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Transfektion

Mehrschalige Calciumphosphat-
Nanopartikel als biokompatible
Trager fur Nukleinsauren

Anna Kovtun', Viktoriya Sokolova', Rolf Heumann?, und Matthias Epple’,
'Institut fiir Anorganische Chemie, Universitat Duisburg-Essen, Essen
*Molekulare Neurobiochemie, Ruhr-Universitdt Bochum, Bochum

Calciumphosphat-Nanopartikel kdnnen durch Umhillung mit Nukleinsduren (DNA, siRNA,
Oligonukleotide) in kolloidaler Form stabilisiert werden und zur Transfektion von Zellen
eingesetzt werden. Durch den Einschluss der Nukleinsduren in die Nanopartikel kdnnen
diese vor dem intrazelluldren Abbau geschiitzt werden, wodurch die Transfektionseffizienz
erheblich gesteigert werden kann. Die Transfektionslésungen sind lagerféhig und verlieren
ihre Fahigkeit zur Transfektion nicht. Der besondere Vorteil der Methode liegt in der hohen

Biokompatibilitdt des Calciumphosphats.

Das Einbringen von Nukleinsauren in lebende
Zellen wird sowohl zur Induktion der Pro-
duktion von Proteinen als auch zur Abschal-
tung der Produktion von Proteinen eingesetzt.
Im ersten Fall wird DNA eingesetzt, die nach
dem Einschleusen in den Zellkern die Produk-
tion der entsprechenden Proteine codiert. Im
zweiten Fall fiihrt das Einbringen von small
interfering RNA (siRNA) in das Zytoplasma
zur selektiven, postranskriptionalen Inhibi-
tion der Proteinexpression. Ein moglicher
klinischer Einsatz wird in der Gentherapie
gesehen, das heifst der Behandlung genetisch
bedingter Krankheiten'. Da Nukleinsduren al-
lein kaum zum Eindringen in Zellen befahigt
sind und durch Nukleasen schnell abgebaut
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werden, bedarf es geeigneter Trager, um eine
effiziente Transfektion zu erreichen. Dafiir
stehen insbesondere modifizierte Viren (vi-
rale Transfektion=Transduktion), kationische
und liposomale Transfektionsagenzien und
anorganische Nanopartikel zur Verfiigung.
Aufgrund erheblicher Bedenken bei der
viralen Transfektion hinsichtlich der mog-
lichen Rekombination, der Immunogenitat
und Carcinogenitit* sowie aufgrund der
toxischen Eigenschaften kationischer und
liposomaler Transfektionsagenzien®* gewin-
nen anorganische Nanopartikel zunehmend
an Bedeutung, auch wenn ihre Effizienz im
Allgemeinen geringer ist als die viraler Trans-
fektionsagenzien.
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Abb. 1: Verfahren zur Herstellung von Calciumphosphat-Nanopartikeln, die mit Nukleinsduren
umhiillt werden. Lésungen von Calcium- und Phosphatsalzen werden in ein geriihrtes Gefal3
gepumpt, wodurch ein Niederschlag von nanopartikuldrem Calciumphosphat entsteht. Nach we-
nigen Sekunden wird die entstandene Dispersion der Calciumphosphat-Nanopartikel mit einer
Pipette entnommen und in einem zweiten GefaR schnell mit einer Lsung von Nukleinsduren
gemischt. Es entsteht eine stabile kolloidale Dispersion von Nukleinsdure-umhiillten Calcium-

phosphat-Nanopartikeln.
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Abb. 2: Rasterelektronenmikroskopische Dar-
stellung von Nukleinsdure-Calciumphosphat-
Nanopartikeln. Durch den Trocknungsvorgang
sind die einzelnen Partikel aggregiert. Der
Durchmesser der einzelnen Partikel betragt
rund 100 nm.

Calciumphosphat ist als anorganischer
Bestandteil von menschlichem Hartgewebe
(wie etwa der Knochen und Z&hne) von
grundsétzlich hoher Biokompatibilitat®.
Die gute Wechselwirkung der Calcium-
phosphat-Oberflache mit Nukleinsduren
— vermutlich vermittelt iiber die Phosphat-
Gruppen der Nukleinsduren — wurde 1973
in der klassischen Calciumphosphat-Trans-
fektionsmethode nach Graham und van
der Eb umgesetzt’. Diese ist zwar einfach,
fiihrt aber nur zu geringen Transfektionsef-
fizienzen. Weiterhin sind die hergestellten
Transfektionsdispersionen nicht lagerfahig,
da die in-situ gefdllten Calciumphosphat-
DNA-Aggregate einer zeitlichen Verdn-
derung unterliegen. Besser geeignet sind
gezielt hergestellte Calciumphosphat-DNA-
Aggregate, deren Struktur und Eigenschaf-
ten besser definiert sind®.

Durch ein geeignetes Fallungsverfahren
gelang uns die Umhiillung von Calcium-
phosphat-Nanopartikeln mit Nukleinsduren
und die Herstellung stabiler kolloidaler
Dispersionen (Abb. 1). Diese sind fiir die
Transfektion einsetzbar und behalten ihre
Transfektionseffizienz auch nach mehrwo-
chiger Lagerung’. Dies konnte sowohl fiir
DNA? als auch fiir siRNA" gezeigt werden.
Es entstehen anndhernd kugelférmige Par-
tikel mit einem Durchmesser von etwa 100
nm (Abb. 2).

Nachteilig fiir die Transfektion mit derar-
tigen Partikeln, die aus einem Kern aus Cal-
ciumphosphat und einer Hiille aus Nuklein-
sauren bestehen, welche die Aggregation der
Nanopartikel durch die negative Ladung der
Nukleinsdure-Hiille verhindert, ist die gute
Zugénglichkeit der Nukleinsduren durch
RNA- beziehungsweise DNA-abbauende
Enzyme in der Zelle. Dadurch erreicht nur
ein kleiner Teil der Nukleinsduren in intakter
Form seinen Wirkungsort in der Zelle, zum
Beispiel den Zellkern™.

Eine erhebliche Erh6hung der Transfektions-
effizienz gelang uns durch den Einschluss
der Nukleinsduren in die anorganischen
Nanopartikel. Dazu wurde eine weitere
Hiille aus Calciumphosphat aufgebracht,
auf die eine dritte Schale von Nukleinsauren
zur kolloidalen Stabilisierung aufgebracht
wurde’!® (Abb. 3). Sowohl die Transfektion
mit cEGFP-DNA an T-HUVEC-Zellen als
auch das Gene Silencing mit siRNA an EGFP-
produzierenden HeLa-Zellen zeigten die
Vorteile dieses Konzeptes (Abb. 4, 5).

Die hier vorgestellten mehrschaligen Nano-
partikel aus Calciumphosphat und Nuklein-
sauren zeichnen sich insbesondere durch eine
hohe Biokompatibilitat aus. Vitalitatstests
an den verwendeten Zellsystemen ergaben
keine adversen Reaktionen; gleichwohl ist
ein Anstieg der intrazelluldren Konzentration
an Calcium zu vermeiden, da dies zu Scha-
digungen der Zellen fiihren kann. Aus der
Abwesenheit einer negativen Wirkung der
Calciumphosphat-Nanopartikel schliefien
wir, dass das eingebrachte Calcium entweder
in partikularer oder in geloster Form effektiv
und schnell aus der Zelle entfernt wird.
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Abb. 3: Schematische Darstellung mehrscha-
liger Calciumphosphat-Nanopartikel, in denen
die Nukleinsduren vor dem Abbau durch Nuk-
leasen geschiitzt werden’.
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Abb. 4: Effizienz der Abschaltung der Bildung von Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) in
HeLa-Zellen (gene silencing). Mehrschalige Calciumphosphat-Nanopartikel sind hier besonders
wirksam'®. Die obere Kante des griinen Balkens entspricht der gemessenen Effizienz, der blaue
Balken gibt die dazugehdrige Standardabweichung in positiver Richtung wieder.

In dem hier vorgestellten Konzept wurden die
gleichen Nukleinséduren fiir die Transfektion
(im Innern des Nanopartikels) und fiir die
kolloidale Stabilisierung (auf der Oberflache
des Nanopartikels) verwendet. Grundsétzlich
sollte es hier moglich sein, unterschiedliche
Nukleinsauren einzusetzen, das heifst an der
Oberfldache des Partikels stabilisierende und
moglicherweise auch dirigierende Agenzien,
und im Innern des Partikels die in die Zelle
einzuschleusenden Nukleinsduren. Eine
kolloidale Stabilisierung ist dabei auch mit
geeigneten Polymeren méoglich'.
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Abb. 5: HeLa-Zellen, die durch vorhergehende genetische Manipulation permanent das En-
hanced Green Fluorescent Protein synthetisieren und dadurch fast alle griin fluoreszieren, vor
(links) und nach (rechts) der Transfektion mit dreischaligen Calciumphosphat-siRNA-Nanoparti-
keln. Das Einbringen von siRNA fiihrt zum selektiven Abschalten der griinen Fluoreszenz.
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