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1 Einleitung

Das Einbringen von rekombinanten Nukleinséduren in Zellen zur Behandlung von
Krankheiten wird als Gentherapie bezeichnet.!: > Dies umfasst in der EU
(Europaische Union) sowohl DNA- als auch RNA-basierte Strategien. Viele
Krankheiten beruhen auf Fehlfunktionen von Proteinen. Diese kdnnen nicht
immer durch herkbmmliche Therapien behandelt werden. Die Gentherapie bietet
gerade hier groRes Potential, da theoretisch jedes Protein zuganglich ist. So
befanden sich zwischen 1989 und 2012 weltweit etwa 1843 Gentherapeutika in
klinischen Studien. In etwa 30 der Studien wurden RNAIi (RNA interference)
Strategien verfolgt.®> 4 2003 wurde in China unter dem Namen Gendicine®
weltweit das erste Gentherapeutikum fiir die Vermarktung zugelassen.? ° In der
EU hingegen wurde erst 2012 unter dem Namen Glybera® das erste
Gentherapeutikum zugelassen. Eine Therapie mit Glybera soll etwa 1,1 Mio. U
kosten.59 Beide Gentherapeutika nutzen dabei Viren als Vektoren (Gendicine® i
p53-Adenovirus; Glybera® i adeno associated virus type 1 (AAV1)). Durch die
induzierte Expression von p53 wird Gendicine® zur Krebstherapie eingesetzt.®
Glybera® hingegen wird zur Therapie von Typ 1 Hyperlipoproteinamie verwendet.
Diese Krankheit wird durch eine Mutation des Gens flr Lipoproteinlipase
hervorgerufen. Somit enthalt der Virus auch eine funktionstlichtige Variante
dieses Gen.®

Das Interesse an Gentherapie ist also sehr grof3. Jedoch gab es neben den
Erfolgen der Nukleinsaure-basierten Therapien auch viele Rickschlage. So ist
das Einbringen von Nukleinsauren in Zellen ohne geeignete Hilfsmittel nicht
effizient moglich. Weitaus die meisten der sich in klinischen Studien befindenden
Gentherapeutika verwenden fur den Transport der Nukleinsauren daher Viren.
Wahrend diese Vektoren Nukleinsauren sehr effizient in Zellen einbringen
kénnen, kdonnen sie auch starke Nebenwirkungen hervorrufen. Dazu kommen
limitierte Beladungskapazitaten und hohe Kosten.3 10

Vor allem Nanopartikel und kolloidale Dispersionen bieten hier eine Alternative
fur den Nukleinséuretransport. So sind solche Systeme leicht herzustellen und
mit Nukleinsduren zu beladen. Aufgrund ihrer Grolie und

Oberflachenfunktionalisierung kdnnen Nanopartikel von Zellen aufgenommen
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werden.'® 11 AuRerdem bieten Nanopartikel die Mdoglichkeit, tber targeting
Funktionen Nukleinsaure nur in bestimmte Zellen einzubringen.

Neben anderen Materialien lasst sich auch Calciumphosphat in nanoskaligen
Dimensionen stabilisieren. Die Calciumphosphat-Nanopartikel lassen sich
auBerdem mit Nukleinsauren funktionalisieren und zum Transport in Zellen
verwenden. Als Bestandteil von menschlichen Hartgeweben ist Calciumphosphat
desweiteren biokompatibel und bietet sich daher als Genvektor an.

Zur Einfuhrung werden in den n&chsten Abschnitten zunéchst die
kolloidchemischen Grundlagen dargestellt, mit denen die Stabilitdit von
kolloidalen Dispersionen beschrieben werden kann. Dabei wird auch auf das
Vorkommen und die Anwendungsmdoglichkeiten von Calciumphosphat-
Nanopartikeln eingegangen.

Anschlie3end wird in die biologischen Grundlagen eingefiihrt. Dabei geht es um
die Mechanismen, die zur Aufnahme von Nanopartikeln in Zellen fahren.
Weiterhin werden die Grundlagen besprochen, auf denen die Beeinflussung der
Proteinbiosynthese durch fremde Nukleinsauren beruht.

AbschlieRend werden Mdoglichkeiten fir den Transport von Nanopartikeln durch

den Magen-Darm-Trakt umrissen.



1.1 Kolloidale Systeme

1.1 Kolloidale Systeme

Kolloidale Systeme und Nanopartikel werden von verschiedenen Autoren
unterschiedlich definiert. Laut IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) bestehen kolloidale Systeme aus dispergierten Teilchen, die in
mindestens einer Richtung eine Dimension zwischen 1 nm und 1 um haben.
Dorfler bezeichnet Partikel mit Ausmal3en von ungefahr zwischen 1 nm und
500 nm als Kolloide.*> Desweiteren zeichnen sich kolloidale Systeme dadurch
aus, dass die Partikel (disperse Phase) homogen verteilt in einem Medium
(kontinuierliche Phase) vorliegen und die Dispersion Uber einen definierten
Zeitraum makroskopisch unverandert bleibt.1>* Als Nanopartikel hingegen
werden ublicherweise Partikel in einer GroRenordnung von 1-100 nm bezeichnet.
Im medizinischen Kontext jedoch kann die Definition eines Nanopartikels bis
etwa 1000 nm erweitert werden.>8 In dieser Arbeit beziehen sich die Begriffe
Nanopartikel und Kolloid auf Partikel in der Gré3enordnung zwischen 1 nm und
1000 nm.

Wie aus den unterschiedlichen Definitionen hervorgeht, sind kolloidale Systeme
und Nanopartikel hauptsachlich aufgrund ihrer GroRRe interessant. So haben
Nanopartikel Eigenschaften, die sich sowohl von den Eigenschaften der
einzelnen Atome, aus denen sie bestehen, als auch von den Eigenschaften
groRerer Partikel oder Festkorper unterscheiden.*®

So verandert sich das Verhéltnis zwischen Oberflache und Volumen der
Materialen in nanoskaliger Grolle so sehr, dass die Eigenschaften der
Oberflache die Eigenschaften der Materialien malf3geblich bestimmen. Vor
biologischem Hintergrund sind Nanomaterialien interessant, da sie aufgrund ihrer
GroRRe dazu in der Lage sind, von Zellen aufgenommen zu werden. Daher
kénnen Nanopartikel dazu genutzt werden, Substanzen in Zellen zu schleusen,
die sonst gar nicht oder nur schlecht ins Innere der Zellen gelangen wurden.
Zunachst kénnen kolloidale Systeme gemal ihres Aufbaus klassifiziert werden.
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1.1.1 Einteilung kolloidaler Systeme

Kolloidale Systeme lassen sich nach H. Staudinger in Dispersionskolloide,
Molekulkolloide und Assoziationskolloide klassifizieren.? 13

Bei Dispersionskolloiden handelt es sich dabei um in der kontinuierlichen Phase
unlésliche Partikel. Dispersionskolloide sind thermodynamisch instabil und meist
polydispers. Der kolloidale Zustand kann jedoch durch elektrostatische oder
sterische Stabilisierung aufrechterhalten werden. Dispersionskolloide kdnnen
sowohl durch Zerkleinerung als auch durch Kondensation aus atomaren und
molekularen Dimensionen entstehen.

Molekilkolloide hingegen bestehen aus in einem Medium geldsten
Makromolekllen. Sie stellen daher thermodynamisch stabile, lyophile Systeme
dar. Die Partikelgrof3e ergibt sich aus den Makromolekulen selbst, die zumeist
eine geknaulte Form annehmen. Molekulkolloide werden héaufig aus Polymeren
oder Biomolekilen gebildet.

Assoziationskolloide (Mizellkolloide) sind ebenfalls lyophil und thermodynamisch
stabil. Jedoch bilden hierbei zunachst geldste Tensideinzelmolekiile sogenannte
Mizellen mit kolloidalen Dimensionen aus. Bei einer bestimmten Kkritischen
Mizellbildungskonzentration kommt es durch Selbstorganisation der Molekile
spontan zur Ausbildung der Assoziationskolloide. Dieser Prozess ist reversibel.
AuBBerdem lassen sich kolloidale Systeme nach Ostwald anhand der

Aggregatzustande der dispersen und kontinuierlichen Phase einteilen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Einteilung kolloidaler Systeme nach Ostwald!? 3

. disperse kontinuierliche o
Bezeichnung Beispiel
Phase Phase
feste Sole fest fest Goldrubinglas
Suspension fest flissig Deckfarbe
feste Aerosole fest gasférmig Staub
feste Emulsionen flussig fest Opal
Emulsionen flussig flussig Milch
flissige Aerosole flussig gasformig Nebel
feste Schaume gasformig fest Styropor
flissige Schaume gasformig flussig Seifenschaum
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1.1.2 Kolloidchemische Grundlagen

Thermodynamisch ist zunachst jedes Dispersionskolloid bestrebt, zu
agglomerieren. Wie oben bereits erwédhnt wurde, kénnen Dispersionskolloide
jedoch durch elektrostatische oder sterische Wechselwirkungen kinetisch
stabilisiert werden. Die zugrundeliegenden Mechanismen werden in der DLVO-
Theorie (Derjagin, Landau, Verwey, Overbeek) behandelt. Dazu beschreibt die
DLVO-Theorie analog zum Lennard-Jones-Potential quantitativ die Anziehungs-
und Absto3ungskréafte, die zwischen den kolloidalen Partikeln wirken. Die
Summe  aus  AbstoRRungs- und  Anziehungsenergien  ergibt die
Wechselwirkungsenergie und wird in Abhangigkeit des Abstandes zweier Partikel

gemal Formel 1 beschrieben.
aﬁ}:&GAnZie-paEG'Angtogung (1)

Dabei ist G die freie Energie des Systems. Attraktive Energien besitzen ein
negatives Vorzeichen, wahrend repulsive Energien ein positives Vorzeichen
erhalten. Sowohl attraktive als auch repulsive Energien nehmen mit dem Abstand
ab. Fur kleine Molekile sind die attraktiven Energien proportional zu H®,
wahrend die repulsiven Energien proportional zu H*? sind, wobei H der Abstand
ist. In Abbildung 1 sind Energie-Abstands-Kurven zur lllustration der DLVO-
Theorie gezeigt. Hierbei wurde die freie Energie des Systems giG gegen den

Abstand H aufgetragen.
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Abbildung 1: Energie-Abstands-Kurven zur lllustration der DLVO-Theorie. Die freie
Energie des Systems (iii) ergibt sich aus der Addition der repulsiven (ii) und attraktiven (i)
Energien. (Entnommen aus Quelle?®)

Die kolloidalen Dispersionen streben den Zustand minimaler Energie im Minimum
M1 an. In diesem Zustand sind die Partikel agglomeriert. Durch repulsive
Wechselwirkungen kann jedoch die Agglomeration durch eine Energiebarriere
mit einem Maximum P verhindert werden. Bevor die Partikel agglomerieren,
muss diese Energiebarriere zunachst tuberwunden werden. Abbildung la stellt
eine Energie-Abstands-Kurve eines kolloidal stabilen Systems dar. Die
Agglomeration wird durch eine hohe Energiebarriere verhindert. In Abbildung 1b

ist die Energiebarriere so klein, dass sie leicht Uberwunden werden kann. Hierbei
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handelt es sich also um ein kolloidal instabiles System. In Abbildung 1c existiert
keine Energiebarriere, sodass Partikel keine Aktivierungsenergie zur
Agglomeration bendtigen. Abbildung 1d zeigt die Situation, in der die Partikel im
sekundaren Minimum Mz ausflocken kénnen. Diese Flocken sind allerdings nur
schwach assoziiert und konnen relativ leicht wieder dissoziieren.

Die attraktiven Wechselwirkungen kolloidaler Systeme sind hauptsachlich auf
van-der Waals Wechselwirkungen zurtickzufihren.

Repulsive Wechselwirkungen koénnen unter anderem durch elektrostatische
AbstolRung und sterische AbstoRung hervorgerufen werden.

So akkumulieren kolloidale Teilchen durch Adsorption Anionen oder Kationen an
ihrer Oberflache. Dadurch ist die Konzentration der lonen an der Oberflache der
Partikel hoher als im Volumen der Dispersion. Es bildet sich daher eine
elektrochemische Doppelschicht aus. Diese besteht laut Stern-Modell aus einer
starren inneren Schicht (innere Stern-Schicht) und einer diffusen &aufReren
Schicht. Die um das Teilchen entstehende Ladungswolke ist in Abbildung 2

schematisch dargestellt ist.

Starre Schicht Diffuse Schicht

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Ladungsaufbaus eines kolloidalen
Partikels. (Nachgezeichnet aus Quelle’?)

Die Ladungswolken, die jeweils zwei gleiche Teilchen umgeben, sorgen durch
elektrostatische Wechselwirkung dafiir, dass sich die Partikel gegenseitig

abstolRen. Die Grof3e der Ladungswolke beeinflusst somit die kolloidale Stabilitat.

7
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Der Zusatz an Elektrolyt kann die Ladungswolke verkleinern und somit
Agglomeration hervorrufen.

Die Ladung kolloidaler Partikel kann Uber das Zetapotenzial charakterisiert
werden.

Der Potentialverlauf in Abhéngigkeit des Abstandes von der Oberflache eines

Partikels ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

Scher-Schicht

+— Zetapotential

Potential

Abstand von der Oberflache

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Potentialverlaufs in der elektrochemischen
Doppelschicht unter Annahme des Stern-Modells. (Nachgezeichnet aus Quelle?©)

Der Potentialverlauf ist nach dem Stern-Modell dargestellt. Dieses Modell ergibt
sich aus der Kombination der Doppelschicht-Modelle von Helmholtz und Gouy-
Chapman.*?

In der starren Schicht sind die lonen zunachst stark an der Oberflache des
Partikels adsorbiert und wenig beweglich. Da die lonen zum Partikel einen
Mindestabstand haben, fallt das Potential in der starren Schicht linear mit dem
Abstand ab. In der diffusen Schicht fallt das Potential hingegen exponentiell mit
dem Abstand gegen Null ab. Die Konzentration an lonen gleicht sich mit

steigendem Abstand zur Partikeloberflache der Konzentration an lonen im

8
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Volumen an, sodass das Potential hier null ist. Innerhalb der diffusen Schicht
existiert ein weiterer Bereich, in dem die lonen und das Partikel eine
Funktionseinheit bilden. Dieser Bereich der diffusen Schicht wird als Scher-
Schicht bezeichnet. Innerhalb dieses Bereichs bewegen sich lonen und Partikel
als Einheit. Die Differenz des Potentials der Volumenphase und der Scher-
Schicht wird als Zetapotenzial bezeichnet.?°

Als Faustregel werden Dispersionen mit einem Zetapotenzial grof3er als + 30 mV
als kolloidal stabil bezeichnet.?% 2!

Sterische Stabilisation hingegen kann vor allem durch raumlich anspruchsvolle
Polymere erreicht werden. Die sterische Stabilisierung der kolloidalen Dispersion
hangt dabei von der Molekularmasse und der Konzentration des Polymers ab.
Bei der sterischen Stabilisierung adsorbieren die Polymermolekile so auf der
Oberflache der Partikel, dass sie als Barriere einen Mindestabstand zweier
Partikel gewahrleisten. Beim Zusammensto3 sorgt die Deformierung der
Polymerhille durch osmotische, elastische und entropische Effekte fir eine
AbstolRung der Partikel.

Die Abhangigkeit des Verhaltens eines Dispersionskolloides von der

Konzentration des Polymers ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt.
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SR S
00 — ¥ %@

Uberbriickungsflockung Sterische Stabilisierung

Verminderunsstabilisierung Verminderungsflockung

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Verhaltens eines Dispersionskolloides bei
unterschiedlicher Polymerkonzentration. Die Konzentration an Polymer nimmt in
Richtung der Pfeile zu. (Nachgezeichnet aus Quelle'?)

Bei zu geringer Konzentration an Polymer kommt es zunachst zur
Uberbriickungsflockung. In diesem Fall kann ein Polymermolekil an die
Oberflachen mehrerer kolloidaler Partikel adsorbieren und dadurch die
Agglomeration verursachen.

Bei optimaler Polymerkonzentration kommt es zur Ausbildung von
Polymerschichthillen um die Partikel, was zu sterischer Stabilisierung fuhrt.

Ist die Konzentration an Polymer zu hoch kann es zunachst zur
Verminderungsflockung kommen. Aufgrund der hohen Konzentration an Polymer
in der kontinuierlichen Phase bildet sich ein hoher osmotischer Druck aus, wenn
die Partikel in gegenseitige Nahe kommen. Die Molekile der kontinuierlichen
Phase verlassen dadurch den Zwischenraum zwischen den Partikeln und es
kommt zur Verminderungsflockung.

Bei noch hoherer Konzentration an Polymer kommt es hingegen zu
Verminderungsstabilisierung. Aufgrund der gro3en Menge an Polymermolekilen

10
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werden ZusammensttRe von Partikeln verhindert, sodass es nicht zur
Agglomeration kommt.

Neben der elektrostatischen und der sterischen Stabilisierung von
Dispersionskolloiden, kdnnen diese auch durch eine Kombination elektrosterisch
stabilisiert werden. Dies ist beispielsweise der Fall, wenn Polyelektrolyte an der
Oberflache von kolloidalen Partikeln adsorbieren. Ein Beispiel eines
Polyelektrolyten bilden die Nukleinsauren, die neben der Stabilisierung kolloidaler
Dispersionen auch noch Effekte in biologischen Systemen hervorrufen kénnen.
Disperionskolloide kdénnen aus verschiedensten Materialien, wie beispielsweise

Metallen oder Keramiken, darunter Calciumphosphat, gebildet werden.

1.1.3 Calciumphosphat-Nanopartikel

Calciumphosphat kann als Feststoff in unterschiedlichen Phasen vorkommen, die
sich uber das molare Verhaltnis von Ca/P charakterisieren lassen. Die meisten
Calciumphosphate sind dabei in Wasser bei neutralen oder basischen pH Werten
schwerldslich bzw. unldslich. Im Sauren hingegen sind die Calciumphosphate
wasserloslich. Das Ca/P-Verhaltnis liegt bei stochiometrischen
Calciumphosphaten zwischen 0,5 und 2,0. In der Regel sind Calciumphosphate
mit einem hoéheren Ca/P-Verhéltnis schlechter in Wasser I8slich.

Vor biologischem Hintergrund ist Calciumphosphat vor allem als anorganischer
Bestandteil der Hartgewebe (Z&dhne und Knochen) bekannt. Hierbei kommt das
Calciumphosphat in Saugetieren als Hydroxylapatit (HAP) vor. Die
stéchiometrische Zusammensetzung von Hydroxylapatit geht aus der
Summenformel Caio(PO4)s(OH)2 hervor. Da in biologischen Systemen jedoch
nichtstéchiometrische Apatite vorliegen, liegt das Ca/P-Verhaltnis zwischen 1,5
und 1,67.%% 22 Dabei kommt Calciumphosphat hauptsachlich nanopartikular vor.?*
Aus diesem Grund gelten Calciumphosphat-Nanopartikel als sehr gut
biokompatibel. Die Synthese von Calciumphosphat-Nanopartikeln ist einerseits
interessant, da sie als Beschichtung von Endoprothesen das Anwachsen an den
Knochen erleichtern koénnen. Andererseits kdnnen Calciumphosphat-
Nanopartikel mit unterschiedlichen Biomolekilen funktionalisiert werden. Da sie
aufgrund ihrer Grol3e von Zellen aufgenommen werden, kdnnen sie zum

Transport von Wirkstoffen genutzt werden.19: 24-27

11
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Calciumphosphat-Nanopartikel kénnen zudem leicht und schnell synthetisiert
werden. Abhéngig von den Bedingungen, unter denen die Synthese stattfindet,
konnen verschiedene Phasen dargestellt werden. Dabei spielen viele Faktoren
eine Rolle, unter anderem der pH-Wert, das eingesetzte Ca/P-Verhaltnis und die
Temperatur. Die Kristallisation aus Ubersattigten Losungen verlauft dabei nach
Ostwald-Lussac uber mehrere Stufen. Zunadchst wird die energetisch
ungunstigste Phase als erste Phase gebildet. Dies ist zumeist amorphes
Calciumphosphat (ACP). Hydroxylapatit (HAP) kann jedoch aus ACP durch
spontan erfolgende Transformation gebildet werden.?*?> Die Phase des
Calciumphosphats kann im biologischen Kontext eine Rolle spielen. So scheint
ACP das Knochenwachstum besser anzuregen als kristalline Calciumphosphate.
Bei der Transfektion von A549 Zellen hingegen war der Unterschied zwischen
Brushit- und HAP-Nanopartikeln nur sehr gering.?8

Die Funktionalisierung von Calciumphosphat-Nanopartikeln mit Biomolekilen
ermdglicht es, Wirkstoffe in Zellen zu transportieren. So adsorbieren organische
Molekile, Proteine oder Nukleinsduren gut an der Oberflache von
Calciumphosphat.?* 2°-34 Bei der Verwendung von Nukleinsauren kénnen diese
gleichzeitig eine Dispersion von Calciumphosphat-Nanopartikeln kolloidal
stabilisieren.

Der Adsorptionsprozess a n A n a ¢ kiumphosphateOberflachen wird durch
das Ersetzen von lonen an der Oberflache der Calciumphosphatkristalle durch
geladene oder polare Gruppen der adsorbierenden Molekile beschrieben. Dabei
interagieren negativ geladene Gruppen eher mit Calciumionen, wéahrend positiv
geladene Gruppen mit den Phosphationen interagieren kodnnen.'® 24 Die
Adsorption von Proteinen und kleinen Molektlen kann dartiber hinaus am besten
mittels Freundlich- oder Langmuir-lsotherme beschrieben werden, und scheint
irreversibel zu sein. Das heil3t, dass keine Desorption durch Verdinnung
stattfindet. AulRerdem ist die Adsorption von der Kristallphase des
Calciumphosphates abhéngig.?* Die Adsorption von DNA an die Oberflache von
Calciumphosphat-Nanopartikeln ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt. Dabei
ist die Wechselwirkung der negativ geladenen Gruppen des Phosphatriickgrates

der DNA mit den positiv geladenen Calciumionen illustriert.*0 35
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1.1 Kolloidale Systeme

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Interaktion von Calciumphosphat und
Nukleinsduren am Beispiel von einzelstrangiger DNA mit den Nukleotiden Cytidin und
Adenosin. R=weitere Nukleotide (Nachgezeichnet aus Quelle'°)

Die Interaktion von Nukleinsduren mit verschiedenen Calciumphosphat-
Nanopartikeln wurde weiterhin untersucht. So wird fur Citrat-funktionalisierte
Calciumphosphat-Nanopartikel die Interaktion Gber die grof3e oder kleine Furche

der DNA vorgeschlagen. Jedoch war die Calciumphosphat-Oberflache bei dieser

Studie durch Citrat besetzt und daher, wie auch die DNA, negativ geladen.®® Auf

der anderen Seite war die Interaktion von positiv geladenen Calciumphosphat-
Nanopartikeln mi t DNA sta2arker al s di e
Calciumphosphat-Nanopartikeln mit DNA. Die positive Ladung wurde hierbei

durch Funktionalisierung der Oberflache mit Aminosilylgruppen erreicht.?®

Das Einbringen von Nukleinsduren in Zellen ist interessant, da so Einfluss auf die
Proteinbiosynthese genommen werden kann. Seit der Entdeckungder ASt andar d

Calciumphosphat-Met hode i 1973 v on Graham und vV al
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1 Einleitung

Calciumphosphat-Nanopartikel durch verschiedene Modifikationen fur das
Einschleusen von Nukleinsauren optimiert werden.3’

So fuhrte die Kontrolle der Grol3e und Morphologie der Nanopartikel zu einer
verbesserten Transfektionseffizienz. Durch die Entwicklung mehrschaliger
Calciumphosphat-Nanopartikel konnten  die  Nukleinsduren vor dem
enzymatischen Abbau geschutzt werden.®® Weiterhin wurden aufgrund einer PEI-
Schale positiv geladene Calciumphosphate besser von Zellen aufgenommen.3% 40
Darliber hinaus konnten Calciumphosphat-Nanopartikel mit einer Silikaschicht
beschichtet werden.?® 4! Calciumphosphat-Nanopartikel konnten sowohl Uber
chemische Modifizierung der Silikaschale als auch Uber Modifizierung der PEI-
Schale mit Gruppen zur gezielten Aufnahme in bestimmte Zellen versehen
werden.*! So konnten Tumore in vivo gezielt mit den Nanopartikeln im Rahmen

von photodynamischer Therapie, sowie Gentherapie behandelt werden.*%: 42
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1.2 Biologischer Hintergrund

1.2 Biologischer Hintergrund

Im biomedizinischen Kontext sind Nanopartikel hauptséchlich fir den Transport
von funktionellen Molekulen (Wirkstoffen), sowie fir therapeutische und
diagnostische Zwecke interessant.

So kénnen beispielsweise die optischen Eigenschaften von Nanopartikeln fir
diagnostische Zwecke sehr hilfreich sein. Das fur in vivo-Imaging nutzbare
Fenster im elektromagnetischen Spektrum liegt bei 650-900 nm. Dieser Bereich
ist mit organischen Molekulen schwer zuganglich. Vor allem Nanopartikel aus
Halbleitermaterialien (quantum dots) und metallische Nanopartikel kénnen tber
ihre Grol3e und Morphologie ihre optischen Eigenschaften verandern, sodass sie
fur diagnostische Zwecke verwendbar sind.*3

Therapeutisch kdnnen Nanopartikel unter anderem zur Bekampfung von
Krebszellen eingesetzt werden. Metallische Nanopartikel kénnen dabei lokal
angeregt werden und Zellen durch Temperaturerhbhung abtéten. Dabei kénnen
Nanopartikel je nach Material durch Licht (photothermal therapy, PTT) oder durch
ein auBeres Magnetfeld angeregt werden.*® 44 Erfullen Nanopartikel sowohl
diagnostische als auch therapeutische Zwecke, so wird von theranostics
gesprochen.*®

Fiar den Transport von Wirkstoffen kdnnen verschiedene Nanopartikel mit aktiven
Biomolekilen funktionalisiert oder beladen werden. Proteine oder Nukleinsduren
konnen leicht in Polymer-Nanokapseln transportiert werden.*6-*8 Die Oberflache
von Nanopartikeln kann Uber saurelabile Linkermolekile mit Wirkstoffen
funktionalisiert werden. Dadurch kdnnen die Wirkstoffe auf den Partikeln die
Zellmembran Uberwinden und werden dann im Lysosom freigesetzt.3 4°
Calciumphosphat-Nanopartikel kénnen die verschiedensten Molekile, wie im
vorherigen Abschnitt beschrieben, auf ihrer Oberflache adsorbieren und so fir
deren Transport sorgen.®* Der Nutzen von Nanopartikeln fir den Transport von
Wirkstoffen liegt darin, dass die Bioverfligbarkeit von hydrophoben Molekilen
verbessert werden kann. Andererseits konnen Nanopartikel dabei helfen,
hydrophile Substanzen, die nicht von Zellen aufgenommen werden, Uber die
Zellmembran zu schleusen. So ist das Einschleusen von Nukleinsduren in Zellen
aufgrund der negativen Ladung und den hydrophilen Eigenschaften der

Nukleinsédure ohne geeignete Hilfsmittel nicht effizient mdglich.
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1 Einleitung

1.2.1 Genvektoren

Das Einschleusen von Nukleinsduren in Zellen ist sowohl fur die
Grundlagenforschung als auch fur die Gentherapie von Interesse. Aufgrund der
hohen negativen Ladungsdichte und der hydrophilen Eigenschaften von
Nukleinsauren ist es jedoch nicht ohne weiteres mdglich, diese Uber die
Zellmembran zu transportieren.

So gibt es mittlerweile mehrere Strategien, Nukleinséduren in Zellen einzubringen,
die auf unterschiedlichen Mechanismen beruhen. Am effizientesten gelingt der
Transport mittels viraler Transfektionssysteme.l% 50 So sind Viren evolutionar
darauf spezialisiert, ihre Nukleinsauren zur Replikation in Zellen einzubringen.
Um virale Mechanismen zur Transfektion auszunutzen, koénnen die Viren
genetisch modifiziert werden, sodass sie sich nicht mehr vermehren kénnen. Die
genetische Sequenz kann dabei durch eine gewlnschte Sequenz ersetzt
werden. AnschlieBend kann die spezialisierte Maschinerie des Virus die
gewilnschte Nukleinsauresequenz in Zellen einbringen. Die Maschinerie der
Viren involviert dabei zumeist Strategien, die Zellmembran zu tGberwinden, dem
lysosomalen Abbau zu entkommen und teilweise auch, Geninformation in den
Zellkern zu bringen. Abhangig vom verwendeten Virus kann DNA in die zellulare
DNA eingebaut werden, oder parallel zu der zellularen DNA exprimiert werden.>°
Jedoch haben virale Transfektionssysteme auch viele Nachteile. Zum einen sind
sie in der Produktion sehr teuer, und sie haben auch nur limitierte Kapazitat,
fremde Nukleinsauren aufzunehmen.® AuBerdem konnen virale Proteine
Entzindungen und starke Immunreaktionen hervorrufen. Ein weiteres Risiko
besteht in der Beschadigung der zellularen DNA.5°

Neben viralen Ansatzen konnen Nukleinsduren Uber physikalische oder
chemische Methoden in Zellen geschleust werden. Dabei beruhen die
physikalischen Methoden, wie zum Beispiel Elektroporation oder hydrodynamic
injection, auf der Schadigung der Zellmembran. Durch die voribergehende
Schadigung entstehen Locher in der Zellmembran, durch die die Nukleinsauren
eindringen kénnen'!. Fir therapeutische Zwecke sind physikalische Methoden
aufgrund von schlechter Effizienz und aufwendiger Arbeitsweisen also zuné&chst
nicht anwendbar und werden daher hier nicht weiter beschrieben.

Chemische Methoden hingegen basieren zumeist auf der Verwendung von

Nanopartikeln. Eine Vielzahl verschiedener Materialien wurde bisher fir den
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1.2 Biologischer Hintergrund

nanopartikuldren Transport von Nukleinsauren tber die Zellmembran verwendet.
Wie bereits angedeutet wurde, kénnen Nukleinsauren beispielsweise in PLGA-
Polymernanopartikeln verkapselt werden.*® AuBerdem wurden unter anderem
Nanopartikel aus Gold,%" 2 Silika®3®® oder eben Calciumphosphat38: 3% 56. 57 f{jr
den Gentransfer eingesetzt. Eine weitere Strategie involviert die Verwendung von
Nanopartikeln aus Lipiden oder amphiphilen Molekulen (Mizellen), die aufgrund
ihrer hydrophoben Eigenschaften mit der Zellmembran interagieren kénnen.

Die Verwendung von Nanopartikeln bietet viele Vorteile. So ist die
Beladungskapazitat aufgrund der groRen Oberflache von Nanomaterialien relativ
hoch. AuRRerdem bieten Nanopartikel die Madoglichkeit, Uber chemische
Modifizierungen nur von bestimmten Zellen aufgenommen zu werden. Die
Verwendung von biokompatiblen Materialien verringert die Toxizitat. Hinzu
kommen die geringen Kosten und die einfache Herstellung.9: 50 58,59

Die Mechanismen, die zur zellularen Aufnahme von Nanopartikeln flhren,

werden im ndchsten Abschnitt beschrieben.

1.2.2 Endozytose

Die Endozytose dient Zellen unter anderem zur Aufnahme von Makromolekilen
und Nahrstoffen aus dem extrazellularen Raum. Dabei kommt es zu
Einstilpungen der Zellmembran. Es werden Vesikel geformt, die im
intrazellularen Raum von der Zellmembran abgetrennt werden. Nach weiterer
Prozessierung kann der Inhalt aus den Vesikeln dann ins Zytosol der Zelle
gelangen, oder wieder aus der Zelle herausgeschleust werden.

Zunachst werden zwei Endozytosemechanismen basierend auf der GroRRe der
Einstilpungen voneinander unterschieden. Dabei handelt es sich um
Phagozytose und Pinozytose.

Phagozytose wird auch als Zellfressen bezeichnet und kann nur von einigen
spezialisierten Zellen durchgefuhrt werden. Dabei handelt es sich hauptsachlich
um Immunzellen. Die Phagozytose dient demnach hauptsachlich der Aufnahme
und Zerstérung von potentiell schadlichem Material, wie z.B. Viren oder
Bakterien. Die Einstulpungen der Zellmembran werden dabei als Phagosome

bezeichnet und kénnen 5-10 pm groRe Durchmesser annehmen. 60 61
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1 Einleitung

Pinozytose hingegen wird als Zelltrinken bezeichnet und wird von fast jeder
eukaryotischen Zelle durchgefiihrt. Pinozytose kann abhangig von den
involvierten Molekllen weiter kategorisiert werden.

Abbildung 6 gibt einen Uberblick tiber die wichtigsten Endozytosemechanismen.

Phagozytose Makropinozytose

(<2pm)

Membraneinstiilpungen

J

Phagosom ' \ 4
Lysosom O
Pinosom

Multivesicular
bodies (MVB)

@)

frihes
Endosom

Caveosom

\
spates (_\G)\

Endosom

Caveolae-vermittelte
Endozytose

Clathrin-vermittelte
Endozytose

«— O Golgi-
Transzytose / Apparat
Exozytose

Recycling-Endosom

Zellkern

Caveolin
v Clathrin
. saure Kompartimente

Abbildung 6: Schematische Darstellung der wichtigsten Endozytosemechanismen.
(Entnommen aus Quelle®?; Nachgezeichnet aus Quelle®°)

Zu den bekanntesten Endozytosemechanismen gehoren unter anderem Clathrin-
vermittelte Endozytose, Caveolae-vermittelte Endozytose, Makropinozytose und
Phagozytose.

Zu den am meisten untersuchten Endozytosemechanismen ist die Clathrin-
abhéngige Endozytose zu zahlen. Hierbei wird zundchst durch extrazellulare
Bindung von Liganden an Transmembranproteine die FormationvonAc o at e d
stimuliert. Diese Ac o a t e &ind [kleinesEinstiilpungen der Zellmembran, die
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1.2 Biologischer Hintergrund

durch eine Anordnung mehrerer zytosolischer Proteine hervorgerufen werden.
Das daran hauptsachlich beteiligte Protein ist das Clathrin. Die Interaktion mit
weiteren Proteinen fihrt dann zur weiteren Einstulpung der Zellemembran und
zur Ausbildung von Clathrin-bedeckten Vesikeln. Sobald sich die Vesikel von der
restlichen Zellmembran l6sen, trennt sich auch das Clathrin wieder von der
Vesikelmembran, und die Vesikel werden intrazellular weiter prozessiert.°

Der Caveolae-vermittelte Endozytoseweg wurde bisher nicht so umfassend
untersucht, wie der Clathrin-vermittelte Weg. Jedoch werden auch hier zunachst
kleine Einstllpungen der Zellmembran gebildet. Diese werden als Caveolae
bezeichnet und durch Caveoline gebildet.®® 3 Die Aufnahme von Stoffen fuhrt
dann zur Ausbildung von Caveolin-bedeckten Vesikeln.

Bei der Makropinozytose kommt es zu Ausstilpungen der Zellmembran. Diese
formen Kompartimente, die in die Zelle aufgenommen werden. Dieser Prozess
wird Uber das Aktin-Zytoskelett vermittelt und ist rezeptorunabhangig. Dabei
konnen sogenannte Makropinosome mit Durchmessern von 0,5 pm bis 10 pm
gebildet werden. 60 64

Der Mechanismus, Uber den Nanopartikel von Zellen aufgenommen werden, ist
einerseits vom Zelltyp abhangig.®® Andererseits werden Nanopartikel abhangig
von ihrer Ladung, GroRBe, Morphologie, Materialeigenschaften und
Oberflachenbeschaffenheit durch unterschiedliche Mechanismen von Zellen
aufgenommen.®: 67 AuRerdem kann mehr als nur ein Endozytosemechanismus
an der Aufnahme von Nanopartikeln beteiligt sein.

So fordert eine positive Partikelladung die Interaktion mit der negativ geladenen
Zellmembran. Die Grol3e eines Nanopartikels entscheidet maf3geblich Uber den
Endozytoseweg. SchlieB3lich hangt die GrolRe der Vesikel auch vom
Endozytosemechanismus ab. AuBBerdem kdnnen Nanopartikel durch
physikalische Interaktionen mit der Zellmembran deren Verformung hervorrufen,
was zur Aufnahme fuhren kann. Der optimale Durchmesser von sphéarischen
Nanopartikeln scheint zwischen 15 nm und 50 nm zu liegen.5% 68
Funktionalisierungen auf der Oberflache von Partikeln kénnen als Liganden fur
Rezeptoren in der Zellmembran fungieren. Desweiteren kann so die Interaktion
mit Proteinen aus dem extrazellularen Medium beeinflusst werden. Somit wird
auch der Endozytosemechanismus beeinflusst.®® 6 Diese Mechanismen sind

noch recht unerforscht. Zunachst interagieren Nanopartikel in biologischen
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1 Einleitung

Medien stark mit Proteinen und bilden schnell eine sogenannte Proteinkorona
aus. Diese sollte die Oberflachenfunktionalisierung also eigentlich Gberdecken.
Andererseits gibt es in der Literatur viele Berichte, in denen Nanopartikel
abhangig von der Oberflachenfunktionalisierung gezielt von Zellen aufgenommen
Wurden.“o' 41,70,71

Fur Calciumphosphat-Nanopartikel konnten sowohl Makropinozytose als auch
Clathrin-abhéngige und Caveolae-abhéngige Endozytosewege nachgewiesen
werden.’? 73

Neben der Aufnahme von Nanopartikeln héangt deren Effekt auf die Zelle auch
von der intrazellularen Prozessierung der Partikel ab. Soll die Proteinbiosynthese
beispielsweise durch Nukleinsduren beeinflusst werden, so missen diese

zunéchst ins Zytosol oder in den Zellkern gelangen.

1.2.3 Intrazellularer Transport

Sobald die Vesikel (Phagosome nach Phagozytose, Makropinosome nach
Makropinozytose) intrazellular von der Zellemembran abgetrennt sind, kommt es
zum Austausch mit anderen Kompartimenten. Der intrazellulare Transport der
Vesikel hangt dabei sowohl von den aufgenommenen Substanzen als auch vom
Endozytoseweg ab. So konnen Vesikel, die sich durch Caveolae-vermittelte
Endozytose gebildet haben, oftmals Lysosomen umgehen.®® Phagosome
hingegen konnen schneller mit Lysosomen interagieren, um so degradierende
Prozesse zu beschleunigen.®® Generell interagieren die Vesikel jedoch zunachst
mit Endosomen. Von dort kann weiterer Transport beispielsweise zum Golgi-
Apparat stattfinden. Andererseits konnen die Endosomen zu Lysosomen reifen
oder mit Lysosomen fusionieren, falls der Inhalt der Vesikel degradiert werden
soll. AuRerdem konnen Vesikel mit der Zellmembran fusionieren, um ihren Inhalt
wieder aus der Zelle heraus zu schleusen (Exozytose).

Momentan sind die Mechanismen des intrazellularen Transportes von
Nanopartikeln noch recht unbekannt.”* Jedoch wird davon ausgegangen, dass
durch Endozytose aufgenommene Nanopartikel meist auf endo-/lysosomalen
Pfaden prozessiert werden.®® Diese intrazellulare Prozessierung dient der
Degradation der zellfremden Nanomaterialien. So liegt der pH-Wert in den
Endosomen bei 5-5,5. In den Lysosomen wird der pH-Wert weiter verringert und

liegt zwischen 4,5-5. Desweiteren existieren in den Lysosomen viele Enzyme, die
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1.2 Biologischer Hintergrund

der Degradation verschiedener Substanzen dienen. Werden mittels Nanopartikel
empfindliche Substanzen, wie z.B. Nukleinsauren, in Zellen geschleust, so ist der
schnelle Austritt aus den Endo-/Lysosomen also von grof3er Bedeutung.

In  Abbildung 7 sind der intrazellulare Transport und der Austritt von

Nanopartikeln aus dem Lysosom schematisch dargestellt.

W crkanal

f! V-ATPase

Y. Calciumphosphat
" -Nanopartikel

~~  Nukleinsaure

% pEl

ATP H+

Cl-

Abbildung 7: lllustration des Transports von Calciumphosphat-Nanopartikeln nach
endozytotischer Aufnahme. PEI kann den Protonenschwammeffekt auslésen. Durch
Erhéhung des osmotischen Druckes kommt es zum Platzen des Lysosoms.
(Nachgezeichnet aus Quelle®®)
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Die Freisetzung des Inhaltes aus Endosomen und Lysosomen kann unter
anderem durch Erhéhung des osmotischen Druckes erreicht werden. So fuhrt ein
héherer osmotischer Druck zum Einstrom von Wasser. Dabei schwillt das
Kompartiment an, bis es letztendlich platzt.

Der Anstieg des osmotischen Druckes kann verschiedene Ursachen haben. So
ist Calciumphosphat bei niedrigen pH-Werten l6slich. Die Auflésung des
Materials fuhrt dann durch Freisetzung der lonen zum Anstieg des osmotischen
Druckes.

Aullerdem kann der osmotische Druck durch den sogenannten
Protonenschwammeffekt erhdht werden.

Der niedrige pH-Wert in den Endo-/Lysosomen wird Uber die Aktivitdt der v-
ATPase (vacuolar ATPase) generiert. Diese pumpt Protonen unter Hydrolyse von
ATP aus dem Zytosol ins Innere der Endo-/Lysosomen. Damit das
Membranpotential dabei nicht verandert wird, stromen gleichzeitig Cl-lonen tber
Cl-Kanale ins Innere der Endo-/Lysosomen.” 76 Dies fuihrt zum Anstieg des
osmotischen Druckes, der wiederum zum Einstrom von H20 uber die Membran
fuhrt.%8 77

Werden die hineingepumpten Protonen nun durch puffernde Substanzen im
inneren der Endo-/Lysosomen abgefangen, bleibt die v-ATPase aktiv. Dies fuhrt
zum weiteren Anstieg des osmotischen Druckes und dadurch zum Anschwellen
der entsprechenden Kompartimente. Dieser Vorgang ist als
AProtonenschwammeffektfi bekannt .

Dieser Mechanismus der endo-/lysosomalen Freisetzung wird vor allem mit
Polyaminen wie beispielsweise PEI in Verbindung gebracht. So steigt die
Protonierung der Amine von PEI von 20 % auf 45 % bei einer Verringerung des

pH-Wertes von 7 auf 5.77°79

1.2.4 Transfektion

Der Transport von zellfremden Nukleinsauren ins Innere von Zellen wird als
Transfektion bezeichnet. Dies schlief3t sowohl den Transport von DNA als auch
RNA ein.1% In dieser Arbeit bezieht sich Transfektion jedoch auf das Einschleusen
von Nukleinsauren in Zellen mit dem Ziel, bestimmte Gene zu exprimieren. Wird
hingegen RNA mit dem Ziel, die Expression bestimmter Proteine zu verringern, in

Zellen geschleust, so wird dies als Genstummschaltung bezeichnet.
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Zunachst wird bei der Transfektion zwischen transienter und permanenter
Transfektion unterschieden. Bei der permanenten Transfektion wird die
genetische Information in das Genom der transfizierten Zelle integriert. Die
genetische Information wird bei der Zellteilung dann auch an die Tochterzellen
weitergegeben. Dies kann zu einer permanenten Expression des
entsprechenden Proteins fihren.10

Bei der transienten Transfektion wird das eingebrachte genetische Material nicht
in das Genom der transfizierten Zelle integriert. Dies ist zumeist bei der
nanopartikularen Transfektion mit Plasmid-DNA (pDNA) der Fall.'! Gelangt das
Plasmid in den Zellkern, so liegt es dort als episomale DNA vor. Es kommt
zunachst zu einer starken Expression des auf der DNA kodierten Proteins, die
einige Tage andauert. In der Folge nimmt die Expression des Proteins ab. Das
kann unter anderem auf Verdunnungeffekte wahrend der Zellteilung
zuruckgefuhrt werden, da das Plasmid bei der Proliferation der Zellen nicht
repliziert wird.!

Der Mechanismus, der zur Expression der gewlnschten Proteine durch
Transfektion fihrt, ist am Beispiel der Transfektion durch Calciumphosphat-

Nanopartikel in Abbildung 8 schematisch dargestellt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Transfektion einer Zelle mittels
funktionalisierter (DNA-beladener) Calciumphosphat-Nanopartikel.

Strategien, Nukleinsduren in Zellen zu beférdern, wurden in den vorherigen
Abschnitten bereits beschrieben. Aul3erdem wurde beschrieben, auf welchem
Weg die Nukleinsaure der lysosomalen Degradation entkommen kann. Damit ein
durch zellfremde DNA kodiertes Protein exprimiert werden kann, muss die DNA
zunéchst in den Zellkern gelangen. Dazu muss die DNA intrazellular transportiert
werden und die Kernmembran muss tberwunden werden. Passive Diffusion der
DNA scheint beim intrazellularen Transport keine Rolle zu spielen.tl 8 Ein
maoglicher Mechanismus des Transports der DNA konnte Uber die Kernporen
(NPC, nuclear pore complexes) erfolgen. Diese Poren sind 9-11 nm grof3 und
erlauben die freie Diffusion von kleinen Molekilen Uber die Kernmembran.
Aufgrund der GrofRe wéare dieser Mechanismus jedoch nur fur Nukleinsauren
bestehend aus ~300 Basenpaaren mdglich. GroRe Proteine kbnnen Uber aktiven
Transport unter ATP-Hydrolyse in den Zellkern gelangen. Dazu ist jedoch eine
NLS-Sequenz (nuclear localization signal) notwendig. Nun kann DNA mit NLS-
Peptiden funktionalisiert werden, um den Kerntransport anzuregen. DNA kann
aber auch Sequenz-spezifisch (DTS; DNA nuclear targeting sequence) mit NLS-
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Peptiden im Zytoplasma interagieren. So fuhrt die Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise NFaB (nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells) zum Transport von DNA in den Zellkern.1t
58, 81-83 Bej proliferierenden Zellen gelangt jedoch wahrscheinlich der grote Teil
an Plasmid-DNA wahrend des Zusammenbruchs der Kernmembran bei der
Mitose in den Zellkern.t 58

Ist die DNA in den Kern gelangt, so kann sie durch RNA-Polymerasen in mRNA
transkribiert werden. Nach Austritt aus dem Kern kann dann in den Ribosomen

durch Translation der mRNA die Proteinbiosynthese stattfinden.

1.2.5 Genstummschaltung

Bei der Genstummschaltung wird die Expression von Proteinen durch RNA-
Molekile inhibiert. Dabei werden RNAi-Mechanismen (RNA interference)
ausgenutzt. Diese umfassen Genstummschaltung durch siRNA (small interfering
RNA) oder durch miRNA (micro RNA). Einen Sonderfall bilden shRNAs (short
hairpin RNA), die auch zur Genstummschaltung eingesetzt werden kénnen. Die
beiden RNAi Mechanismen unterscheiden sich in ihrer Funktion, jedoch sind an
beiden RNAi Mechanismen die gleichen Proteine im Zytosol beteiligt. Die
Genstummschaltung durch Einschleusen von siRNA in eine Zelle mit

Calciumphosphat-Nanopartikeln ist in Abbildung 9 illustriert.

25



1 Einleitung

® Translation
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~~Ribosomen

Endosom

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Genstummschaltungsmechanismus nach
Einschleusen von siRNA in eine Zelle mit Calciumphosphat-Nanopartikeln.

Im Unterschied zur Transfektion mit DNA muss die Nukleinsdure nun nicht mehr
in den Zellkern gelangen, um ihre Funktion auszutben. Vielmehr wird bei der
Genstummschaltung RNA ins Zytosol der Zelle gebracht. Nach Austritt aus dem
Endo-/Lysosom kommt es durch Sequenz-spezifische Interaktion mit der mRNA
eines bestimmten Proteins zur Inhibierung der Synthese des entsprechenden
Proteins. Durch diesen Prozess kann das Expressionslevel bestimmter Proteine
verringert werden.

Der Mechanismus der RNA-Interferenz ist am Beispiel von siRNA in Abbildung
10 schematisch dargestellt.

Gelangt doppelstrangige RNA ins Zytosol der Zelle, so wird diese zunachst von
dem En Digerii A ragmefte mit 21-23 Nukleotiden gespalten.8* Diese
siRNA wird dann von Dicer in den RISC-Komplex (RNA induced silencing
complex) geladen.?® Dies ist ein Komplex, der aus mehreren Proteinen besteht,
unter anderem AGO2 (Argonaute 2). Durch Interaktion der sSIRNA mit AGO2 wird
der sogesemse-8t eanigh der s i RN Aantiseesg-ftadaegfi . D e
verbleibt im RISC-Komplex und ermdglicht durch komplementare Basenpaarung

eine sequenzspezifische Erkennung von mRNA. Diese wird dann wiederum von
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AGO2 degradiert. Dabei findet die Degradation von RNA durch AGO2 nur statt,
falls die komplementare Basenpaarung nahezu perfekt ist. Dies ist der
funktionelle Unterschied zwischen miRNA und siRNA. Wéhrend bei siRNA eine
perfekte Basenpaarung erwinscht ist, kommt es bei miRNA zu
Basenfehlpaarungen. Dies fuhrt einerseits dazu, dass miRNA nicht so spezifisch
ist und somit mehrere Proteine simultan herunterregulieren kann. Andererseits
wird die mRNA nicht unbedingt degradiert, sondern es kann auch nur die
Translation verhindert werden. shRNA stellt einen Sonderfall dar, da diese durch

vorherige Transfektion im Kern gebildet wird.3 84-87

dsRNA

.

siRNA

.

AGO2

%

AGO2

) 4

AGO2

Abbildung 10: Schematische Darstellung des RNAi-Mechanismus mittels siRNA.
(Nachgezeichnet aus Quelle®)
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1.2.6 Darm

Sowohl die Transfektion als auch die Genstummschaltung wurden in dieser
Arbeit auch in vivo nach rektaler Vergabe von Nanopartikeldispersionen getestet.
Daher soll dieser Abschnitt einen kleinen Uberblick Uber die Anatomie des
Darmes und die damit auftretenden zusatzlichen Barrieren verschaffen.

Das Lumen des Darmes wird zunachst durch das Darmepithel begrenzt. Die
Flache des Darmepithels wird im Dunndarm durch Ausstilpungen, die
sogenannten Zotten, vergrof3ert. Sowohl im Dickdarm als auch im Dinndarm gibt
es aullerdem Vertiefungen, die sogenannten Krypten. Die Darmwand ist in
Abbildung 11 schematisch dargestellt. Angrenzend an das Darmepithel befindet
sich die Bindegewebeschicht lamina propria. In den Krypten sind sowohl
undifferenzierte Enterozyten als auch multipotente Stammzellen lokalisiert. Diese
Zellen sind teilungsfahig. Aus diesen Zellen bilden sich alle im Folgenden
beschriebenen Darmepithelzellen. Dazu gehdren Enterozyten, Becherzellen,
enteroendokrine Zellen und Paneth-Zellen. Diese Zellen (bernehmen
verschiedene Aufgaben. So sind Enterozyten hauptsachlich fur die Aufnahme
von Nahrstoffen aus dem Nahrungsbrei verantwortlich. AufRerdem bilden
Enterozyten die sogenannte Glykokalyx aus. Dies ist ein etwa 400-500 nm dickes
Netzwerk aus Glykoproteinen. Dieses Netzwerk soll verhindern, dass groRRere
Partikel wie beispielsweise Viren oder Bakterien mit der Zellmembran der
Enterozyten interagieren konnen.® 8 Becherzellen sekretieren Schleim, der das
gesamte Darmepithel bedeckt. Dieser dient einerseits als Gleitfilm far den
Nahrungsbrei. Andererseits werden Proteasen und Erreger von der
Epitheloberflache ferngehalten. Enteroendokrine Zellen sezernieren Hormone,
die beispielsweise an der Regulation der Sekretion des Magens beteiligt sind.
Paneth-Zellen hingegen kdnnen Bakterien phagozytieren oder Entzindungen
durch Sekretion von TNF-U stimulieren.

Die Zellen des Darmepithels gehen, wie oben bereits erwahnt wurde, aus den
Krypten hervor. Von da aus wandern die Zellen das Epithel entlang bis sie
absterben. Die Lebensdauer des Oberflachenepithels betragt somit nur ca. 3-6

Tage.% %1
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Darmepithels und der darauffolgenden
Lamina propria. Blau i Epithelzellen; roti Zellen des Immunsystems.

Neben den Dbeschriebenen Epithelzellen kommen auch M-Zellen
(Mikrofaltenzellen) und einige Zellen des Immunsysstems in der Darmwand vor.
Hauptsachlich sind die Immunzellen jedoch in der lamina propria lokalisiert.
Dabei kommen Immunzellen im Darm sowohl als verstreute lymphatische Zellen
als auch in organisierten lymphatischen Geweben vor. Zu den organisierten
lymphatischen Geweben gehoéren beispielsweise isolierte Lymphfollikel. M-Zellen
kommen vor allem in den Teilen des Darmepithels vor, das die organisierten
lymphatischen Gewebe vom Darmlumen abgrenzt. M-Zellen bilden keine
Glykokalyx aus und sind darauf spezialisiert, Bakterien oder Viren durch
Transzytose den organisierten lymphatischen Geweben zuzufiihren. Uber
Lymphgefalle sind die organisierten lymphatischen Gewebe mit den
mesenterischen Lymphknoten verbunden. Die verstreuten lymphatischen Zellen
konnen entweder Ilokale Immunantworten hervorrufen oder Uber die

LymphgefaRe zu den mesenterischen Lymphknoten gelangen.®?
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