sind durch schwarze Pfeile angezeigt. Der Größenbalken entspricht 300 nm. Aufnahmen entstanden
zusammen mit Dr. Martin Dass.
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6.2.6 Kolokalisation von CY5-Oligonukleotiden in der Zelle untersucht im CLSM

Nachdem die Strukturen, mit denen die CY5-markierten Oligonukleotide aus den PBCA-

Kapseln interagieren, noch nicht geklärt werden konnten, war es nötig,

Kolokalisationsstudien durchzuführen. Deshalb wurden intrazelluläre Strukturen, die in Frage

kommen, gefärbt. Es wurden Mitochondrien (Abbildung 39 D), das Tubulinskelett (Abbildung

39 H) und das Endoplasmatische Retikulum (Abbildung 39 L) von MSC gefärbt und die

Kolokalisation mit den von CY5-Oligonukeleotiden gefärbten Kompartimenten bestimmt

(Abbildung 39 A, E, I). Quantitativ wurde eine Kolokalisation von 99,25% (Kolokalisation Rate

Rcol; siehe auch 5.2.3) der faserige-ähnlichen Strukturen, die von den CY5-Oligonukleotiden

gefärbt werden, mit den Mitochondrien bestimmt (vergleiche Abbildung 39 C und D). Es sind

auch noch intakte Kapseln vorhanden, die als rote Punkte wegen der hohen lokalen

Farbstoffkonzentration zu sehen sind (siehe überlagertes Bild Abbildung 39 A). An der gelben

Farbe ist deutlich die Kolokalisation von Mitochodrien und den CY5-Oligonukleotiden zu

erkennen (Überlagerung von Rot und Grün). Mit Tubulin (Abbildung 39 H) ergab sich nur eine

46,5%-ige und mit dem Endoplasmatischen Retikulum nur eine 40,22%-ige (Abbildung 39 L)

Übereinstimmung. Aufgrund der Ergebnisse, die optisch und quantitativ erreicht wurden, ist

von einer Kolokalisation der CY5-gelabelten Oligonukteotiden mit den Mitochondrien der

Zelle auszugehen.
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Abbildung 39: Kolokalisationsstudie mit PBCA-SDS-Kapseln im CLSM. A-D zeigt die Kolokalisation mit
Mitochondrien, E-H die Kolokalisation mit Tubulin und I-L die Kolokalisation mit dem Endoplasmatischen
Retikulums. A, E und I zeigen die überlagerten Bilder. B, F und J illustrieren in Blau die Färbung der
Zellmembran mit CellMask™ Orange. C, G und K zeigen die PBCA-Kapseln und die durch sie gefärbten
Strukturen in Rot. In D ist die Mitochondrienfärbung mit MitoTracker® Green FM, in H die Tubulinfärbung mit
TubulinTracker™ Green und in L die Färbung des Endoplasmatischen Retikulums mit ER-Tracker™ Green in
Grün zusehen. Kolokalisation ist durch Überlagerung von Grün und Rot in Gelb zu sehen. Größenbalken: 10
µm.

Da die Mitochondrien-bindende Eigenschaft von CY5-Oligonukleotiden zur Zeit der

Experimentdurchführung noch unbekannt war, wurden diesbezüglich weitere

Untersuchungen angestellt.

Als erstes wurden die Sequenz und die Länge der Oligonukleotide variiert (Abbildung 40). Die

verwendeten Sequenzen sind unter 5.1.5 aufgeführt. Oligonukleotide mit der gleichen Länge,

aber variierter Sequenz ergaben die gleiche Färbung der Mitochondrien, die mit der original

Sequenz beobachtet wurden (Abbildung 40 A). Wurde die Länge von 20 bp auf 40, 60 und 80

bp erhöht, erhielt man ebenfalls die gleiche Färbung der Mitochondrien in MSC (Abbildung

40 B-D). Ein Einfluss der Sequenz und der Länge der Oligonukleotiden konnte nicht

festgestellt werden und scheint die Kolokalisation nicht zu beeinträchtigen.
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Abbildung 40: Variation der CY5-glabelten Olionukleotide für die Zugabe zu MSC nach 20 h Inkubation. Die
CLSM-Aufnahmen zeigen die Strukturfärbung der Olionukleotide in Grün, die Zellwand (CellMask™ Orange)
in Rot. A) Olionukleotide mit variierter Sequenz 20 bp Länge, B) Sequenz mit 40 bp, C) Sequenz mit 60 bp und
D) Sequenz mit 80 bp. Größenbalken: 10 µm.

Wurde allerdings der Fluoreszenzmarker CY5 gegen Texas-Red ausgetauscht, war keine

Bindung der Oligonukleotide mehr zu beobachten. Sie lagen nur diffus in der Zelle verteilt

vor (Abbildung 41 A). Deshalb wurde CY5-Ester zu den Zellen gegeben. CY5-Ester wurde nicht

in Zellen aufgenommen. Mit Hilfe eines Transfektionsagenz (NanoJuice®) wurde die

Aufnahme in die Zelle erzwungen. Der so in die Zelle gelangte CY5-Ester fand sich aber

ebenso verteilt in der Zelle vor wie die Texas-Red markierten Oligonukleotide (Abbildung 41

B). Er bleibt offenbar in Endosomen eingeschlossen. Somit ist klar, dass nur die Kombination

von CY5 mit Oligonukleotid, unabhängig von dessen Länge oder Sequenz, eine Färbung der

Mitochondrien durch eine noch ungeklärte Interaktion bedingt.

A B

C D
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Abbildung 41: CLSM-Aufnahmen von MSC. A) zeigt eine MSC 20 h nach Inkubation mit einem Texas-Red
markierten Oligonukleotid (rot). In B) ist eine MSC zu sehen, die mit CY5-Ester (rot) und Transfektionsagenz
inkubiert wurde. Die Zellmembran wurde mit CellMask™ Orange gefärbt und ist blau dargestellt. Die
Größenbalken entsprechen 10 µm.
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Abbildung 42: Zeitlicher Verlauf einer
Mitochondrienfärbung im CLSM. MSC
wurden vorab 15 min mit MitoTracker®
Green gefärbt und CY5-Oligonukleotid
gefärbt. Anschließend wurde das
Medium gewechselt und nur noch mit
CY5-Oligonukleotid im Medium
inkubiert. Gezeigt ist immer das
überlagerte Bild und die einzelnen
Kanäle getrennt über einen Zeitraum
von 24 h im Vergleich zur nur
CellMask™ Orange gefärbten
Negativkontrolle.
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Vergleichend wurde deshalb noch eine Studie durchgeführt, wie CY5-Oligonukleotide in der

Fluoreszenzmikroskopie als Mitochondrien-Farbstoff dienen können. Dazu wurden MSC

parallel mit Mitotracker® Green und CY5-Oligonukleotiden gefärbt. Während die Färbung mit

Mitotracker® Green nach Protokoll nur ca. 15 min dauern soll,  damit keine unspezifischen

Signale entstehen, und nur in Puffer-Lösungen durchgeführt werden kann, da Medium die

Reaktion blockt, kann CY5-Oligonukleotid im Gegensatz dazu im Medium dauerhaft

vorhanden sein und eine dauerhafte Nachfärbung bewirken. In Abbildung 42 ist der

Zeitverlauf der Färbung mit genannten Kriterien zu sehen. Während Mitotracker® Green

sofort eine intensive Färbung der Mitochondrien liefert, die über die Zeit von 24 h stark

abnimmt, färben die CY5-Oligonukleotide die Mitochondrien erst nach 1-2 h intensiv, bleiben

aber von der Färbung durch ständige Verfügbarkeit erhalten, ohne unspezifisch zu werden.

Somit sind CY5-Oligonukleotide der ideale Langzeitfärber von Mitochondrien ohne negative

Einflüsse auf die Zellen, während Mitotracker® sich eher für schnelle Kurzzeitfärbungen

eignet, auch wenn Mitotracker® weder in der Literatur noch hier toxische Effekte zeigte[156].

Die Untersuchungen zur Kolokalisation haben gezeigt, dass sich CY5-Oligonukleotide

hervorragend zur Langzeitfärbung von Mitochondrien eignen. Sie zeigen eine hohe

Kolokalisation mit diesen. Oligonukleotide mit anderen Fluoreszenzmarkierungen zeigten

kein derartiges Phänomen. Auch CY5-Ester ist nicht in der Lage, die Mitochondrien zu färben.

CY5-Ester hat aber ohnehin die Eigenschaft, dass es nicht von der Zelle aufgenommen wird.

Erst ein Transfektionsagenz ermöglicht dies. Die Kombination aus CY5 und Oligonukleotid

hingegen gelangt in die Zelle, was dem Oligonukleotid-Teil zuzuschreiben ist und interagiert

mit den Mitochondrien. Die Interaktion ist abhängig vom CY5, da sie bei anderen Farbstoffen

nicht auftritt. Aber nur in Kombination mit Oligonukleotiden ist sie offenbar möglich. CY5 ist

ein Cyanin-Farbstoff aus der Gruppe der Polymethin-Farbstoffe. Diese wurden bereits Ende

der 70er Jahre als zelluläre Farbstoffe und speziell als Mitochondrien-Interaktoren und

Farbstoffe vorgestellt[157-158]. Auch Patente der Firma Molecular Probes sind darauf

verzeichnet[159], so dass die Vermutung nahe liegt, dass der Farbstoff Mitotracker® auf dieser

Basis hergestellt wird. Im Februar 2010 wurde eine Arbeit von Rhee et al. veröffentlicht, die

auch diese Interaktion von DNA und RNA-Beacons mit Cyanin-Farbstoff-Markierung

beschreibt[160]. Sie beschreibt, dass die Bindung auf das Membranpotenial der
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Mitochondrien zurückzuführen ist und mit anderen Fluoreszenzmarkierungen (Alexa) nicht

auftritt. Somit wurden alle gezeigten Ergebnisse unabhängig bestätigt. Auch gibt es

Veröffentlichungen, die angeben, bestimmte, gezielt CY5-gelabelte mRNA-Sequenzen an

Mitochondrien zu detektieren[161]. Der Vorteil der in dieser Arbeit beschriebenen Methode

ist die einfachere Zugabe und die schneller erreichte intensivere Färbung der Mitochondrien.

Außerdem stellt die Nutzung von CY5-Olignukleotiden eine elegante Möglichkeit dar, die

Freisetzung aus Nanokapseln in der Zelle zu zeigen.

6.3 Funktionalisierung von Titanoberflächen mit Nanopartikeln für

Hartgewebeimplantate

Dieser Teil der Arbeit hat das Ziel, Beschichtung von Titanoberflächen mit Nanopartikeln zu

untersuchen, ob sie in Zellkultur stabil und geeignet sind für das Zellwachstum sind. Der

Abschnitt zeigt die Ergebnisse, die im Projekt der Landesstiftung Baden Württemberg

gewonnen wurden (Projektschreibung siehe auch 3.5). Dazu wurden verschiedene

Phosphonat-Gruppen funktionalisierte Nanopartikel auf Titanoberflächen getestet, da

Phosphonat-Gruppen eine feste Bindung an Titanoberflächen[105, 162] ermöglichen. Da nie

ausgeschlossen werden kann, dass Partikel von einer Oberfläche abgelöst werden, muss die

Verträglichkeit der Partikel nach einer Zellaufnahme genauestens überprüft werden. Des

Weiteren sollen gezielt aus diesen Partikeln der Oberflächenbeschichtung Wirkstoffe

freigesetzen werden, die z.B. das Wachstum, die Aktivität und das Differenzierungsverhalten

der Zellen beeinflussen können. In diesem Kapitel werden die grundlegenden Arbeiten sowie

die ersten Oberflächenbeschichtungen in der Untersuchung mit MSC vorgestellt.

Im ersten Teil (6.3.1) wurden Partikel mit unterschiedlicher Phosphonatgruppen-Anzahl und

Funktionalisierung auf der Oberfläche auf Ihre Zell-Aufnahme und Verträglichkeit getestet.

Dazu wurden phosphonat-funktionalsierte Polystyrol-Nanopartikel (VPS-Partikel) (Abbildung

43) (synthetisiert von Anke Zeller) verwendet, deren Synthese in Ziegler et al.[52] beschrieben

ist und deren wichtigste Eigenschaften in Tabelle 5 zu sehen sind. Die Partikel unterscheiden

sich in der Anzahl an Phosphonat-Gruppen auf der Oberfläche. Die Stabilisierung der Partikel

erfolgte durch Lutensol® AT50.
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Tabelle 5: Eigenschaften der VPS-Partikel (Dz= mittlere Partikelgröße, PDI= Polydispersitätsindex)

Menge des Comonomers VPS
in wt%

Dz

[nm]
PDI Zeta Potential

[mV]
Menge an –PO3H2 Gruppen

pro nm2

- 208 0,03 -2,2 0
1 247 0,03 -7,7 0,10
3 252 0,05 -20,4 0,19
5 228 0,06 -16,7 0,25

10 210 0,09 -18,5 0,42

Abbildung 43: Phosphonat-funktionalsierte Polystryrolnanopartikel (VPS-Partikel) synthetisiert von Anke
Zeller. Gezeigt sind TEM-Aufnahmen der Partikel und die Formel der verwendeten Vinylphosphonsäure.
(Bilder angefertigt von Anke Zeller).

Auch Vinylbenzylphosphonsäure wurde zur Funktionalisierung der Partikeloberfläche

verwendet (Tabelle 6). Diese Partikel (VBPS-Partikel) wurden ebenfalls von Anke Zeller

hergestellt (Abbildung 44). Die Funktionalisierung mit Vinybenzylphosphonsäure hat den

Vorteil, noch mehr funktionelle Phosphonatgruppen auf die Partikeloberfläche zu bringen

(annähernd doppelt so viele wie bei den VPS-Partikel mit 10% Comonomeren in Tabelle 5).

Dies ermöglicht eine noch bessere Bindung an Titanoberflächen. Die VBPS-Partikel wurden

auf Aufnahme und Toxizität in MSC getestet.

Tabelle 6: Eigenschaften der VBPS-Partikel (Dz= mittlere Partikelgröße, PDI= Polydispersitätsindex)

Menge des Comonomers
VBPS in wt%

Dz

[nm]
PDI Zeta Potential

[mV]
Menge an –PO3H2 Gruppen

pro nm2

5 233 0,10 -31 0,75
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Abbildung 44: VBPS-Partikel dargestellt im TEM (A) und REM (B). Außerdem ist die Formel von
Vinybenzylphosphonsäure zu sehen. Abbildungen von Anke Zeller. Größenbalken: 500 nm.

Im zweiten Teil (6.3.2) wurden VPS-Nanopartikel (10%-Comonomer VPS) zu MSC gegeben

und deren Differenzierungspotential untersucht. Eine Beeinflussung der Differenzierung der

Zellen durch reine Partikel ist nicht erwünscht, sondern soll später ausschließlich gezielt

durch Wirkstofffreisetzung erreicht werden. Da, wie bereits erwähnt, sich Nanopartikel von

Implantat-Beschichtungen ablösen können, ist es nötig, die Auswirkungen einer

Zellaufnahme der Partikel zu untersuchen.

Im dritten Teil (6.3.3) wurde eine zusätzliche Hydroxylapatit-Funktionalisierung der Partikel

getestet. Hydroxylapatit soll die Biokompatibilität der Oberfläche der Partikel und später der

Beschichtungen erhöhen. Hydroxylapatit wird natürlicherweise beim Knochenaufbau

gebildet und dient bei den Oberflächen später als Grundlage für die weitere Kalzifizierung

durch die Osteoblasten (knochenaufbauende Zellen). Zunächst wurde die Aufnahme und

Toxizität dieser Partikel untersucht. Als Grundlage für diese Partikel dienten die in Tabelle 6

vorgestellten VBPS-Partikel, die von Kathrin Schöller mit Hydroxylapatit (HAP) beladen

wurden (siehe auch 3.5). Die Beladung der Partikel mit HAP wurde mit 30% der

Gesamtmasse der Partikel berechnet.

Im vierten Teil (6.3.4) wurden erste Modell-Titanoxidoberflächen, beschichtet mit VBPS-

Partikeln (siehe Tabelle 6), auf das Zellwachstum getestet. Dazu wurden mit Titan bespatterte

Silizium-Waver von Anke Zeller und Kilian Schuller mit VBPS-Partikel beschichtet. Die Wahl

auf VBPS-Partikel fiel aufgrund der hohen Dichte an Phosphonat-Gruppen auf der

AAA BBB
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Partikeloberfläche, die eine noch bessere Bindung an Titanoxid ermöglichen.

Abbildung 45: Titanoxidoberfläche mit VBPS-Partikeln beschichtet. REM-Aufnahme von Anke Zeller.
Größenbalken: 2 µm.

Im fünften und letzten Teil (6.3.5) wurden verschiedene Partikel und Kapseln zur

Wirkstofffreisetzung getestet. Zum einen wurden Polyurethan-Nanokapseln aus Hexandiol

und Polyharnstoff-Nanokapseln aus Dimethylaminopentan, die Bisphosphonat enthalten,

von Anke Zeller synthetisiert (siehe Tabelle 7). Die Herstellung erfolgte über eine Polyaddition

an der Grenzfläche in der inversen Miniemulsion[163-164]. Als Fluoreszenzfarbstoff in den

Kapseln diente Sulforhodamin-101. Ziel von diesen Kapseln sollte es sein, das Bisphosphonat

freizusetzen und somit die Aktivität von Osteoklasten zu hemmen (siehe auch 3.5), was für

eine Beschleunigung des Einwachsens von Implantaten sorgen würde. Hierzu wurden für

diese Arbeit Tests zur Aufnahme und Toxizität in MSC durchgeführt. Arbeiten mit

Osteoklasten erfolgten durch Andrea Tautzenberger und waren bei Erstellung dieser Arbeit

noch nicht abgeschlossen[165]. Zum anderen wurden Polylaktid-Nanopartikel (PLA-Partikel)

mit Dexamethason von Anke Zeller hergestellt (siehe Tabelle 7). Dexamethason ist ein

Wirkstoff, der eine Differenzierung von MSC zu Osteoblasten bewirken kann (siehe auch 3.4)

und so den Knochenaufbau fördert. Auch wurden Aufnahme- und Toxizitätstests in MSC im

Rahmen dieser Arbeit durchgeführt. Tests zur Differenzierung von MSC sollen von

Kooperationspartnern durchgeführt werden und liegen zum Zeitpunkt der Erstellung dieser

Arbeit noch nicht vor.
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Tabelle 7: Kapseln und Partikel mit Wirkstoffbeladung von Anke Zeller. (Dz= mittlere Partikel-/Kapsel-Größe)

Name Polymer Monomer Dz [nm] System Beladung/Verkapselung
HD-Null Polyurethan Hexandiol + TDI 300 Kapsel -

HD-Bisphos. Polyurethan Hexandiol + TDI 320 Kapsel Bisphosphonat
DMAP-Null Polyharnstoff Dimethylaminopentan + TDI 280 Kapsel -

DMAP-Bisphos. Polyharnstoff Dimethylaminopentan + TDI 290 Kapsel Bisphosphonat
PLA-Null Polylactid Lactid 134 Partikel -

PLA-2%Dex Polylactid Lactid 178 Partikel 2 wt% Dexamethason
PLA-5%Dex Polylactid Lactid 223 Partikel 5 wt% Dexamethason

Neben der Eigenschaft von phosphonat-funktionalisierten Polystyrolnanoartikeln, leicht auf

Titanoxid-Oberflächen zu binden und der Eigenschaft, die Oberfläche der

Phosphonatgruppen weiter funktionalisieren zu können, z.B. mit Hydroxylapatitschichten,

können sie auch mit noch weiteren Molekülen funktionalisiert werden[162]. Deshalb könnten

VPS-Nanopartikel interessant für weitere biologische Anwendungen wie Zellmarkierungen

und Zell-Tracking sein.

6.3.1 Aufnahme und Toxizitätsstudien mit phosphonat-funktionalisierten

Polystyrol-Nanopartikeln

Verschiedene Polystyrol-Nanopartikel, die mit Phosphonatgruppen über Vinylphosphonsäure

als Comonomer funktionalisiert wurden (siehe Tabelle 5), wurden zu HeLa-Zellen (75 µg/mL)

gegeben und 18 h inkubiert. Anschließend wurde die Aufnahme und Toxizität der Partikel im

FACS bestimmt.

Im FACS war eine Aufnahme (Abbildung 46 A) der Partikel in die Zellen zu erkennen, die bei

den VPS-Partikeln mit 10% Comonomer am höchsten ausfiel. Unfunktionalisierte

Polystyrolnanopartikel (PS-Partikel) wurden nur schlecht in die Zellen aufgenommen, was aus

früheren Untersuchungen bekannt ist[51]. Partikel mit 1% VPS wurden etwas besser als

unfunktionalisierte Partikel aufgenommen, Partikel mit 3% VPS und 5% VPS schlechter.

Warum eine Funktionalisierung mit 3% und 5% VPS zu einer schlechteren Aufnahme führt,

10% VPS-Partikel aber wesentlich besser aufgenommen wurden, ist leider nicht geklärt. Das

Ergebnis war aber mehrmals reproduzierbar. Die intrazelluläre Lokalisation wurde im CLSM

bestätigt.

Die Toxizität der Partikel wurde ebenfalls im FACS mit 7-AAD-Färbung überprüft (Abbildung
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46 B). Die Partikel waren nicht toxisch. So zeigt sich kein Unterschied der Toxizität der VPS-

Partikelproben zur PS-Partikelprobe. In allen Proben sind, wie in der Negativkontrolle, stets

90% der Zellen lebendig.
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Abbildung 46: FACS-Analyse der VPS-Partikel (1%-10%) im Vergleich zum unfunktionalisierten Polystyrol-
Partikel (PS-Partikel). A) Aufnahme der Partikel in HeLa-Zellen. Werte normiert nach PMI-Gehalt. B) Toxizität
der Partikel in HeLa-Zellen mit 7-AAD verglichen zur Negativ-Kontrolle.

Zum Vergleich wurden Polystyrol-Nanopartikel, die eine Phosphonatfunktionalisierung über

Vinylbenzylphosphonsäure (VBPS-Partikel) tragen, in Zellkultur mit MSC getestet. Die

Aufnahme und Toxizität wurde im FACS untersucht.

Es zeigte sich, dass die Partikel in MSC aufgenommen wurden (Abbildung 47 A). Die

intrazelluläre Aufnahme wurde im CLSM bestätigt (Abbildung 48). Dabei zeigte sich, dass die

verwendeten VBPS-Partikel im Zellmedium zur Aggregation neigen. In Abbildung 48 B sind

deutlich extra- und intrazelluläre Partikelaggregate zu erkennen. Diese scheinen eine

Aufnahme aber nicht auszuschließen.

Eine Toxizität der Partikel im FACS nach einer 7-AAD-Färbung der Zellen war nicht zu

erkennen. Die Zellen, die 18 h mit den VBPS-Partikeln inkubiert waren, zeigen ebenso wenig

tote Zellen wie die Negativkontrolle ohne Partikel.

VBPS-Partikel sind trotz Aggregationsneigung für Zellexperimente geeignet. Die Aggregation

der Partikel könnte auf die hohe Oberflächengruppenbeladung der Partikel zurückzuführen

sein. Diese bewirkt eine sehr hohe negative Ladung der Partikel, die zu Interaktionen mit

Proteinen des Zellmediums führen kann.

A B
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Abbildung 47: FACS-Analyse der 5%VBPS-Partikel nach 18 h Inkubation mit MSC (75 µg/mL). A) Aufnahme im
FACS verglichen mit der Negativ-Kontrolle. B) Toxizitätstest mit 7-AAD. MSC mit VBPS-Partikel verglichen mit
der Negativkontrolle.

Abbildung 48: CLSM-Aufnahmen von MSC. A) Negativkontrolle ohne Partikel, B) mit VBPS-Partikeln (75
µg/mL, 18 h Inkubation). Die Zellwand ist rot dargestellt (CellMask™ Orange), der Zellkern blau (DRAQ™5),
die Partikel grün (PMI). Größenbalken: 10 µm.

Aufgrund der guten Aufnahme der 10%-VPS-Partikel in die Zellen, wurden diese für die

Differenzierungsversuche mit MSC im nächsten Abschnitt (6.3.2) ausgewählt. So konnte bei

hoher Partikelbeladung der Zellen der Einfluss auf das Differenzierungspotential von

Partikeln mit hoher Phosponatgruppenfunktionalisierung untersucht werden.

AAA BBB
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6.3.2 Differenzierungsstudien mit Phosphonat-funktionalsierten Polystyrol-

Nanopartikeln in MSC[166]

Für Differenzierungsstudien mit MSC wurden wie oben erwähnt, die Polystyrolnanopartikel

mit 10% VPS (im Folgenden als VPS-Partikel bezeichnet) ausgewählt. In einigen

Veröffentlichungen ist bereits beschrieben worden, dass Nanopartikel zu keiner

Beeinflussung des Differenzierungspotentials von MSC führen[167-169]. Diese Studien bezogen

sich aber auf Quantum Dots oder Silica-Partikel. Andere Studien zeigten eine Beeinflussung

des Differenzierungspotentials durch auf Kalziumphosphat basierenden Nanopartikel[170-171].

Nur in einem Fall wurden osteogene, adipogene und chondrogene Differenzierung

untersucht[167]. Eine umfassende, qualitative Studie insbesondere mit phosphonat-

funktionalisierten Nanopartikeln ist bisher nicht durchführt worden.

Zunächst wurde die Aufnahme und der Verbleib der Partikel in MSC quantitativ im FACS am

Tag 5 (Abbildung 49 A) und Tag 16 (Abbildung 49 B) nach der Zugabe der Partikel analysiert.

Viele Partikel zeigen eine Assoziation mit den MSC und den differenzierten Linien am Tag 5

des Experiments nach Partikelzugabe (Abbildung 49 A). Ebenso wie für

aminofunktionalisierte Nanopartikel zeigt sich bei den VPS-Nanopartikeln eine erhöhte

Zellaufnahme bedingt durch die Oberflächenladung der Partikel[50]. Spontane

Partikelaufnahme in Zellen wurden bereits für viele andere Partikel beschrieben[50, 63, 172].

Allgemein werden Nanopartikel durch verschiedene Mechanismen aufgenommen[173]. Für

Nanopartikel von einigen hundert Nanometern sind endozytotische Wege wie

Makropinozytose oder die Clathrin-vermittelte Aufnahme beteiligt. Besonders die

Makropinozytose scheint bei der Aufnahme von geladenen Nanopartikeln eine wichtige Rolle

zu spielen[63]. Die genauen Aufnahmewege wurden in dieser Studie allerdings nicht näher

untersucht. Auch am Tag 16 sind immer noch eine große Zahl von Partikeln mit den MSC und

den adipogen differenzierten Zellen assoziiert (Abbildung 49 B). Die Anzahl der Partikel in der

osteogenen Linie ist im Vergleich zu den anderen Linien stärker reduziert. Dies kann durch

eine stärkere Proliferation der ostogenen Linie bedingt sein. Deshalb kommt es zu einer

Partikelverteilung auf viele Tochterzellen und somit zu einer geringeren Beladung pro Zelle

im Median. Bisherige Studien haben sich auf eine kürzere Zeitperiode beschränkt[50-51, 169].

Die Anzahl der partikelpositiven Zellen, bzw. der im Fluoreszenzkanal FL1 positiven Zellen
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betrug stets mehr als 98% (Abbildung 50).
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Abbildung 49: Durchflusszytometrische Analyse der VPS-Partikel-Assoziation mit undifferenzierten MSC und
Zellen, differenziert in die Adipogene (AD) und Osteogene (OD) Linie nach 5 Tagen und 16 Tagen des
Experiments, verglichen mit Zellen ohne Partikel. Median-Fluoreszenz-Intensität mit Standardabweichung
eines Experiments in Duplikaten.
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Abbildung 50: Partikelpositive Zellen in der FACS-Analyse. Angaben in Prozent der gesamt analysierten Zellen.
Verglichen wird jeweils Tag 5 und Tag 16 des Experiments. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment mit
Standardabweichung in Duplikaten.

Obwohl die Durchflusszytometrie quantitativ die Assoziation der Partikel mit den Zellen

bestätigen konnte, kann sie jedoch keinerlei Aussage über die Lokalisation der Partikel geben.

So wäre man nicht in der Lage, zwischen an die Zelle angelagerten und aufgenommenen

Partikeln zu unterscheiden. Um die intrazelluläre Lokalisation der Partikel zu bestätigen und

näher zu betrachten, wurde eine CLSM-Analyse nach 5 und 16 Tagen Kultivierung der Zellen

nach Partikelzugabe durchgeführt. Die Zellmembran der Zellen wurde dazu mit CellMask™

Orange angefärbt, um zwischen intrazellulär und extrazellulär liegenden Partikeln



Ergebnisse und Diskussion

S e i t e 83

unterscheiden zu können. Die Partikel sind durch den Fluoreszenzfarbstoff PMI grün zu

erkennen. Die Partikelaufnahme wurde am Tag 5 (Abbildung 51 A-C) und Tag 23 (Abbildung

51 D-G) bei MSC und der osteogenen und adipogenen Differenzierung untersucht. Die

Untersuchung auf Partikel im chondrogenen Pellet erfolgte am Tag 36 (Abbildung 51 H und I).

Eine große Anzahl Partikel sind am Tag 5 in den undifferenzierten MSC zu erkennen

(Abbildung 51 A), ebenso aber auch in den osteogen- (Abbildung 51 B) und adipogen-

(Abbildung 51 C) differenzierten Zellen. Diese Ergebnisse decken sich mit den

Beobachtungen im FACS. Somit ist der gemessene Median-Fluoreszenzwert im FACS mit der

Aufnahme der Partikel gleichzusetzen. Die beobachteten Partikel sind um den Zellkern

lokalisiert. Nach 23 Tagen sind immer noch viele Partikel in undifferenzierten MSC (Abbildung

51 D) und in osteogen (Abbildung 51 E) und adipogen (Abbildung 51 F) differenzierten Zellen

zu sehen, was sich mit dem im FACS erhaltenen Partikelmengenanalysen in Zellen deckt. Bei

den osteogen differenzierten Zellen sind bereits typische Mehrschicht-Strukturen zu

erkennen (Abbildung 51 E), was die starke Proliferation dieser Differenzierungslinie bestätigt.

In der adipogenen Linie kann man klar die typischen Fettvakuolen finden (Abbildung 51 G). In

der chondrogenen Differenzierung am Tag 36 konnte keine Zellmembranfärbung

durchgeführt werden, da die vorhandenen Pellets bereits zum Schneiden fixiert werden

mussten und CellMask™ Orange das gesamte Pellet färben würde. Trotzdem konnte in dem

Pellet eine große Anzahl an Partikeln detektiert werden (Abbildung 51 H und I), was die

Differenzierung in Gegenwart von VPS-Partikeln beweist.
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Abbildung 51: Intrazelluläre Lokalisation von VPS-Partikeln im CLSM. Die Partikel sind grün zu erkennen
(PMI), die Zellwände sind rot gefärbt (CellMask™ Orange). Am Tag 5 wurden die Partikel hauptsächlich in
Clustern im Inneren von undifferenzierten MSC und osteogen und adipogen differenzierten Linien gefunden
(A-C). Auch nach 23 Tagen (D-F) Kultivierung sind in MSC, osteogen und adipogen differenzierten Zellen
immer noch intrazelluläre Partikel erkennbar. Phasenkontrast-Bilder kombiniert mit Fluoreszenz zeigen die
entstehenden Fettvakuolen nach 23 Tagen (G). In den Zellpellets der chondrogenen Differenzierung sind
überall im Pellet Partikel zu erkennen (H und I). Größenbalken: 50 µm.

Um eine genauere Untersuchung der intrazellulären Lokalisation der Partikel in den Zellen zu

ermöglichen, wurde zusätzlich eine TEM-Analyse durchgeführt. Am Tag 5 des Experiments

sind sowohl in undifferenzierten MSC (Abbildung 52 A), als auch in der osteogenen

(Abbildung 52 B) und adipogenen (Abbildung 52 C) Differenzierungslinie viele geclusterte

Partikel in den Zellen zu erkennen. Dabei scheinen sich die Partikel dicht gepackt in zellulären

Kompartimenten zu befinden, die durch Membranen vom Zytoplasma getrennt zu sein

scheinen (Abbildung 52 A-C Pfeile). Membranumhüllte Partikelcluster wurden bereits in
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früheren Untersuchungen festgestellt[51, 174]. Nach 23 Tagen des Experiments sind die Partikel

noch immer in undifferenzierten MSC (A) und in der osteogenen (Abbildung 52 B) sowie der

adipogenen (Abbildung 52 C) Differenzierungslinie zu finden (Abbildung 52 D-F). Die Partikel

lagen noch immer in Clustern (Abbildung 52 D und E) vor, allerdings konnte nur teilweise eine

umschließende Membran beobachtet werden (Abbildung 52 F). Da eine Erhaltung von

Membranen in der verwendeten chemischen Fixation der Zellen nicht gewährleistet ist, kann

es sich dabei um Präparationsartefakte handeln. Niemals wurden die Partikel im Zellkern,

dem Golgi-Apparat oder den Mitochondrien gefunden.

Abbildung 52: Intrazelluläre Lokalisation von VPS-Partikeln dargestellt im TEM. Die Zellen wurden chemisch
fixiert. Am Tag 5 (A-C) befinden sich die Partikel in Clustern (Pfeile) in undifferenzierten (A), osteogen (B) und
adipogen (C) differenzierten MSC. Die Partikel erscheinen dabei klar von einer Membran umgeben. Am Tag
23 (D-F) zeigt sich ein ähnliches Bild in undifferenzierten (D), osteogen (E) und adipogen (F) differenzierten
MSC, allerdings sind Partikel umgebende Membranen nicht immer klar sichtbar. Größenbalken: 500 nm.
Präparation von Herrn Schmied, Elektronenmikroskopie Ulm.

Nach Partikelzugabe wurde die Toxizität der Partikel auf undifferenzierte, osteogen und

adipogen differenzierte MSC am Tag 5 (Abbildung 53 A) und Tag 16 (Abbildung 53 B) des

Versuchs mit Hilfe einer 7-AAD-Färbung im FACS überprüft. Dabei konnten sowohl am Tag 5

als auch am Tag 16 für undifferenzierte MSC, wie für die differenzierte Zellen über 85%

lebende Zellen detektiert werden. Ein Einfluss der VPS-Partikel war nicht zu erkennen. Auch

bei der Verwendung von Polystyrol-Nanopartikeln in HeLa-Zellen konnte schon früher kein

Einfluss auf die Vitalität gezeigt werden[50, 63]. Lediglich bei der osteogenen Linie war eine
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leicht angestiegene Apoptose der Zellen am Tag 16 zu beobachten (Abbildung 53 B), die aber

unabhängig von den VPS-Partikeln auftrat. Dies kann daher kommen, dass es bei den

osteogen differenzierten Zellen zur Ausbildung einer extrazellulären Matrix kommt, die ein

Ablösen der Zellen für die FACS-Präparation schwierig macht und so eine intensivere

Behandlung mit Trypsin erfordert. Dieser negative Einfluss des intensiveren Einsatzes von

Trypsin ist bekannt. Die chondrogene Linie konnte leider nicht durchflusszytometrisch

untersucht werden, da sich die Zellen, wie es für eine Analyse nötig ist, nicht aus dem

Verband lösen ließen. Die Morphologie der Zellen und die Ergebnisse der RT-PCR und

zytochemischen Färbung legen eine Unversehrtheit dieser Zellen auch in Anwesenheit von

Partikeln nahe (Ergebnisse von Andrea Tautzenberger [166]).
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Abbildung 53: Prozent lebende, apoptische und tote undifferenzierte MSC, Zellen der ostogenen (OD) und
adipogenen (AD) Linien am Tag 5 (A) und 16 (B) mit und ohne VPS-Partikel. Bestimmung durch 7-AAD-
Färbung im FACS. Gezeigt wird der Median-Wert mit Standardabweichung aus einem Experiment aus
Triplikaten.

Die Differenzierungsversuche und Untersuchungen der MSC wurden von unseren

Kooperationspartnern am Institut für Orthopädie und Biomechanik an der Universität Ulm

bei Frau Professor Ignatius durchgeführt. Die gezeigten Daten wurden dort gewonnen und

werden zur Vollständigkeit gezeigt. Die Analyse der Differenzierung erfolgte qualitativ und

quantitativ. Die qualitative Untersuchung erfolgte durch histochemische Färbungen. Zur

Bestätigung der osteogenen Differenzierung wurde die alkalische Phosphatase-Aktivität

(Abbildung 54 A) untersucht und die extrazelluläre Matrix mit einer von Kossa-Färbung (färbt

Kalziumeinlagerungen schwarz) auf Mineralisation überprüft (Abbildung 54 B). In der
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adipogenen Differenzierung wurden die Lipidvakuolen mit Ölrot angefärbt (Abbildung 54 C).

In der chondrogenen Linie wurde die Differenzierung auf Proteoglycan mit Alcian-Blau

Färbung (Abbildung 54 D) und Aggrecan immunohistochemisch (Abbildung 54 E) untersucht.

Bei allen Färbungen wurden keine qualitativen und quantitativen Unterschiede in der

Färbung zwischen Zellen mit und ohne Partikeln gefunden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die

Anwesenheit von Partikeln keinerlei negative Auswirkung auf das Differenzierungspotential

der MSC hat.

Abbildung 54: Die Differenzierung von MSC in der Gegenwart von VPS-Partikeln (unteres Panel) wurde
qualitativ mit zytochemischen Methoden überprüft. MSC, die in der Abwesenheit von Partikeln differenziert
wurden (unters Panel), dienten als Kontrolle. In der osteogenen Linie wurde die alkalischen Phosphatase
Aktivität (A) und die Mineralisation mit einer von Kossa-Färbung (B) am Tag 23 untersucht. Die Ölrot-Färbung
diente in der adipogenen Linie zum Färben der Lipidvakuolen (C) ebenfalls am Tag 23. Die chondrogene Linie
wurde mittels Alcian-Blau-Färbung (D) und auf Aggrecan (E) am Tag 36 untersucht (Ergebnisse von Andrea
Tautzenberger).

Diese Ergebnisse wurden mit der quantitativen RT-PCR bestätigt. In Zellen die in die

osteogene Linie differenzierte wurden, wurden die Marker-Gene Knochen Sialoprotein (BSP),

alkalische Phosphatase (AP), Osteocalcin (OC), Osteopontin (OP) und der Transkriptionsfaktor

Runx2 wie erwartet während der Kultivierungzeit stark hochreguliert (Abbildung 55 A). Es

gab dabei keinen signifikanten Unterschied zwischen den Zellen mit und ohne VPS-Partikel.
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Abbildung 55: A) mRNA-Expression von osteogenen Marker-Genen Bone Sialoprotein (BSP), Alkaline
Phosphatase (AP), Osteocalcin (OC), Osteopontin (OP) und dem Transkriptionsfaktor Runx2 in Zellen mit
Partikeln (Schwarze Balken) und ohne Partikeln (Weiße Balken) am Versuchstag 23. Die mRNA-Levels wurden
zu denen von GAPDH normiert und in Relation zu denen von Tag 0 gesetzt (die mRNA-Expression am Tag 0
wurde gleich 1 gesetzt), n=3. B) mRNA-Expression der chondrogenen Differenzierungsmarker Collagen Typ
2(COL type 2), Aggrecan (AGG) und dem Transkriptionfaktor Sox9 in Zellen unter chondrogenen
Differenzierungsbedingungen mit VPS-Partikel (schwarze Balken) und ohne (weiße Balken) am Tag 36 des
Experiments. Die Level der mRNA wurden auf GAPDH normalisiert, n=3 (Ergebnisse von Andrea
Tautzenberger).

Ähnliche Ergebnisse wurden für die Expression der chondrogenen Marker-Gene Kollagen Typ

2 (COL type 2), Aggrecan (AGG) und dem Transkriptionfaktor Sox9 unter chondrogenen

Differenzierungsbedingungen gefunden (Abbildung 55 B). Wenn in undifferenzierten MSC

keine Expression der Marker-Gene detektiert werden konnte, wurden sie unter

chondrogenen Kultivierungsbedingungen nach 36 Tagen stark exprimiert und das unabhängig

von der Anwesenheit der VPS-Partikel.

Um die adipogene Differenzierung der Zellen zu überprüfen, wurden die Gene Lipoprotein

Lipase (LPL) und Peroxisome Proliferator Akitiverter Rezeptor  (PPAR ) in ihrer Expression

semiquantitativ untersucht. Undifferenzierte MSC am Tag 0 zeigten keine Expression dieser

adipogenen Marker-Gene, während sie unter Differenzierung am Tag 23 sehr stark exprimiert

A

B
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wurden. Erneut wurde kein Unterschied zwischen VPS-behandelten und unbehandelten

Zellen gefunden (Abbildung 56).

Abbildung 56: mRNA-Expression von GAPDH und den adipogenen Marker-Genen Lipoprotein Lipase (LPL) und
Peroxisome Proliferator Akitiverter Rezeptor  (PPAR ) in undifferenzierten MSC am Tag 0 und MSC unter
adipognenen Differenzierungsbedingungen ohne (-) und mit VPS (+)- Partikeln am Tag 23 des Experiments.
Am Tag 0 wurde nur das Housekeeping Gen GAPDH exprimiert, n=3.

Bereits einige Autoren haben die Effekte von verschiedenen Partikeln auf die Differenzierung

von MSC untersucht. Dabei wurde die Differenzierung aber bisher nur qualitativ oder auf

einige Differenzierungslinien begrenzt durchgeführt. Fluoreszenzmarkierte biokompatible

mesoporöse Silika-Nanopartikel wurden untersucht, ohne einen negativen Effekt auf die

osteogene und adipogene Differenzierung von MSC zu zeigen[168, 175]. Im Gegensatz dazu

fanden einige Autoren einen negativen Einfluss auf die osteogene Differenzierung von MSC

nach der Behandlung mit biphasischen Kalziumphosphat-Partikeln, wie sie von Biokeramiken

freigesetzt werden[171]. Besonders Partikel aus Titan oder Kobalt-Chrom-Molybdän, die

während des Tragens von Metallimplantaten auftreten, zeigten ein Unterdrücken der

osteogenen Differenzierung[176-177]. In einer anderen Studie wurden alle drei

Differenzierungslinien von Shah et al.[167] nach der Zugabe von kleinen, Licht-emittierenden

Semikonduktor-Nanokristallen, sogenannten Quantum Dots, untersucht. Diese waren mit

Carboxylgruppen, verlinkt mit einem kleinen Protein, funktionalisiert worden. Sie zeigten

keinen Einfluss auf die Differenzierung. Für fluoreszierende und paramagnetische

mesoporöse Silika-Nanopartikel, die in Zellverfolgungsstudien verwendet werden, wurde

ebenfalls kein Einfluss auf die Differenzierungen gefunden[178]. So kann man

zusammenfassen, dass der Einfluss von Nanopartikeln auf die MSC-Differenzierung stark vom

Typ der Partikel und deren Funktionalisierung abhängt. Die phosphonat-funktionalisierten

Polystyrol-Nanopartikel, die in dieser Studie verwendet wurden, zeigen keinerlei Einfluss auf

die Differenzierung von MSC.
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6.3.3 Hydroxylapatit-funktionalisierte VBPS-Partikel und ihre Interaktion mit

MSC

Für die Versuche zur Kalzifizierung wurden die VBPS-Partikel von Anke Zeller verwendet

(siehe auch 6.3 und 6.3.1). Sie besitzen eine wesentlich höhere Phosphonatgruppendichte

auf der Oberfläche als die VPS-Partikel und sind deshalb besser geeignet sowohl zur

Anbindung der Kalziumionen und somit zur Bildung des Hydroxylapatits (HAP), als auch zur

Bindung der Partikel auf Titanoxidoberflächen.

Da die HAP-beladenen Partikel in den weiteren Versuchen als Grundlage zur Beschichtung

der Titanoberflächen eingesetzt werden sollen, wurden sie im Folgenden näher

charakterisiert bzgl. ihrer Aufnahme in MSC und ihrer Toxizität. Die HAP-Beladung der

Partikel wurde von Katrin Schöller durchgeführt.
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Abbildung 57: FACS-Analyse von MSC nach Inkubation mit VBPS-Partikeln mit und ohne HAP-
Funktionalisierung für 20 h: A) Aufnahme der Partikel, dargestellt ist der Median der Fluoreszenzintensität im
FL1 in arbiträren Einheiten. Die Normierung erfolgte auf gemessene Fluoreszenz zum ungeladenen Partikel.
B) zeigt die Zellvitalität die nach 20 h Partikel-Inkubation mit einer 7-AAD-Färbung im FACS gemessen wurde.

Die Untersuchungen im FACS zeigten eine Aufnahme der Partikel in MSC (Abbildung 57 A).

Bereits die VBPS-Partikel ohne HAP wurden sehr gut in die Zellen aufgenommen. Eine

Beladung der Partikel mit HAP bewirkt etwa eine Verdreifachung der Aufnahme in die Zellen.

Eine Beschichtung mit HAP scheint die Partikeloberfläche für die Zellaufnahme noch zu

verbessern. Dieser Effekt wurde bereits beschrieben[179]. Auch eine Anlagerung von

Proteinen aus dem Medium an diese HAP-Hülle der Partikel ist denkbar[180], was ebenfalls zu

einer zusätzlichen Funktionalisierung der Oberfläche mit Proteinen und dadurch besseren

Aufnahme führen kann.

BA
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Eine Toxizität der VBPS-Partikel mit HAP war ebenso wenig nachweisbar wie für die VBPS-

Partikel ohne HAP (Abbildung 57 B). Mehr als 95% der Zellen blieben am Leben, nachdem sie

20 h mit HAP-funktionalisierten VBPS-Partikeln inkubiert wurden.

Abbildung 58: MSC nach Betrachtung im CLSM: A) zeigt die Negativkontrolle, B) die Zellen inkubiert mit VBPS-
Partikeln für 20 h und C) inkubiert mit Hydroxylapatit-funktionalisierte VBPS-Partikeln, alles nach 20 h
Inkubation. (Zellwand rot gefärbt mit CellMask™ Orange, Partikel grün (PMI), Zellkern blau gefärbt mit
DRAQ5®). Größenbalken: 25 µm

Bestätigt wurde die Aufnahme der VBPS-Partikel mit und ohne HAP-Funktionalisierung durch

CLSM-Aufnahmen, um ein extrazelluläres Anhaften der Partikel auszuschließen. Die

Aufnahmen des CLSM zeigen deutlich die gute Aufnahme der VBPS-Partikel ins Innere der

MSC (Abbildung 58 B). Aber auch außerhalb sind noch immer einige wenige Partikel zu

erkennen. Es fällt dabei, wie unter 6.3.1 beobachtet, eine leichte Aggregation der VBPS-

Partikel auf. Die HAP-beladenen VBPS-Partikel in Abbildung 58 C sind überwiegend im

Zellinneren zu finden. Allerdings scheinen diese Partikel weitaus größere Aggregate zu bilden.

Auch diese Aggregation könnte auf eine Proteinanlagerung zurückzuführen sein. Auf die

Aufnahme scheint dies aber keinen Einfluss zu haben, was sowohl aus der CLSM-Aufnahme

in Abbildung 58 C wie auch aus dem FACS-Ergebnis aus Abbildung 57 A ersichtlich ist.

Nachdem sich die HAP-funktionalisierten VPBS-Partikel als geeignet für die Zellversuche

gezeigt haben und eine Funktionalisierung von Polystyrolnanopartikeln mit

Phosphonatgruppen in MSC keinen negativen Einfluss auf Vitalität und

Differenzierungspotential zeigten, wurden VBPS-Partikel auf Titanoxid-Oberflächen

aufgebracht, um das Zellwachstum auf diesen Schichten näher zu untersuchen.
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6.3.4 Funktionalisierung von Titanoberflächen mit VPBS-Nanopartikeln und das

resultierende Anhaften und Wachstum von MSC

VBPS-Partikel-beschichtete Titanoxid-Oberflächen wurden mit MSC in Zellkultur getestet.

Dabei ging es in erster Linie darum, das Anhaften der Zellen auf der Oberfläche zu

überprüfen sowie die Stabilität der Partikelbindung auf der Oberfläche unter

Zellkulturbedingung, Zellwachstum und Migration einzuschätzen.

Dazu wurden von Kilian Schuller und Anke Zeller Titan besputterte Siliziumwaver über

Spincoating mit einer homogenen Schicht VBPS-Partikel beschichtet. Da die Bedingungen für

eine erfolgreiche Beschichtung neu etabliert werden mussten, wurde der Versuch mit

kleinen Wavern in der Größe 1x1 cm durchgeführt. Auf dieser Fläche lassen sich allerdings

lediglich maximal etwa 50.000 MSC kultivieren. Deshalb ist es bisher leider nicht möglich

gewesen, FACS-Analysen mit Zellen dieser Proben durchzuführen, wofür eine Zellzahl von

mindestens 200.000 Zellen zur Präparation für einen Ansatz nötig wäre. Auch ist die

Herstellung einheitlicher Substrate sehr aufwendig. Für die Zellversuche wurden zwei

Substratoberflächen verglichen: Titanoxid und Titanoxid mit VBPS-Partikel. Die

Untersuchungen erfolgten aufgrund der genannten Einschränkung bisher nur mit Hilfe des

CLSM.

Zunächst wurde das Titan-Substrat ohne Partikelbeschichtung betrachtet. Dazu wurden MSC

mit einer Dichte von 10.000 Zellen∙cm-2 ausgesät und nach 24 h die Anhaftung und

Bedeckung der Oberfläche untersucht. Es zeigte sich eine dichte Bewachsung der Oberfläche

mit Zellen (Abbildung 59), die allerdings am Rand des Substrats eine leichte Ablösung der

Zellen aufwies. Somit lässt sich feststellen, dass Titanoberflächen bereits sehr gut für das

Zellwachstum geeignet sind, was nicht verwundert, da die Bioverträglichkeit von Titan

bereits umfassend in der Literatur beschrieben ist [181-182]. Andererseits ist bereits schon

lange bekannt, dass das Anhaften der Zellen auf derartigen Oberflächen, die keine

Oberflächenbehandlung oder Modifikation aufweisen, nicht sehr effizient und mit fester

Bindung passiert[183].
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Abbildung 59: CLSM-Aufnahme vom MSC-Wachstum auf mit TiO2-bespatteten Wafer nach 24 h. Die Zellen
wurden mit CellMask™ Orange gefärbt und sind rot zu sehen. Größenbalken 250 µm.

Der Test des Partikel-beschichteten Waver ergab zum einen eine sehr homogene Verteilung

der Partikel auf dem Waver (Abbildung 60 links), was die REM-Aufnahmen von Anke Zeller

bestätigen (siehe auch Abbildung 45). Die Partikel lösen sich unter Zellkulturbedingungen mit

Medium nicht von der Titanoxidoberfläche ab. Deshalb ist die Oberfläche für das Wachstum

von MSC geeignet. Zum anderen wuchsen die Zellen auch nach 24 h auf diesem

partikelbeschichteten Substrat sehr dicht (Abbildung 60 rechts). Die Zellen zeigten keine

Ablösungserscheinungen. Die Vergrößerung der Oberfläche und das Anbieten von negativ

geladenen Gruppen (Phoshonat) verbessert offensichtlich das Wachstum und das Anhaften

der Zellen auf der Oberfläche der Waver erheblich[184-185]. Die Partikel zeigen eine hohe

Haftung an der Oberfläche und werden nach den bisherigen Beobachtungen nicht abgelöst.

Es sind keine „Fraßspuren“ der Zellen auf den Substraten zu erkennen, die auf ein Ablösen

der Partikel durch migrierende Zellen hindeuten (Abbildung 60 rechts).
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Abbildung 60: CLSM von Titan-Wavern. Links: Substrat komplett dargestellt (1x1 cm) und
Ausschnittvergrößerung (unten, ca. 1,3x1,3 mm). Grün ist die Fluoreszenz des PMIs der VBPS-Partikel
dargestellt. Der Gittereffekt im Bild entsteht beim Zusammenfügen der Bilder durch die Abschattung am
Rand jedes einzelnen Bildes. Rechts: Substrat mit MSC (gefärbt mit CellMask™ Orange) bewachsen (ca. 2x3
mm) nach 24 h Zellwachstum und Ausschnittvergrößerung (0,5x0,5 mm).

Um zu überprüfen, ob die Zellen eine VBPS-beschichtete Titanoberfläche einer Oberfläche

ohne Partikel vorziehen, wurde ein Substrat verwendet, auf das durch Auftropfen eine

Partikelschicht aufgebracht worden ist. Dadurch war nicht das ganze Substrat mit Zellen

bedeckt, sondern lediglich etwa 30%. Der angehaftete Partikeltropfen ist in Abbildung 61 zu

sehen. Er erwies sich als stabil unter Zellkulturbedingungen. Deshalb wurden erneut MSC auf

diesem Waver gleichmäßig verteilt aufgebracht, allerdings lediglich in einer Dichte von 1.000

Zellen pro cm2. Durch eine Inkubationszeit von 48 h hatten die Zellen genug Zeit, sich

anzuhaften und auch auf der Probe zu migrieren, d.h. zu der für sie angenehmsten Stelle zu

wandern. Nach 48 h zeigte sich bei der Betrachtung des Partikelbereiches und des Bereiches

um den Partikel, dass die meisten Zellen in den VBPS-Partikel-beschichteten Bereich

gewandert waren (Abbildung 62). Die Zellen bevorzugen damit die beschichtete Titanoxid-

Oberfläche gegenüber der unbeschichteten Oberfläche.
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Abbildung 61: VBPS-Partikeltropfen adhäriert auf einem TiO2-Waver. Aufnahme im Fluoreszenzmikroskop.
Partikel sind in grün zu sehen (PMI). Größenbalken: 500 µm.

Abbildung 62: VBPS-Partikeltropfen adhäriert auf einem TiO2-Waver. Darstellung 48 h nach Zell-Zugabe und
Wachstum mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops; Dargestellt ist nur der Rote Kanal der Cellmask™ Orange
gefärbten Zellen und der grüne Kanal mit PMI. Das eingezeichnete Fenster zeigt den Bereich zu dem eine
REM-Aufnahme angefertigt wurde. Größenbalken Seite: 500 µm.
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Der in Abbildung 62 eingezeichnete Ausschnitt wurde im REM untersucht, um festzustellen,

ob die Partikeloberfläche unversehrt bleibt. Außerdem war es möglich zu prüfen, ob eine

korrelative Mikroskopie aus REM und Fluoreszenzmikrokopie durch nachträgliches

Überlagern der Bilder erfolgen kann. Für die Betrachtung im REM wurden die Zellen mit

Ethanol fixiert, die Probe für 48 h getrocknet, bevor sie im REM betrachtet wurde. Die

Partikeloberfläche zeigte sich im REM unbeschädigt (Abbildung 63). Um die Zellen herum, die

sich ohne zusätzliche Präparation mit einem geringen Kontrast abheben, waren keine

„Fraßspuren“ zu erkennen, so dass davon auszugehen ist, dass die Zellen nicht in der Lage

sind, Partikel von der Oberfläche abzulösen.

Abbildung 63: REM-Aufnahme des in Abbildung 62 dargestellten Fensters mit Niedrigspannung bei 80V.

Zellen wurden für diesen Versuch lediglich mit Alkohol fixiert und anschließend getrocknet. Es ist das aus 42

Aufnahmen gewonnene Bild dargestellt (34 Megapixel). Größenbalken: 100 µm. Die Aufnahme entstand mit

der freundlichen Hilfe von Herrn Glaßer.

Eine Überlagerung und die Darstellung eines REM-Bildes kombiniert mit einem

fluoreszenzmikroskopischen Bild war im Nachhinein möglich und ergab ein Bild, das den

Vorteil der hohen Auflösung im REM mit der Fluoreszenz verbinden lässt (Abbildung 64).
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Abbildung 64: Korrelative Mikroskopie: Überlagerung des Fensters der Fluoreszenzaufnahme aus Abbildung

62 mit der REM-Aufnahme aus Abbildung 63. Die Überlagerung wurde im Nachhinein mit Adobe®

Photoshop® CS3 durchgeführt. Größenbalken: 100 µm.

Die Verwendung von VBPS-partikelbeschichteten Titanoxid-Oberflächen zeigte Vorteile für

das Wachstum und Anhaften der Zellen. Die Zellen waren in der Lage, sich sehr gut an diese

Oberflächen zu haften und bevorzugten diese gegenüber den unbeschichteten Oberflächen.

Ein weiterer Schritt wäre, diese Oberflächen mit HAP zu beschichten und in Zellkultur zu

untersuchen. Diese Untersuchungen waren während der Erstellung dieser Arbeit noch nicht

abgeschlossen und konnten somit leider nicht mehr bei der vorliegenden Arbeit

Berücksichtigung finden. Auch Differenzierungsversuche mit MSC auf diesen Oberflächen

sind geplante Untersuchungen, die zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit noch

ausstanden.
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6.3.5 Aufnahme von Zytotoxizität von Wirkstofftragenden Nano-Kapseln und

Partikeln

Der letzte Abschnitt dieses Kapitels beschäftigt sich mit wirkstofftragenden Nanokapseln und

Partikeln. Diese wurden im Rahmen dieser Arbeit auf die Aufnahme und Toxizität in MSC

getestet. Sie sollen später mit phosphonat-funktionaliserten Oberflächen auf

Titanoxidoberflächen aufgebracht werden, um dort ihre Wirkstoffe freizusetzen.

PLA-Dexamethason-Partikel, die unter 6.3 näher beschrieben sind, sollen durch die

Freisetzung von Dexamethason die Differenzierung von MSC zu Osteoblasten stimulieren.

Dexamethason wurde deshalb gewählt, da es im Gegensatz zu dem knochenwachstum-

stimulierenden Protein BMP wesentlich billiger für erste Tests war, auch wenn die Spezifität

geringer ist.

Die Partikel wurden in einer Konzentration von 75 µg/mL mit dem MSC inkubiert und die

Aufnahme nach 20 h im FACS gemessen. Während die Nullpartikel PLA-Null ohne

Dexamethason (Tabelle 7) ebenso gut wie die 2% Dexamethason-Partikel PLA-2%Dex in MSC

aufgenommen werden (Abbildung 65 A), werden die Partikel PLA-5%Dex mit 5%

Dexamethason mehr als doppelt so gut aufgenommen. Eingelagertes Dexamethason scheint

damit in höheren Konzentrationen die Oberfläche der Partikel zu beeinflussen, so dass eine

Beeinflussung der Partikelaufnahme in Zellen auftritt. Von anderen Arbeitsgruppen ist

bereits bestätigt, dass Dexamethason an Zelloberflächen bindet[186-187]. Darin werden auch

Rezeptoren als mögliche Bindungspartner genannt. So wäre es möglich, dass diese

Eigenschaft zu einer erhöhten Zellassoziation führt und dadurch zu einer erhöhten Aufnahme

in MSC führt. Tatsächlich war im CLSM eine Aufnahme aller Partikel ins Zellinnere zu

erkennen (Abbildung 67 B-D). Auch waren bei den Partikeln PLA-2%Dex mit 2%

Dexamethason viele membrangebundene Partikel zu finden (Abbildung 67 C), allerdings

nicht bei den Partikeln PLA-5%Dex mit 5% Dexamethason und den Nullpartikeln PLA-Null

(Abbildung 67 B und D). Bei 5% Dexamethason-Partikeln sind größere Partikelaggregate zu

erkennen (Abbildung 67 D), die auch in den Zellen zu finden sind. Während eine

Membranakkumulation zu der genannten Theorie passt, erklärt sie nicht die Aggregation bei

den Partikeln PLA-5%Dex mit 5% Dexamethason. Vielleicht spielen noch weitere Faktoren

eine Rolle, die bisher nicht geklärt sind. Die Aggregation wirkt sich aber offenbar nicht

negativ auf die Aufnahme aus.
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Abbildung 65: FACS-Analyse nach 20 h Inkubation in MSC mit PLA-Partikeln. A) Aufnahme der Partikel in die
Zellen. B) Zytotoxizität der Partikel bestimmt mit 7-AAD-Messung und verglichen mit der Negativkontrolle.
Ergebnisse sind Median-Werte aus Triplikaten mit Standardabweichung.

Abbildung 66: CLSM-Aufnahmen von MSC nach 20 h Inkubation: A) Negativ Kontrolle, B) PLA-Null-Partikel, C)
PLA-2%DEX-Partikel, D) PLA-5%-DEX-Partikel. Die Fluoreszenz der Partikel ist in grün dargestellt (PMI), die
Zellmembran rot (CellMask™ Orange) und der Zellkern blau (DRAQ5™). Größenbalken: 25 µm.

Die Untersuchung der Toxizität der Partikel nach 20 h Inkubation in MSC zeigte überwiegend

lebende Zellen (Abbildung 65 B). Allerdings ist eine leichte Erhöhung der Toxizität bei den

A B

A B

C D
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Nullpartikeln PLA-Null und den Partikeln PLA-2%Dex  mit 2% Dexamethason zu erkennen.

Mehr als 90% der Zellen sind aber nach 20 h bei jedem Partikel noch vital.

Die Aufnahme der PLA-Partikel nimmt über die Zeit der Inkubation von 7 Tagen weiter zu. Die

FACS-Analyse am Tag 7 der Inkubation zeigt deutlich, dass im Fall aller Partikel höhere

Aufnahmewerte gemessen werden konnten (Abbildung 67 A) als nach 20 h Inkubation (vergl.

Abbildung 65 A). Dabei nimmt die Aufnahme der Null-Partikel PLA-Null und der Partikel PLA-

2%Dex mit 2% Dexamethason in Relation zu den Partikeln PLA-5%Dex mit 5% Dexamethason

mehr zu. Die Nullpartikel PLA-Null liegen fast gleichauf mit der Probe mit den Partikeln PLA-

5%Dex mit 5% Dexamethason, während die Partikel PLA-2%Dex mit 2% Dexamethason eine

etwa halb so gute Aufnahme erreichen wie die Partikel PLA-5%Dex mit 5% Dexamethason.

Über die Zeit von 7 Tagen scheinen sich die Vorteile in der Aufnahme durch das

Dexamethason immer mehr zu relativieren.

Die Toxizität der Partikel nach 7 tägiger Inkubation zeigte mehr als 25% apoptotische Zellen

bei der Nullpartikel-Probe PLA-Null und mehr als 10% apoptotische Zellen bei der Partikel-

Probe PLA-2%Dex mit 2% Dexamethason. Bei der Negativkontrolle und den Zellen inkubiert

mit Partikeln PLA-5%Dex mit 5% Dexamethason sind mehr als 95% der Zellen vital. Nach 7

Tagen scheint eine allgemeine Toxizität der Partikel aufzutreten, die durch das eingebettete

und freiwerdende Dexamethason gemindert wird. Der antiapoptotische Effekt von

Dexamethason ist bereits beschrieben[188-189]. Deshalb wirkt sich eine zunehmende

Konzentration von Dexamethason hinsichtlich der Zellvitalität nach 7 tägiger

Partikelinkubation positiv aus.
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Abbildung 67: FACS-Analyse nach 7 tägiger Inkubation mit PLA-Partikeln. A) Aufnahme der Partikel in MSC. B)
Zytotoxizität der MSC mit Partikeln verglichen mit der Negativkontrolle, bestimmt mit 7-AAD-Messung.
Ergebnisse sind Median-Werte aus Triplikaten mit Standartabweichung.

Durch die Verkapselung von Bisphosphonat und dessen gezielte Freisetzung soll bei

Osteoklasten eine Inhibition der Aktivität bewirkt werden. Die zur Verkapselung

verwendeten Kapseln bestehen aus Polyurethan und Polyharnstoff. Sie sind unter 6.3 näher

beschrieben. Da in unserer Gruppe zum Zeitpunkt der Experimentdurchführung keine

Osteoklastenkulturen etabliert waren, wurden die erste Aufnahme- und Toxizitätsstudien an

MSC durchgeführt, bevor unsere Kooperationspartner die Aufnahme, Toxizität und Wirkung

an Osteoklasten testen.

Im FACS zeigte sich eine sehr geringe Aufnahme der Polyurethan-Kapseln in MSC (Abbildung

68 A), die im Fall der Bisphosphonat-enthaltenden Kapseln sogar noch etwas geringer ausfiel

als in den Polyurethan-Nullkapseln. Diese geringe intrazelluläre Aufnahme wurde im CLSM

bestätigt (Abbildung 69 B und C). Polyurethan als Polymer eignet somit sich besonders dann,

wenn eine die Zellaufnahme der Kapseln nicht erwünscht ist.

Eine bessere Zellaufnahme wurde mit Polyharnstoffkaspeln erreicht (Abbildung 68 A). Die

Bisphoshonat-enthaltende Kapseln wurden etwa doppelt so gut aufgenommen wie die

Nullkapsel. Dieser Effekt ist nicht zu erklären. Die Aufnahme und intrazelluläre Lokalisation

ließ sich allerdings im CLSM bestätigen (Abbildung 69 D und E). Im CLSM wurden bei den

Polyharnstoffkaspeln einige Aggregate gefunden.

A B
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Abbildung 68: FACS-Analyse nach 20 h Inkubation in MSC mit Polyurethan (HD)- und Polyharnstoff (DMAP)-
Kapseln (Tabelle 7). A) Aufnahme der Kapseln in die Zellen. B) Zytotoxizität der Kapseln bestimmt mit 7-AAD-
Messung und verglichen mit der Negativ Kontrolle. Ergebnisse sind Median-Werte aus Triplikaten mit
Standartabweichung.

Während die Polyurethankapseln keine signifikante Erhöhung der Toxizität im FACS bei einer

7-AAD-Färbung ergaben und über 95% der Zellen vital waren, führten die

Polyharnstoffkapseln zu einer Toxizitätserhöhung. Etwa 15% der Zellen gingen in Apoptose

unabhängig von der Wirkstoffbeladung. Da Harnstoff nicht toxisch für die Zellen sein sollte,

könnte es sein, dass bereits nach 20 h andere Abbauprodukte entstehen, z.B. Isocyanat-

Verbindungen, die sich toxisch auf die Zelle auswirken. Aufgrund der Toxizität sind diese

Kapseln nicht für einen längeren Einsatz in Osteoklastenkulturen geeignet, da diese noch

wesentlich empfindlicher reagieren als MSC.

Für die Zukunft wird es nötig sein, weitere Verkapselungssysteme zu testen. Da aber für eine

Wirkstofffreisetzung von Implantat-Oberflächen keine Zellaufnahme nötig ist, wäre eine

Weiterführung des Versuchs mit Polyurethan-Kapseln, wegen der schlechten Zellaufnahme,

denkbar. Außerdem kann durch eine zum Anbinden auf Titanoxidoberflächen nötige

Funktionalisierung mit Phosphonatgruppen sich die Aufnahme in Zellen noch.

A B
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Abbildung 69: CLSM-Aufnahmen von MSC mit A) Negativkontrolle, B) HD-NULL-Kapsel C) HD-Bis-Kapsel D)
DMAB-NULL-Kapsel E) DMAB-Bis-Kapsel. Die Fluoreszenz der Kapseln ist in Grün dargestellt (Sulforhodamin
101), die Zellmembran Rot (CellMask™ Orange). Größenbalken: 25 µm.

A B C

D E
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6.4 Etablierung neuer Methoden zum Studium der Partikelaufnahme in Zellen

Während der Erstellung dieser Arbeit wurden einige Methoden in der Arbeitsgruppe neu

etabliert. Dies war nötig, da sich durch neue technische Geräte, wie die Verwendung eines

Mehr-Laser-FACS oder der STED-Technik neue Möglichkeiten ergaben, neue Untersuchungen

durchzuführen.

Zu zwei dieser neuen Methoden wurden erste Versuche gemacht, die für zukünftige Arbeiten

als Grundlage dienen sollen. Diese werden in diesem Kapitel und die gewonnenen

Erfahrungen dargestellt.

6.4.1 Zellzyklusabhängige Aufnahme von Partikeln

Wie in 5.2.2 beschrieben, ist es möglich, mit der FACS-Technik den Vermehrungszyklus einer

Zelle, den sogenannten Zellzyklus darzustellen. Dazu wurden bereits viele Arbeiten

durchgeführt[190-191]. Die ersten gehen bis auf die 1970er-Jahre zurück[192]. Die Idee die

Zellzyklus-abhängige Aufnahme zu untersuchen, ist nicht neu. Diese Untersuchungen sind

wichtig z.B. zur Behandlung von Krebs[193-195], Virusinfektions- und Replikations-

Mechanismen[196] und bei Zellfunktionsstudien[197]. Aber auch die Abhängigkeit der

Aufnahme von Nanopartikeln zum Stand der Zelle im Zellzyklus ist sehr interessant und

bisher nicht untersucht. Gerade für den Wirkstofftransport mit Nanopartikel in Zellen ist es

wichtig zu wissen, ob eine Zelle in der Lage ist, die Partikel effizient aufzunehmen. Zellen, die

in einer Phase des Zellzyklus ruhen, könnten sonst von der Aufnahme der Nanopartikel

ausgeschlossen sein.

Diese Untersuchungen werden mit der Zellzyklusanalyse möglich. Im FACS wird es mit Hilfe

dieser Methode möglich sein, Partikelaufnahme parallel zur Zellzyklusanalyse durchzuführen.

Mit Hilfe des unter 5.2.2 beschriebenen Protokolls war es möglich, in dieser Arbeit die

Darstellung eines Zellzykluses in Jurkat-Zellen mit der Verwendung von Propidium-Iodid (PI)

zu erreichen. Das Ergebnis ist in Abbildung 70 A zu sehen. Es konnten alle Phasen des

Zellzykluses dargestellt werden. Im Vergleich zu Abbildung 70 B ist zu beachten, dass bei dem

eigenen Ergebnis fragmentierte DNA (vor dem G0/G1-Peak) und Zell-DNA-Schrott (hinter

dem G2/M-Peak) nicht durch Ausschluss entfernt wurden, wie in Abbildung 70 B.
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Abbildung 70: Zellzyklus-Analyse im FACS mit PI-Färbung. A) Eigenes Ergebnis. Der G0/G1- und der G2/M-
Peak sind rot markiert und beschriftet. B) Muster für einen Zellzyklus[198]. Die einzelnen Phasen sind
beschriftet. G: Ruhephasen (Gap), S: Synthese-Phase der DNA (Genom-Verdopplung), M: Zellteilung (Mitose).

Somit ist es gelungen, die Darstellung eines Zellzykluses mit Jukat-Zellen im FACS zu erhalten.

Studien in Relation zur Partikelaufnahme konnten im Umfang dieser Arbeit leider nicht mehr

durchgeführt werden, sind aber ein wichtiger Punkt für zukünftige Arbeiten.

6.4.2 Analyse der Partikelaufnahme lebender Zellen im STED

Die Fluoreszenzmikroskopie ermöglicht das Beobachten von lebenden Zellen und zelluläre

Prozesse mit Fluoreszenzmarkern. Die Grenzen sind durch die Auflösung von minimal 200 nm

gegeben. Die Elektronenmikroskopie ermöglicht zwar eine weitaus bessere Auflösung,

allerdings nur für fixierte Zellen. Mit Hilfe der STED-Mikroskopie ist es möglich,

Fluoreszenzmikroskopie mit einer Auflösung von 70 nm und darunter durchzuführen (siehe

auch 4.2 und 5.2.4). Bisher beschränkte sich diese Mikroskopie allerdings auf die Darstellung

von fixierten Zellen[192]. Da die Bewegung von Zellen bei dieser hohen Auflösung

problematisch ist, ist es nötig, eine schnelle Bildgewinnung bei optimaler Auflösung zu

erreichen, um Nanopartikel in Zellen darstellen zu können. Diese Optimierungsarbeit wurde

zusammen mit Dr. Turshatov im Rahmen dieser Arbeit begonnen. Zeitgleich mit der

Fertigstellung unserer Ergebnisse wurde die Methode auch von Schübbe et al. publiziert[115].

MSC stellten sich als ungeeignet für STED-Mikroskopie heraus. Sie besaßen eine sehr hohe

Eigenfluoreszenz, die fast über das gesamte Spektrum verlief und auch im Bereich des STED-

Lasers (594 nm) noch sehr hoch war. Die Eigenfluoreszenz von Zellen ist ein bekanntes

Phänomen[199]. HeLa-Zellen besitzen eine hohe Eigenfluoreszenz im UV-Bereich[200]. Im

A B
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Bereich des STED-Lasers bei 594 nm ist sie dagegen sehr gering. Aus diesem Grund wurden

für diese Versuche HeLa-Zellen verwendet. Die Eigenfluoreszenz wird stärker, wenn die Zellen

in Apoptose gehen[200]. Somit wurde besonders auf ununterbrochen optimale

Kulturverhältnisse bis zur Mikroskopie geachtet, um die Zellen vital zu halten. Damit war ein

Störsignal durch Eigenfluoreszenz selbst bei den nötigen hohen Verstärkungen nicht

problematisch. Hohe Verstärkungen waren deshalb nötig, da die

Bildgewinnungsgeschwindigkeit sehr hoch sein musste, um Bewegungsartefakte zu

vermeiden. Später wurde deshalb vom PMT (Photomultiplier) als Detektor zur APD

(Avalanche Photodiode) gewechselt. APDs besitzen im Bereich von unterhalb 600 nm zwar

keine Sensitivitätsvorteile gegenüber PMTs, jedoch besitzen sie praktisch kein Rauschen, das

bei PMTs mit höherer Verstärkung zunehmend zum Problem wird. Auf einen

Membranfarbstoff wurde zunächst verzichtet, um diesen als Störquelle auszuschließen.

Die Aufnahmen wurden mit Polystyrol-Nanopartikel durchgeführt, die den

Fluoreszenzfarbstoff Bodipy enthalten. Diese Partikel erwiesen sich als sehr stabil in STED,

sowohl was das Polystyrol als auch den Farbstoff Bodipy betrifft, der keinerlei

Photobleichung zeigte. Das verwendete Bodipy besitzt sein Anregungsmaximum bei 503 nm,

das Emissionsmaximum  liegt bei 512 nm. Der verwendete Partikel ist in Tabelle 8 zu sehen.

Tabelle 8: Partikel mit Bodipy-Farbstoff von Christoph Hauser. (Dz= mittlere Partikel-Größe)

Monomer Fluoreszenzfarbstoff Dz in nm
Styrol Bodipy 139±11

Für den gezeigten Versuch wurden HeLa-Zellen mit 300 µg/mL Partikelsuspension für 20 h

inkubiert. In Abbildung 71 B ist die konfokale Aufnahme einer HeLa-Zelle (Durchlichtbild der

Zelle siehe Abbildung 71 A) zu sehen, die sehr viele Partikel trägt. Zum Vergleich sieht man in

Abbildung 71 C das gleiche Bild als STED-Aufnahme. Es ist zu sehen, dass die Partikel

wesentlich besser aufgelöst dargestellt werden und so eine Unterscheidung ermöglichen, ob

es sich um Konglomerate handelt oder um einzelne größere Partikel.
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Abbildung 71: Vergleich eines CLSM-Bildes (B) und STED-Bildes (C) von derselben HeLa-Zelle (Durchlicht A)

mit Biodipy-Nanopartikel (Grün). In den Ecken sind Ausschnittvergrößerungen dargestellt. ROI: Gesetzte

Vermessungslinie (Region of interest).

Um den optischen Eindruck zu bestätigen, wurde eine Vermessung an einem größeren Punkt,

der nach der STED-Aufnahme aus zwei Partikeln besteht, durchgeführt. Die Messung erfolgte

entlang einer Linie (ROI), die in Abbildung 71 dargestellt ist. Es zeigte sich, dass im CLSM-Bild

eine Unterscheidung der Partikel nicht möglich ist. Die Vermessung ergab einen großen

Punkt von etwa 400 nm Größe (Abbildung 72 oben). Im STED jedoch lassen sich klar zwei

getrennte Objekte ausmachen (Abbildung 72 unten). Es kann eine Größe von etwa 150 nm

für jeden Punkt bestimmt werden, was gut zu der theoretischen Größe der Partikel von 139

nm passt.

ROI ROI

A

B C
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Die STED-Mikrokopie ermöglicht so die detaillierte Darstellung von Nanopartikeln in Zellen.

Im nächsten Schritt wird es das Ziel sein, diese Technik zu nutzen, um Kolokalisationen von

Nanopartikel in lebenden Zellen über längere Zeiträume untersuchen zu können.

Abbildung 72: Beispiel der Diskriminierung von zwei Partikel im STED-Scan (unten, Channel 2) im Vergleich
zum konfokalen Scan (oben, Channel 1).
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit beschäftigte sich mit der Interaktion von Polymer-Nanopartikel und

Nanokapseln mit verschiedensten humanen Zellen.

Es wurde untersucht, welchen Einfluss das Polymer der Nanopartikel auf die Aufnahme in die

Zelle hat[147]. Dazu wurden Methacrylat-Partikel verwendet, die unterschiedliche

Polymerseitenketten besitzen, sonst aber gleiche Partikeleigenschaften (Größe,

Tensidbeladung) aufweisen. Dabei konnte gezeigt werden, dass der Einfluss des Tg der

Partikel einen entscheidenden Einfluss auf die Aufnahme der Partikel besitzt. Partikel, deren

Glaspunkt unterhalb der Zellinkubationstemperatur liegt, werden besser aufgenommen.

Der Einfluss der Funktionalisierung wurde an Phosphonatgruppen funktionalisierte Partikeln

in der Zellkultur untersucht. Phosphonatgruppen sollen eine Bindung der Partikel an

Titanoxidoberflächen ermöglichen. Die Aufnahme, Toxizität und deren Einfluss auf die

Differenzierung von Stammzellen wurde in der Arbeit näher untersucht[166]. MSC wurden in

der Gegenwart dieser Partikel in die osteogene, chondrogene und adipogene Linie

differenziert. Die Partikel wurden sehr gut in die Zellen aufgenommen und waren nicht

toxisch. Der Nachweis der Differenzierung zeigte keinerlei Beeinflussung des

Differenzierungsverhaltens der MSC in Anwesenheit der Partikel. Auch zeigte diese

Versuchsreihe, dass bei einer Partikel-Inkubationszeit von über einem Monat keinerlei

toxische Nebenwirkungen auftreten und nach dieser Zeit noch immer Partikel in den Zellen

nachweisbar sind.

Phosphonat-funktionalisierte Partikel mit einer höheren Phosphonatgruppendichte wurden

zur Beschichtung von Titanoxid-Oberflächen herangezogen. Die Beschichtung einer

Titanoberfläche mit diesen Partikeln ermöglichte ein sehr gutes Wachstum von MSC auf

dieser Oberfläche. Beschichtete Flächen wurden bevorzugt. Hydroxylapatit-ummantelte

Phosphonat-Partikel wurden auf Zellverträglichkeit getestet, da Hydroxylapatit eine weitere

Steigerung der Bioverträglichkeit bewirken kann. Auch hier war kein negativer Einfluss auf

MSC festzustellen.
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Die weiteren Schritte der Untersuchungen werden zum Teil von Kooperationspartnern und

auch noch zukünftig durchgeführt. Im nächsten Schritt ist das Ziel, abbaubare Kapseln und

Partikel für diese Beschichtungen einzusetzen, die Wirkstoffe tragen. Diese sind Phosphonat-

funktionalisiert und die Freisetzungen der Wirkstoffe, die sie enthalten sollen, werden erneut

an MSC getestet. Osteoklasten wurden bereits mit unseren Kooperationspartnern mit

phsphonat-funktionalisierten Partikeln untersucht. Die positiven Ergebnisse bilden die

Grundlagen für den nächsten Schritt[165]. Dabei ist die Verwendung von abbaubaren Kapseln

geplant, die eine Phosphonatfunktionalisierung tragen und Bisphosphonate freisetzen, um

damit die Aktivität der Osteoklasten hemmen. Die ersten Arbeiten hierzu haben bereits

begonnen. Der letzte Schritt dieses Projekts wird es schließlich sein, alle gewonnenen

Erfahrungen im Tiermodell mit Implantaten zu bestätigen.

Abbaubare Nanokapseln ermöglichen die Wirkstofffreisetzung in Zellen. Verschiedene

Kapseln wurden in dieser Arbeit untersucht, besonders Kapseln aus PBCA[153]. Sie enthielten

fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide, die als Modell für eine später zu verwendende DNA-

oder RNA-Beladung dienen. Es konnte gezeigt werden, dass die Kapseln sehr gut in Zellen

aufgenommen werden und im Gegensatz zu den oft gezeigten toxischen Effekten der PBCA-

Partikel, keine Toxizität auf Zellen zeigten. Des Weiteren hat sich ergeben, dass diese Kapseln

ihren Inhalt in Zellen freigeben können. Dies wurde im Besonderen für MSC bestätigt.

Somit ist es möglich, mit diesen Kapseln künftig DNA und RNA in Zellen einzuschleusen und

freizusetzen, auch in vivo. Erste Versuche mit Kooperationspartnern laufen bereits. Weitere

Anwendungen sind denkbar, z.B. weitere hydrophile Stoffe wie Proteine zu verkapseln und in

Zellen freizusetzten.

Die Entdeckung, dass die in den Kapseln verwendeten CY5-markierten Oligonukleotide in der

Lage sind Mitochondrien anzufärben, wurde mit einer kommerziellen Färbelösung

verglichen. Es zeigte sich, dass eine Färbung mit CY5-markierten Oligonukleotiden zwar

länger dauert, aber dafür über sehr viel längere Zeiten ohne negative Einflüsse für die Zelle

angewendet werden kann.

Diese Methode eröffnet eine neue kostengünstige Alternative in dem sehr wichtig geworden
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Bereich der Fluoreszenz Analyse von Zellen. Außerdem stellt sie eine gut verträgliche

Methode dar, unproblematisch und nicht toxisch Mitochondrien über längere Zeiträume zu

färben und zu beobachten. CY5-markierte Oligonukleotide bieten sich auch an, um die

Freisetzung aus Kapseln in Zellen optisch verfolgen zu können.
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8 Summary and Outlook

This thesis is dealing with the interaction of polymer nanoparticles and nanocapsules with

different human cell lines.

The influence of the polymer of the nanoparticle with the uptake in the cell has been

investigated[147]. Therefore metacrylate nanoparticles were used, which have different side

polymer side chains, but are equal in other particle characteristics (size, surfactant load). It

was shown, that the influence of the Tg of the particles has an crucial influence on the

cellular uptake of the particles. Particles with a glass transition point below the cell

incubation temperature showed a better uptake.

The influence of functionalization was investigated with phosphonate functionalized particles

in cell culture. Phosphonate groups should allow the binding of particles to titanium surfaces.

The uptake, toxicity and the influence on the differentiation of stem cells was investigated

closely in this thesis[166]. MSC were differentiated in the presence of particles to the

osteogenic, chondrogenic and adipogenic lineage. The particles showed a good uptake in the

cells and are not toxic. There was no influence on the differentiation potential of the MSC in

presence of the particles. This experiment also showed no toxic influence of the particles

after an incubation time of more than one month and also still the presents of these

particles inside the cells after this time period.

Phosphonate functionalized nanoparticles with a higher phosphonate group density were

used for coating of titanium oxide surfaces. The coating of the titanium surface with these

particles facilitates a very good cell growth of MSC on this surface. Coated surfaces were

preferred. Hydroxyapatide coated phosphonate particles were tested on cell compatibility,

because Hydroxyapatide can support an increase of biocompatibility. Also in this case no

negative influence on MSC was detected.

The next steps in this project that is also partially done by cooperation partners are ongoing

and will still be done in the future. The next step will be the use of degradable capsules and

particles for the coatings that bear active components. These will be phosphonate
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functionalized and able to set free these active components and they will also be tested with

MSC. Also osteoclasts were already tested by our cooperation partners with phosphonated

particles. The positive results are the basics for the next steps[165]. Here the use of

degradable capsules are planned to inhibit osteoclast activity. The first studies have already

started. The last step of this project will be to use the experience for in an animal model with

implants.

Degradable capsules allow the disposal of active components in the cell. Different capsules

we used in this thesis especially PBCA capsules[153]. They contained fluorescent labeled

oligonucleotides that were used as a model for DNA and RNA in the later application. It could

be shown, that these capsules were efficiently take up by the cells and didn’t show any toxic

effect as PBCA particles in cells. It was also shown, that the PBCA capsules are able to release

their load in cells. This was shown especially for MSC.

Therefore it is possible to use PBCA capsules for the delivery of DNA and RNA to cells, also in

vivo. First experiments of cooperation partners are already in progress. Other application can

also be the encapsulation and intracellular release of other hydrophilic substances like

Proteins.

The discovery of mitochondria staining of CY5-labeled oligonucleotides was compared to

commercial staining methods. Indeed the staining of CY5-labelled oligonucleotides took a

little bit longer than the commercial one, but it could be used during a long time observation

of cells without a negative influence on the cells.

This method created a new cost-efficient alternative in the growing important sector of

fluorescence analysis of cells. In addition it is a good and easy method to stain mitochondria

over long time periods without any toxic effects. Cy5-labled Oligonucleotides are also first

choice to show the release out of capsules in cells in an easy way.
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