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1 Einleitung

1.1 Knochen

Der menschliche Knochen stellt ein hochspezialisiertes, mineralisiertes Bindegewebe
dar, welches im menschlichen Korper in vielerlei Hinsicht eine tragende Rolle einnimmt.
Als eine der augenscheinlichsten bietet er Muskeln und deren Sehnen Ursprungs- und
Ansatzpunkte und ist damit unentbehrlich fliir die Lokomotion. AuRerdem dient er, mit
seiner hohen mechanischen Belastbarkeit, vielerorts dem Schutz innerer Organe. Doch
auch in weniger offensichtlichen Bereichen spielt Knochen eine wichtige Rolle.
Beispielsweise stellt er ein geeignetes Milieu fir das Knochenmark dar, was ihn zu einem
wichtigen Faktor fur die ungestdrte Funktion der Hdmatopoese und des Immunsystems
macht (Lorenzo et al., 2008; Valderrabano und Wu, 2018). Zusatzliche Bedeutung
kommt ihm bei der Aufrechterhaltung der Elektrolythomdostase als Reservoir,
vornehmlich fur Kalzium und Phosphat, zu (Doyle und de Beur, 2008; Pu et al., 2016).
Auf Grund der durch diese unterschiedlichen Anforderungen gepragten Funktionen
handelt es sich bei Knochen, entgegen seines auf den ersten Blick statischen
Erscheinungsbildes, um ein in hohem MafRe dynamisches und anpassungsfahiges
Gewebe (Datta et al., 2008; Florencio-Silva et al., 2015). Um all die ihm abverlangten
Eigenschaften zu erreichen, ist ein Zusammenspiel verschiedener, spezialisierter
Zellpopulationen nétig. Im Wesentlichen fir den Knochenstoffwechsel verantwortlich
sind dabei zwei verschiedene Zelllinien. Einerseits die osteoklastare Zellinie, welche sich
von monozytaren Vorlauferzellen ableitet (Marks und Walker, 1981; Loutit und Nisbet,
1982; Kurihara, 1989), andererseits die osteogene Zelllinie, welche ihren Ursprung in

mesenchymalen Stammzellen (MSC) hat (Pittenger et al., 1999).

1.1.1 Osteoklasten

Osteoklasten sind fur die Auflésung von Knochengewebe im Rahmen des Remodeling
des Knochens verantwortlich. Der Begriff Remodeling beschreibt den kontinuierlichen
Prozess der Erneuerung vorhandener Knochensubstanz. Es dient der Ausbesserung
mikroskopischer Knochenschaden und der Anpassung des Knochengewebes an die
vorherrschenden mechanischen Krafteinwirkungen, wobei davon auszugehen ist, dass
das ausgewachsene Skelett auf diese Weise etwa alle 10 Jahre komplett erneuert wird

(Manolagas, 2000). Zuerst erfolgt dabei die Auflosung der anorganischen, spater im



zeitlichen Verlauf auch die Auflésung der organischen Komponenten des
Knochengewebes (Blair et al., 1986). Hierzu schaffen Osteoklasten bei Aktivierung
durch Kontakt mit ihrem Substrat einen von der Umgebung weitgehend abgetrennten
Bereich, welcher durch einen engen, ringférmigen Kontakt zwischen der
Plasmamembran der Osteoklasten und der Oberflache des Knochens ermdglicht wird
(Lakkakorpi et al., 1989; Zhou et al., 1993; Vaananen und Horton, 1995). Die der
Knochenoberflaiche gegenlberliegende Zellmembran bildet die sogenannte ruffled
border, welche einer Vergrolerung der Zelloberflache durch die Bildung von
Membranausstilpungen entspricht (Stenbeck, 2002). Im Bereich der Resorptionsflache
kommt es durch die Aktivitdt einer Adenosintriphosphat (ATP)-abhangigen
Protonenpumpe zu einem Abfall des pH-Wertes, der durch Auflésung des
Kalziumhydroxylapatits zu einem Abbau der anorganischen Knochensubstanz fiihrt
(Silver et al., 1988; Blair et al., 1989). Die organische Knochensubstanz besteht zum
Uberwiegenden Teil aus Kollagen Typ |. Bei ihrem Abbau spielen vor allem die
Cysteinproteinase Cathepsin K und verschiedene Matrixmetalloproteasen eine Rolle,
welche ebenfalls durch Osteoklasten gebildet werden (Everts et al., 1992; Delaissé et
al., 2003).

1.1.2 Osteoblasten und Osteozyten

Bei Osteoblasten handelt es sich um kuboide Zellen, die fir den Aufbau des
mineralisierten Knochengewebes verantwortlich sind (Pritchard, 1952). Dieser erfolgt im
Wesentlichen in zwei charakteristischen Schritten. Im ersten Schritt wird die organische
Knochenmatrix gebildet. Dies geschieht durch die Sekretion von Kollagenen und
anderen Proteinen, wie zum Beispiel Osteonectin und Osteopontin sowie
Proteoglykanen (Florencio-Silva et al., 2015). Der zweite Schritt beinhaltet die
Mineralisierung der entstandenen organischen Knochenmatrix. Um diese zu initiieren,
bilden Osteoblasten sogenannte Matrixvesikel. In der Membran dieser Abschnirungen
sind verschiedene Proteine enthalten, welche fiir einen Anstieg des Kalzium- und des
Phosphatspiegels im Inneren der Matrixvesikel sorgen. Wird das Ldslichkeitsprodukt fur
Kalzium und Phosphat im Inneren der Vesikel GUberschritten, kommt es zur Bildung von
Kalziumphosphatkristallen. Diese werden im Folgenden in den extravesikularen Raum
freigesetzt und dienen dort der Anlagerung weiteren Kalziums und Phosphats, wodurch
letztendlich eine Mineralisierung der organischen Knochenmatrix erreicht wird
(Anderson, 1995, 2003). Die Lebensdauer aktiver Osteoblasten liegt bei bis zu drei
Monaten (Parfitt, 1994). Jedoch kann diese durch die Umwandlung zu Osteozyten,

welche etwa 95% aller Knochenzellen stellen, auf mehrere Jahrzehnte ausgedehnt



werden (Knothe Tate et al., 2004). Es bestehen unterschiedliche Theorien dartber, wie
genau der Ubergang von Osteoblasten zu Osteozyten vonstatten geht und ob sich die
betreffenden Osteoblasten selbst in das entstehende Knochengewebe einbetten oder
von angrenzenden Osteoblasten mit hoherer Syntheseleistung eingeschlossen werden
(Franz-Odendaal et al., 2006). Klar ist jedoch, dass die Osteozyten keinesfalls von den
anderen Zellen des Knochens isoliert sind, sondern tUber ein Netzwerk aus dendritischen
Ausstllpungen, welche durch die Canaliculi innerhalb des Knochens verlaufen, mit
benachbarten Osteozyten, Zellen an der Oberflache des Knochens sowie Zellen des
Knochenmarks in Verbindung stehen (Manolagas, 2006). Die Kommunikation zwischen
den verschiedenen Zellen findet dabei direkt Uber Zell-Zell-Kontakte (Doty, 1981;
Palazzini et al., 1998) sowie parakrin, sowohl Uber kurzlebige, kleine Metabolite wie
Prostaglandine, Stickstoffmonoxid (NO) und ATP (Zaman et al., 1999; Cherian, 2005;
Genetos et al., 2007), als auch Uber Makromolekdile wie insulin-like growth factor | (IGF-
I) und Sclerostin statt (Lean et al., 1995; Poole, 2005). Auf diese Weise nehmen
Osteozyten Einfluss auf die Aktivitat der Osteoklasten sowie der Osteoblasten (Marotti
et al., 1992; Xiong et al., 2011). Kombiniert mit ihrer Fahigkeit, die bei der
Beanspruchung des Knochens auftretenden mechanische Belastung wahrzunehmen
(Weinbaum et al., 1994; Takai et al., 2004), verfigen Osteozyten Uber optimale
Voraussetzungen, das Remodeling von Knochengewebe zu beeinflussen und

bedarfsgerecht zu koordinieren (Schaffler et al., 2014).

1.1.3 Mesenchymale Knochenstammzellen

Der Begriff ,mesenchymale Stammzellen“ (MSC) wurde erstmalig durch Caplan (1991)
eingefuhrt. Er beschrieb diese als eine Art multipotenter adulter Stammzellen, welche
das Potential haben, sich zu verschiedenen Zelltypen mesenchymalen Ursprungs
differenzieren zu kénnen. Zuvor waren MSC bereits von Friedenstein et al. (1968) aus
Knochenmark von Mausen isoliert worden, welche diese als fibroblastische
Vorlauferzellen beschrieben und ihnen keinen definitiven anatomischen Platz innerhalb
des Knochenmarks zuordnen konnten. Durch Pittenger et al. (1999) gelang erstmalig die
Isolation aus humanem Knochenmark. Seitdem konnten MSC aus verschiedenen
Gewebetypen, darunter Fettgewebe (Wagner et al., 2005), Haut und Vorhaut (Bartsch
et al., 2005; Riekstina et al., 2008), Skelettmuskel (Williams et al., 1999), Gehirn (Paul
et al., 2012), Leber (Pan et al., 2011), Nieren (Gupta et al., 2006), Milz und Thymus
(Krampera et al., 2007a), Pankreas (Hu et al., 2003), Synovialmembran (Harvanova et

al., 2011) und Nabelschnur (McElreavey et al., 1991), gewonnen werden.



Durch Dominici et al. (2006) wurden im Rahmen eines Positionspapiers der International
Society for Cellular Therapy die sogenannten Minimalkriterien zur Charakterisierung
multipotenter mesenchymaler Stammzellen erarbeitet, welche bis heute als allgemein
anerkannt gelten. Nach diesen Kriterien missen MSC (1) die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung besitzen, (2) multipotent sein, das heilt Uber osteogenes,
chondrogenes sowie adipogenes Potential verfigen, und (3) spezifische
Oberflachenmarker wie cluster of differentiation (CD)73, CD90, und CD105 exprimieren,
wahrend CD14, CD34, CD45 und humanes Leukozytenantigen-DR (HLA-DR) nicht
exprimiert sein durfen. Weiterhin sollen MSC in vitro an Plastik adharent anwachsen und
sich uUber mehrere Passagen hinweg stabil verhalten. Mit Einflhrung dieser
Minimalkriterien wurde dem Fakt Rechnung getragen, dass es sich bei MSC nicht um
eine klar definierte, homogene Zellpopulation handelt. Dabei ist anzumerken, dass MSC
noch Uber ein deutlich groReres Differenzierungspotential als das im Rahmen der
Minimalkriterien geforderte verfugen. Es wurden fir aus Knochenmark gewonnene MSC
unter anderem erfolgreiche Differenzierungen zu Hepatozyten (Stock et al., 2014),
Myozyten (Wakitani et al., 1995), Zellen des Pankreas (Tang et al., 2012) und zu
neuronalen Zellen (Krampera et al., 2007b) beschrieben.

Zur Durchfiihrung von Versuchen ist die Gewinnung von Stammzellen aus embryonalem
Gewebe zwar prinzipiell méglich, jedoch scheidet diese Variante auf Grund gesetzlicher
Bestimmungen einerseits sowie ethischer Bedenken andererseits aus. Daher werden
Methoden favorisiert, bei denen MSC von adulten Spendern gewonnen werden.
Einerseits lasst sich dies, wie von Pittenger et al. (1999) demonstriert, durch die
Aspiration von Knochenmark bei freiwilligen Spendern realisieren. Andererseits besteht
auch die Mdglichkeit, fur die Gewinnung Knochenmaterial zu nutzen, welches im
Rahmen unfallchirurgischer oder orthopadischer Operationen als Restgewebe anfallt.
MSC konnen beispielswiese aus entfernten Femurkdpfen welche bei endoprothetischen
Eingriffen anfallen kultiviert (Tuli et al., 2003) oder wie im Rahmen der vorliegenden
Arbeit aus Bohrmehl gewonnen werden (Wenisch et al., 2005). Das Bohrmehl besteht
Uberwiegend aus Anteilen der inneren Kortikalis und wird bei Verwendung der grofiten
eingesetzten Bohrwelle in die Windungen selbiger gepresst. Fir die auf diese Weise
gewonnene MSC ist auch die Bezeichnung reaming debris MSC (rdMSC) gelaufig.
Innerhalb der kultivierten rdMSC lassen sich die selben charakteristischen Zelltypen
finden, welche auch in Kulturen aus Knochenmark gewonnener MSC beschrieben
wurden (Trinkaus et al., 2006). Dabei unterscheidet man im Wesentlichen drei in ihrer
Morphologie unterschiedliche Zelltypen. Zum einen lassen sich grof3e, flachige Zellen
beobachten, welche oft zweikernig sind und durch die vielen, in ihrem Zytoplasma

lokalisierten Vakuolen granuliert erscheinen. Diese Zellen werden als mature MSC



(mMSC) bezeichnet und weisen eine niedrige Teilungsrate sowie einen Anstieg des
Gehalts an alkalischer Phosphatase (ALP) auf. Dies deutet darauf hin, dass die Zellen
sich zumindest teilweise zu Osteoblastenvorlauferzellen umwandeln (Colter et al., 2001).
Zum anderen zeigen sich fibroblastenahnliche, spindelférmige Zellen deren Teilungsrate
charakteristischer Weise hoher liegt als die der mMSC (Prockop et al., 2001). Zudem
wurde das Vorhandensein von rapidly self-renewing (RS)-Zellen beschrieben. Diese
kleinen, runden oder polygonalen Zellen besitzen ein hohes Verhaltnis von Zellkern zu
Zytoplasma und weisen unter allen aufgeflhrten Zelltypen die héchste Teilungsrate auf.
Sie kénnen weiterhin in RS1- und RS2-Zellen unterteilt werden, wobei RS2-Zellen sich
durch ihr granuliert erscheinendes Zytoplasma von den RS1-Zellen unterscheiden
(Colter et al., 2001).

Durch ihre vielfaltige Differenzierbarkeit bei vergleichsweise einfacher Mdglichkeit der
Gewinnung stellen MSC eine vielversprechende Option zur Anwendung in regenerativen
medizinischen Verfahren dar (Shyam et al., 2017). Auch fur die Behandlung von
Erkrankungen des Knochens, beispielsweise der Osteoporose, konnten im Tiermodell
bereits positive Ergebnisse durch den Einsatz von MSC erzielt werden (Kiernan et al.,
2016).

Scanu et al. (2011) untersuchten MSC hinsichtlich ihrer Eignung zur in vitro Testung
toxischer Substanzen und einer mdglichen Ubertragbarkeit auf diese Weise gewonnener
Ergebnisse auf in vivo Modelle. Hierbei kamen sie zu dem Ergebnis, dass diese mit der
Eignung bereits etablierter und zu diesen Zwecken eingesetzter Zelllinien vergleichbar
ist. Unter diesen Gesichtspunkten erscheint die Testung neuartiger, potentiell fur die
Anwendung im menschlichen Knochen geeigneter Werkstoffe, wie der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Nanopartikel, an aus Bohrmehl gewonnenen
Spenderzelllinien als ein realistisches und aussagekraftiges in vitro Modell. Dies legen
auch zahlreiche Verwendungen in vorangegangenen Versuchen nahe (Kokesch-
Himmelreich et al., 2013; Pauksch et al., 2014; Lautenschlager et al., 2015; Lorenzetti
et al., 2015; Charyeva et al., 2016).



1.2 Osteoporose

Bei der Osteoporose handelt es sich um eine systemische Erkrankung des
Skelettapparates, bei der es durch eine herabgesetzte mechanische Belastbarkeit des
Knochens zu einem erhdhten Risiko flr das Auftreten von Frakturen im Bereich des
Huftgelenks, der Wirbelkorper und des distalen Radius kommt (NIH Consensus
Development Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy, 2001; US
Department of Health and Human Services, 2004). Diese ergeben sich aus einer
Verminderung der Knochensubstanz, einer verringerten Knochendichte sowie einer
gestorten Mikroarchitektur des betroffenen Knochengewebes. Ab dem 50. Lebensjahr
kommt es dabei zu einem Anstieg der Pravalenz, wobei Frauen starker betroffen sind
als Manner (Kanis et al., 2000). Somit kann die Osteoporose als eine typische
Erkrankung des alternden Menschen bezeichnet werden. In der klinischen Praxis ist die
Messung der Knochendichte (bone mineral density, BMD) die gebrauchlichste
Untersuchung zur Diagnosestellung und Abschatzung des Osteoporoserisikos. Dabei
wird fUr verschiedene Knochen, in der Regel fiir den 1. bis 4. Lendenwirbelkdrper sowie
den Oberschenkelhals, die BMD in Gramm (g) pro Quadratzentimeter (cm?) mittels dual-
energy X-ray absorptiometry (DXA) bestimmt. Fur die erhaltenen Werte wird der
sogenannte T-score ermittelt, indem diese mit den Referenzwerten einer Population
gesunder, junger Frauen verglichen werden. Weichen nun die ermittelten Werte um 2,5
oder mehr Standardabweichungen (standard deviation, SD) von den Referenzwerten ab,
betragt der T-score also < -2,5, so ist klinisch die Diagnose einer Osteoporose zu stellen
(Kanis et al., 1994; WHO Study Group, 1994). Das Robert Koch-Institut gibt in seinem 2014
veroffentlichten Bericht ,Gesundheit in Deutschland Aktuell 2012“ fiir die Osteoporose eine
Lebenszeitpravalenz von 14,5% flr Frauen Uber 50 Jahren und von 5,5% fir Manner tber
50 Jahren an (Robert Koch-Institut, 2014). Durch die Auswertung von Versichertendaten
schatzten Hadji et al. (2013) die Zahl der an Osteoporose erkrankien Menschen in
Deutschland auf 6,3 Millionen, bei einer Anzahl von etwa 885.000 neu diagnostizierten Fallen
pro Jahr. Aus dieser grolen Zahl an Osteoporose Erkrankter ergeben sich auch
wirtschaftliche Konsequenzen. Demzufolge schatzten Haussler et al. (2007) die im Jahr 2003
insgesamt durch die Behandlung an Osteoporose erkrankter Patienten entstandenen Kosten
fir das deutsche Gesundheitssystem auf 5,4 Milliarden Euro. Dabei entstanden 61,3% der
Kosten durch die Behandlung osteoporotisch bedingter Frakturen, welche die Autoren fiir
diesen Zeitraum mit insgesamt 333.322 bezifferten. Weltweit belauft sich die Zahl der durch
Osteoporose bedingten Frakturen auf schatzungsweise 9 Millionen pro Jahr (Johnell und
Kanis, 2004). Jenseits von volkswirtschaftlichen Uberlegungen ist weiterhin zu bedenken,
dass sich die Erkrankung und vor allem die durch die Erkrankung bedingten Frakturen in

erheblichem Malie auf die Lebensqualitat der betroffenen Patienten auswirken. Gerade



Frakturen im Bereich des Hiftgelenks sind in der Regel mit langeren Phasen der
Hospitalisierung und einer langwierigen, teils unvollstdndigen Wiederherstellung der
Funktion oder sogar einer dauerhaften Unterbringung in einer Pflegeeinrichtung verbunden
(Braithwaite et al., 2003; Lips und van Schoor, 2005). Des Weiteren ermittelten (Vestergaard
et al., 2007) fur Patienten, die eine Fraktur im Bereich des Hiiftgelenkes erlitten hatten, ein
im Vergleich zur Kontrollgruppe etwa doppelt so hohes Mortalitatsrisiko.

Anfanglich wurden vor allem die im Laufe des Lebens auftretenden Veranderungen der
Sexualhormon-Spiegel, insbesondere der Riickgang der Ostrogenproduktion, fiir den
Verlust der Knochensubstanz verantwortlich gemacht (Riggs et al., 1998). Mittlerweile
wurden jedoch auch weitere Faktoren wie der Alterungsprozess des Organismus und
das damit verbundene, vermehrte Aufkommen freier Radikale mit dem Auftreten von
Osteoporose in Zusammenhang gebracht (Almeida et al., 2007; Manolagas, 2010). Zur
Behandlung von an Osteoporose erkrankten Patienten wurden bereits verschiedene
Ansatze entwickelt. Der auf dem pathophysiologischen Modell veranderter
Sexualhormonspiegel basierende Therapieansatz besteht in der Substitution von
Ostrogen. Auf Grund des erhéhten Auftretens adverser Effekte wie beispielsweise einem
vermehrten Vorkommen von Brustkrebs und kardiovaskuldren Ereignissen unter der
Hormonersatztherapie (Writing Group for the Womens Health Initiative, 2002) wurde
diese jedoch weitestgehend verlassen und findet heute im klinischen Alltag nur noch in
Einzelfallen Anwendung. Die Gruppe der Bisphosphonate inhibiert die Aktivitat der
Osteoklasten und wirkt dadurch dem Abbau von Knochensubstanz entgegen. Durch die
Anwendung dieses Medikamententyps lasst sich das Risiko des Auftretens
osteoporotischer Frakturen effektiv reduzieren (Byun et al., 2017). Allerdings ergeben
sich auch bei der Dauertherapie mit Bisphosphonaten unerwiinschte Nebenwirkungen
wie zum Beispiel Osteonekrosen des Kiefers und atypische Frakturen (Watts und Diab,
2010). Aus diesem Grund wird fir eine langer andauernde Therapie mit
Bisphosphonaten eine regelmallige Reevaluation, gegebenenfalls mit anschliefiender
Einnahmepause, empfohlen.

Die Entwicklung neuer Therapieansatze spieltim Falle der Osteoporose eine besonders
entscheidende Rolle, da durch die steigende Lebenserwartung der Bevolkerung mit
einer Zunahme der Pravalenz der Erkrankung zu rechnen ist und somit eine effektive
und mdglichst nebenwirkungsarme Therapie die Zielsetzung darstellen muss. Eine
vielversprechende Mdglichkeit stellt in dieser Hinsicht die Verwendung von neuartigen
Werkstoffen wie beispielsweise Nanopartikeln dar. Verschiedene Arbeiten zeigen unter
anderem das Potential mit Nanopartikeln funktionalisierter Implantatoberflachen im
Bezug auf die positive Beeinflussung der Aktivitat von Osteoblasten und Osteoklasten
(Alghamdi et al., 2014; Bosco et al., 2015). In den Studien von (Fricain et al., 2013; Xu



et al, 2015) konnte beispielsweise im Tiermodell fir die Behandlung von
Knochendefekten mit Nanohydroxylapatit enthaltenden Knochenersatzstoffen eine
verbesserte Mineralisierung nachgewiesen werden. Aus den genannten Griinden
erscheint daher die Untersuchung potentieller Nutzen und Risiken verschiedener

Nanopartikel und deren Wirkung auf den osteoporotisch erkrankten Knochen sinnvoll.



1.3 Nanopartikel

Zum ersten Mal fand das Konzept Nanotechnologie im Jahre 1959 durch den spateren
Nobelpreistrager Richard Feynman Erwahnung. Dieser fiihrte in seinem Vortrag
»There's plenty of Room at the Bottom” am California Institute of Technology die Idee
der Herstellung ,molekularer Maschinen® ein, deren Entwicklung es ermdglichen sollte
Arbeiten auf atomarer Ebene auszufiihren (Feynman, 1960). Im Jahr 1974 fand der
Begriff der Nanotechnologie erstmals durch Norio Taniguchi Verwendung in einer
wissenschaftlichen Publikation. Taniguchi gebrauchte ihn im Zusammenhang mit der
Herstellung und Bearbeitung von Materialien auf der Nanometerebene (Taniguchi, 1974).
In den folgenden Jahrzehnten rickte die Nanotechnologie und mit ihr auch Nanopartikel
immer starker in den Fokus der Wissenschaft, wodurch sich wesentliche Fortschritte
verzeichnen lief3en.

Es bestehen verschiedene Definitionen fir die Grofle von Nanopartikeln. Die wohl
gangigste liefert die Standardisierungsorganisation ASTM International, welche
Nanopartikel als Stoffe unterschiedlicher Zusammensetzung beschreibt, die in zwei oder
mehr raumlichen Dimensionen zwischen 1 Nanometer (nm) und 100 nm messen (ASTM
International 2006). Dabei ist es mdglich, Nanopartikel aus unterschiedlichen
Stoffklassen unter anderem Metallen, Keramiken, Polymeren, organischen Stoffen oder
deren Kombinationen herzustellen. Es bestehen dadurch zahlreiche Mdglichkeiten,
Partikel unterschiedlichster Eigenschaften zu erzeugen. Die jeweiligen Eigenschaften
einzelner Nanopartikel ergeben sich allerdings nur teilweise aus ihrer chemischen
Zusammensetzung. Einen wesentlichen Anteil an ihrer groRen Reaktionsfreudigkeit hat
auch die im Verhaltnis zur abnehmenden Groéf3e zunehmende Oberflache, die dafur
sorgt, dass die Partikel mit vielen anderen Molekllen in Interaktion treten kénnen
(Roduner, 2006). Wahrend das Volumen eines spharischen Kérpers proportional zur 3.
Potenz des Radius ist (V = 4/3 = r®), verhalt sich seine Oberflache proportional zur 2.
Potenz des Radius (A = 4 7 r?), wodurch das Verhéltnis von Oberflache zu Volumen sich
zum Radius umgekehrt proportional verhalt. Hieraus ergibt sich auch die Tatsache, dass
fur die toxische Wirkung von Nanopartikeln auf ein biologisches System weniger die
Konzentration der eingesetzten Partikel als vielmehr deren kombinierte Oberflache
ausschlaggebend ist (Oberddrster et al., 2005; Stoeger et al., 2006). Im Gegenteil sind
in der Literatur fur steigende eingesetzte Konzentrationen von Nanopartikeln teilweise
geringere toxische Wirkungen beschrieben, was sich durch die bei hoheren
Konzentrationen auftretende Bildung von Nanopartikelaggregaten erklaren lasst (Churg

et al., 1998). Durch diese verkleinert sich nicht nur die fir Reaktionen zur Verfigung



stehende Oberflache, sondern die Partikel werden auf diesem Wege auch leichter durch

Phagozyten erfasst.

1.3.1 Nanopartikel in der Medizin

Durch ihre hohe Modifizierbarkeit und die daraus resultierenden unterschiedlichen
physikalischen und chemischen Eigenschaften sind Nanopartikel auch fir die
Verwendung in der Medizin interessant. Sie bergen als vergleichsweise neuartige
Gruppe von Materialien, sowohl das Potential bereits bestehende Therapien zu
verbessern als auch bisher unbekannte Therapieansatze zu entwickeln. Mechanistisch
gesehen bieten Nanopartikel hierzu diverse Mdglichkeiten. Beispielsweise kdnnen sie
selbst eine direkte Wirkung auf menschliche Zellen (Tran und Webster, 2011), Bakterien
(Salem et al., 2015) oder Viren (Cagno et al., 2018) entfalten. Des Weiteren kénnen
Nanopartikel dazu verwendet werden Medikamente, Kontrastmittel, Proteine oder Gene
zu umhdllen und dadurch die Eigenschaften der jeweiligen Substanz zu beeinflussen.
Als sogenannte drug delivery systems (DDS) sind Nanopartikel hierbei in der Lage, die
Loslichkeit und Stabilitat ihrer Ladung zu verbessern und deren Transport Uber
biologische Barrieren, wie beispielsweise den Intestinaltrakt oder die Blut-Hirn-Schranke,
zu erleichtern und eine gezielte Substanzfreisetzung zu ermdglichen (Kou et al., 2018).
Die Freisetzung wird dabei im Wesentlichen von der Ldslichkeit der gebundenen
Substanz, ihrer Diffusionsfahigkeit durch die Nanopartikelmatrix sowie die Degradierung
dieser bestimmt (Singh und Lillard 2009). Es ist ebenfalls mdglich dem Abbau von
therapeutisch genutzten Substanzen, durch die Modifikation mit Nanopartikeln
entgegenzuwirken. Dieses Prinzip findet zum Beispiel bei der PEGylierung von
Interferon-o. zur Behandlung der Hepatitis Verwendung. Durch die Umhdllung mit
Polyethylenglycol (PEG) verringert sich die renale Ausscheidung des Medikaments
durch das erhdhte Molekulargewicht (Caliceti und Veronese, 2003). Aufierdem
verringert sich die Interaktion mit umgebenden Plasmaproteinen, was zu einer
geringeren Opsonierung und somit auch zu einer geringeren Aufnahme und
Ausschaltung der umhllten Substanz durch das retikuloendotheliale System flhrt (Gref
et al., 2000). Seit der Zulassung im Jahr 2008 steht mit Abraxane® in der Europaischen
Union auch fiir die Behandlung des metastasierten Mammakarzinoms, des
metastasierten Pankreaskarzinoms sowie des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms
eine nanopartikelgestitzte Therapieform zur Verfugung. Hierbei handelt es sich um eine
modifizierte Variante des in der Krebstherapie bereits etablierten Mitosehemmstoffes
Paclitaxel. Durch die Verbindung des Wirkstoffes mit Albuminnanopartikeln entsteht

nanoparticle albumin bound (nab)-Paclitaxel. Dieses bietet gegenlber der
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herkdmmlichen Darreichungsform einige wesentliche Vorteile. Da es sich bei Paclitaxel
um ein hydrophobes Molekul handelt, ist dieses nur unter Zuhilfenahme von
Lésungsvermittlern intravendés anwendbar, was unter Therapie zum Auftreten
allergischer Reaktionen flhren kann. Dies ist bei Verwendung von nab-Paclitaxel nicht
der Fall. Weiterhin reichert sich der Wirkstoff starker im Tumorgewebe an, was sich
vermutlich Uber die Bindung an durch die Tumorzellen exprimiertes Osteonectin erklaren
lasst (Gradishar, 2006). Um die Spezifitat eines DDS zu erhéhen, ist es weiterhin méglich,
die Oberflache mittels spezifischer Liganden, welche zu einer vermehrten Aufnahme im
Zielgewebe flhren, zu modifizieren. Dabei konnen Antikérper, Proteine, Kohlenhydrate,
Peptide und andere Molekile Verwendung finden (Friedman et al., 2013). Die auf
diesem Wege gesteigerte Spezifitdt der Therapie geht mit einer verringerten nétigen
Gesamtdosis und damit auch mit einem geringeren Risiko potentieller unerwiinschter
Arzneimittelwirkungen einher und schafft damit die Option einer besonders
zZielgerichteten Therapie.

Auch fur die Behandlung der Osteoporose sind derzeit verschiedene
nanopartikelbasierte Therapieansatze Gegenstand der Forschung. Fir die Behandlung
von Erkrankungen des Knochens erscheint der Einsatz von Nanopartikeln sinnvoll, da
der hierarchisch strukturierte Aufbau des Knochengewebes bereits auf der
Nanometerebene beginnt. Seine extrazellulare Matrix besteht dabei im Wesentlichen
aus regelmafig, im Abstand von 67 nm, angeordneten Kollagenfibrillen mit jeweils 40
nm groRen Abstédnden zwischen den einzelnen Kollagenmolekilen. In den auf diese
Weise entstehenden Zwischenraumen werden Kalziumphosphatkristalle eingelagert,
was die mechanische Widerstandsfahigkeit des Gewebes erhdht (Gong et al., 2015).
Hinsichtlich der unterschiedlichen Therapieansatze lassen sich im Wesentlichen vier
verschiedene Wege unterscheiden, auf denen versucht wird, das therapeutische
Potential von Nanopartikeln bei der Behandlung der Osteoporose nutzbar zu machen.
(1) Die Verwendung von Nanopartikeln als DDS, die dazu genutzt werden, Therapeutika
an das Knochengewebe abzugeben. Beispielsweise konnten Hu et al. (2010) in
Versuchen mit Rattenosteoblasten eine hohere Aktivitat alkalischer Phosphatase sowie
eine erhdhte Mineralisation bei Behandlung der Zellen mit p-Estradiol beladenen,
mesopordsen  Siliziumnanopartikeln, die als Reservoir fir das angewendete
Therapeutikum dienten, nachweisen. (2) Die Regulation des Knochenstoffwechsels
durch die Wirkung der Nanopartikel selbst, wie unter anderem von Bosco et al. (2015)
beschrieben. Hier konnte durch die Verwendung mittels Alendronat funktionalisierter
Hydroxylapatitnanokristalle als Beschichtung fur Titanimplantate in vitro eine reduzierte
Aktivitat von Osteoklasten nachgewiesen werden. (3) Die Verbesserung von Materialien,

welche im Bereich des tissue engineering der Beschleunigung der Regeneration ossarer
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Defekte dienen. Hierzu lasst sich beipielsweise die Arbeit von Fricain et al. (2013)
anfuhren, in der flr eine mit Hydroxylapatithanokristallen versehene Matrix aus den
Polysacchariden Pullulan und Dextran in vitro eine verbesserte Zelldifferenzierung und
-proliferation sowie in vivo eine vermehrte zellulare Infiltration und Mineralisation
nachgewiesen werden konnten. (4) SchlieBlich ergeben sich aus den genannten
Verwendungen zusatzliche kombinierte Ansatze. Beispielsweise erzeugten Liu et al.
(2009) eine mit Hydroxylapatitnanokristallen beladene Matrix aus Gelatine und Fibrin,
die zuséatzlich mittels bone morphogenic protein 2 (BMP-2) funktionalisiert wurde. Dieses
Beispiel zeigt das Potential kombinatorischer Therapieansatze, da auf diese Weise die
Vorteile der einzelnen Methoden zusammengefihrt werden kénnen.

Bei den dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen kamen Polyethylenimin
(PEIl)-Nanopartikel zum Einsatz, welche zu den Dendrimeren zahlen. Die Gruppe der
Dendrimere, deren Name sich vom griechischen Wort ,dendros”, Ubersetzt
.Baum* ableitet, besteht aus hochgradig verzweigten, chemischen Verbindungen, die
sich aus unterschiedlichen chemischen Grundstrukturen synthetisieren lassen (Lee et
al., 2005). PEI-Nanopartikel zeichnen sich dabei durch eine vergleichsweise einfache
Synthetisierbarkeit und viele verschiedene Moglichkeiten zur Modifikation aus (Diebold
et al.,, 1999; Fajac et al., 2003; Appelhans et al., 2015). Eine Modifizierbarkeit der
Strukturen ist im Falle von PEI-Nanopartikeln besonders wiinschenswert, da sich fir
diese in ihrer unmodifizierten Form sowohl in vitro als auch in vivo toxische Effekte
beobachten lassen (Regnstrom et al., 2006; Castan et al., 2018). Die genaue Art und
Umsetzung der chemischen Modifikation, der in der vorliegenden Arbeit verwendeten

Nanopartikel, ist in Abschnitt 2.2 beschrieben.
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1.4 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ist Teil der sich strukturell &hnelnden
Molekulfamilie der Neurotrophine (Barde, 1990). Als erster Vertreter dieser Gruppe
wurde 1951 der nerve growth factor (NGF) durch Levi-Montalcini und Hamburger (1951)
als das Uberleben und die Proliferation von sympathischen Nervenzellen férdernder
Faktor beschrieben. Barde et al. (1982) gelang erstmalig die Isolation von BDNF aus
Schweinegehirnen sowie der Nachweis einer das Uberleben von Ganglienzellen
fordernden Wirkung von BDNF. In den folgenden Jahren konnten mit neurotrophin-3
(NT-3) (Maisonpierre et al., 1990) und neurotrophin-4/5 (NT-4/5) (Hallb6ok et al., 1991;
Ip et al., 1992) zwei weitere Vertreter der Neurotrophine mit definierten trophischen
Effekten auf neuronale Zellen des peripheren und zentralen Nervensystems (ZNS)
isoliert werden. Die hdchsten Konzentrationen von BDNF finden sich im ZNS in
Strukturen des Neokortex und des Hippocampus (Skaper, 2008). Allerdings finden sich
sowohl BDNF als auch die anderen Vertreter der Neurotrophine ebenso in Zellen des
peripheren Nervensystems (PNS) (Ernsberger, 2009). Eine der wesentlichsten
Funktionen von BDNF im Bereich des ZNS besteht in der Beeinflussung der
synaptischen Ubertragung durch die Induktion von Langzeitpotenzierung (Korte et al.,
1995; Minichiello et al., 2002). Diese spielen eine wichtige Rolle fir die Etablierung
neuronaler Verbindungen und sind somit mitverantwortlich fir neuronale Plastizitat,
Lernen und Gedéachtnisleistung (Thoenen, 1995; Nabavi et al., 2014).

Neurotrophine vermitteln ihre Wirkung uber die Bindung an zwei unterschiedliche
Rezeptortypen. Zum einen binden alle vier Neurotrophine mit niedriger Affinitdt an den
Rezeptor p75 (oder auch p75 neurotrophin receptor (p75NTR)), welcher zur
Superfamilie der Tumornekrosefaktorrezeptoren (TNFR) gehért (Johnson et al., 1986;
Rodriguez-Tebar et al., 1990; Rodriguez-Tébar et al., 1992). Wie die Ubrigen Vertreter
der TNFR-Superfamilie besitzt auch p75NTR keine intrinsische enzymatische Aktivitat,
sondern vermittelt seine Wirkung Uber die Bindung von Adapterproteinen, unter anderem
den sogenannten TNFR-associated factors (TRAFs). Von den verschiedenen TRAF-
Isoformen sind bezuglich der Wirkungsvermittiung von p75NTR vor allem TRAF-4 sowie
TRAF-6 relevant (Krajewska et al.,, 1998; Khursigara et al., 1999). Weitere der
zahlreichen Adapterproteine, die mit p75NTR in Interaktion treten kénnen, umfassen
unter anderem Schwann cell factor-1 (SC-1) (Chittka und Chao, 1999), Neurotrophin
receptor-interacting factor (NRIF) (Casademunt et al.,, 1999), Neurotrophin
receptor-interacting MAGE homolog (NRAGE) (Salehi et al., 2000), p76NTR-associated
death executor (NADE) (Mukai et al., 2000) und Receptor-interacting protein-2 (RIP2)

(Khursigara et al., 2001). Dabei ist zu erwdhnen, dass p75NTR verschiedene, teils
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kontrar erscheinende Wirkungen vermittelt. Es wurden fir den Rezeptor sowohl
proapoptotische als auch das Uberleben unterschiedlicher Zellpopulationen férdernde
Wirkungen beschrieben. Zusatzlich zu ihrer p75NRT-vermittelten Wirkung zeigen die
Neurotrophine auch eine Interaktion mit einer weiteren Rezeptorengruppe, den
Tropomyosin-Rezeptorkinasen (Trk), aus der Familie der Rezeptortyrosinkinasen. Mit
TrkA, TrkB und TrkC existieren drei unterschiedliche Rezeptorisoformen mit
unterschiedlicher und im Gegensatz zu p75NTR spezifischer Affinitat zu einzelnen
Neurotrophinen. TrkA wurde durch Kaplan et al. (1991) als Rezeptor fur NGF identifiziert.
TrkB bindet mit hoher Spezifitdt BDNF und NT-4/5, wahrend NT-3 durch TrkC gebunden
wird (Barbacid, 1994). Nach Bindung des jeweiligen Liganden erfolgt die Aktivierung des
Rezeptors in der fur Rezeptortyrosinkinasen typischen Art und Weise. Dabei kommt es
zuerst zur Dimerisierung des Rezeptors sowie zur anschlieRenden
Autophosphorylierung der intrazellular lokalisierten, tyrosinreichen Rezeptorabschnitte
(Huang und Reichardt, 2003). Durch die Aktivierung verschiedener, rezeptorgebundener
Molekule wird daraufhin eine rezeptorunabhangige Signalkaskade in Gang gesetzt. Wie
p75NRT sind auch die Trk in der Lage, mit unterschiedlichen Adapterproteinen in
Interaktion zu treten und somit verschiedene Signalkaskaden in Gang zu setzen. Diese
Uberwiegend die Zellproliferation und Differenzierung stimulierenden Signalwege
umfassen unter anderem die Aktivierung der Phospholipase-C-y (PLC-y) (Stephens et
al., 1994), des G-Protein Ras (rat sarcoma) (Jian et al., 1996) und der
Phosphoinositol-3-Kinase (PI13K) (Yao und Cooper, 1995).

Abseits ihrer jeweiligen spezifischen Wirkungen zeigt sich zuséatzlich auch eine
Interaktion zwischen den beiden durch die Familie der Neurotrophine stimulierten
Rezeptortypen. So wurde beispielsweise fir TrkB eine Modulation der
Rezeptoreigenschaften durch p75NTR hin zu einer héheren Spezifitat flir seinen
primaren Liganden BDNF beschrieben (Benedetti et al., 1993). Weiterhin beeinflussen
beide Rezeptortypen teilweise dieselben Signalwege, wodurch es vor allem zu einer
inhibierenden Wirkungen der durch p75NTR vermittelten, proapoptotischen Effekte
durch die Aktivierung von TRK kommt (Yoon et al., 1998). Die Abbildung (Abb.) 1.1 stellt
in schematischer Weise die Uber p75NTR und die TRK vermittelten Wirkungen und

deren Interaktion dar.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der (ber die unterschiedlichen Neurotrophinrezeptoren vermittelten
Wirkungen und deren Wechselwirkungen. Die Grafik erhebt keinen Anspruch auf Vollstéandigkeit. BDNF =
Brain-derived neurotrophic factor; MAPK = MAP-Kinase; NADE = p75NTR-associated death executor;
NRAGE = Neurotrophin receptor-interacting MAGE homolog; NRIF = Neurotrophin receptor-interacting
factor; p75NRT = p75 neurotrophin receptor; PI3K = Phosphoinositol-3-Kinase; PLCy = Phospholipase-C-y;
RAS = Rat sarcoma; RIP2 = Receptor-interacting protein-2; SC-1 = Schwann cell factor-1; Trk =
Tropomyosin-Rezeptortyrosinkinase

Eine Sekretion von BDNF wurde allerdings nicht nur fur Zellen des ZNS und PNS,
sondern auch fur humane MSC nachgewiesen (Laurenzi et al., 1998; Wilkins et al., 2009;
Brohlin et al., 2012; Taghi et al., 2012). Welche Rolle BDNF dabei im Rahmen des
Knochenstoffwechsels einnimmt, ist bisher noch nicht abschlieRend geklart, jedoch
konnten verschiedene Arbeiten eine Beteiligung von BDNF im Rahmen der
Differenzierung von Knochenzellen sowie der Knochenbildung nachweisen. Dabei
fordert BDNF Uber die Bindung an TrkB die Differenzierung von Osteoklasten aus
mononuklearen Zellen (Sun et al., 2012). Auch konnten wahrend der
Differenzierungsphase  muriner Osteoblasten erhdhte BDNF-Konzentrationen
nachgewiesen werden, was einen Beitrag des Neurotrophins zur osteoblastaren
Zelldifferenzierung nahelegt (Nakanishi et al., 1994). Weiterhin lieR sich durch die
Applikation von BDNF in vitro ein erhdhter Grad der Mineralisierung fir Cementoblasten,
welche ahnlich wie Osteoblasten im Knochen im Bereich der Zahne fiir die Herstellung
mineralisierten Bindegewebes mitverantwortlich sind, feststellen (Kajiya et al., 2008).
Durch Kilian et al. (2014) gelang der Nachweis von BDNF und seines Rezeptors TrkB in
humanen Knochenproben wahrend unterschiedlicher Stadien der Frakturheilung, was
eine Beteiligung des Neurotrophins im Prozess der Frakturheilung nahelegt. Bezuglich

des Effektes von BDNF auf MSC konnte in verschiedenen Untersuchungen in vitro eine
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gesteigerte Proliferation der Zellen nach Zugabe von BDNF nachgewiesen werden (Choi
et al., 2010; He et al., 2015; Liu et al., 2018). Dies sowie die Tatsache, dass MSC TrkB
exprimieren (Laurenzi et al., 1998), |asst eine autokrine und/oder parakrine Funktion von
BDNF fur MSC vermuten, welche bereits in verschiedenen Arbeiten nachgewiesen
werden konnten (Choi et al., 2010; Ahn et al., 2017). Unter diesen Gesichtspunkten
erscheint eine Zugabe von BDNF in vitro zur Abmilderung oder gar Nivellierung potentiell
schadigender Einflisse auf die in den vorliegenden Untersuchungen verwendeten MSC

erfolgversprechend.
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1.5 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zwei unterschiedliche PEl-basierte Nanopartikel mit
Glutamatschale hinsichtlich ihrer potentiellen zytotoxischen Effekte auf humane, aus
Bohrmehl gewonnene, mesenchymale Stammzellen unterschiedlicher Spender zu
untersuchen. Weiterhin sollten mogliche unterschiedliche Wirkungen der Nanopartikel
auf MSC knochengesunder und osteoporotischer Spender sowie eine eventuelle
Abschwachung zellschadigender Effekte durch die Zugabe des Neurotrophins BDNF
untersucht werden. Durch das experimentelle Vorgehen sollten einerseits
konzentrationsabhangige, andererseits auch von der Nanopartikelstruktur abhangige
Effekte beurteilbar gemacht werden.

Die hauptsachlichen Fragestellungen waren dabei die Folgenden:

1. Sind fur die zu untersuchenden Nanopartikel zytotoxische Effekte nachweisbar?
Lassen sich diese Effekte auf mikroskopischer Ebene oder durch die
Verwendung funktioneller Assays nachweisen?

2. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Inkubationsdauer bzw. der
eingesetzten Nanopartikelkonzentration und dem Ausmall potentiell
zellschadigender Effekte?

3. Lasst sich durch eine Modifikation der PEl-basierten Nanopartikel mit
Glutamatschale durch Maltosemolekile eine Reduktion etwaiger zytotoxischer
Effekte erreichen?

4. st durch die Zugabe des Neurotrophins BDNF in vitro eine Reduktion potentiell
zellschadigender Effekte auf die MSC erzielbar?

5. Wie unterscheiden sich die MSC knochengesunder und osteoporotischer

Spender hinsichtlich ihrer Reaktion auf die zu untersuchenden Nanopartikel?

Um in einem nachsten Schritt die Anwendbarkeit der Nanopartikel in vivo im Tiermodell
untersuchen zu kdénnen, ist es im Vorfeld nétig, mogliche zytotoxische Effekte
aufzudecken auch um fir folgenden Versuche Konzentrationen unterhalb eines
schadigenden Niveaus festlegen zu kénnen. Zusatzlich sollten durch die Zugabe von

BDNF weitere Hinweise auf dessen Rolle im Knochenstoffwechsel erlangt werden.

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuche wurden am 09.07.2009 von der
Ethikkomission des Fachbereichs 11 der Justus-Liebig-Universitat Gielien genehmigt
(Aktenzeichen 74/09).
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2 Material und Methoden

2.1 Kultivierung mesenchymaler Stammzellen

In den durchgefiihrten Untersuchungen fanden aus Bohrmehl gewonnene,
mesenchymale Stammzellen (rdMSC) Verwendung. Das Bohrmehl fiel bei
unfallchirurgischen Eingriffen an und wurde durch die Klinik fir Unfall-, Hand- und
Wiederherstellungschirurgie des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat
Gieflen zur Verfigung gestellt. Dabei folgte die Kultivierung der rdMSC aus dem
Bohrmehl der bereits durch Trinkaus et al. (2005) und Wenisch et al. (2005) etablierten
Vorgehensweise.

Die erhaltenen Zellen wurden in geeignetem Medium bestehend aus fetalem
Kélberserum (FKS, PANSera ES, PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) und 10%
Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in Suspension gebracht und im
Gefrierbehalter (Mr. Frosty™ Gefrierbehalter, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
um 1°C pro Minute, auf -80°C abgekihlt. Anschlieend wurden die Zellen in flissigem
Stickstoff (< 77 K) eingefroren, um eine spatere Verwendung zu ermdglichen.

Nach dem Auftauen wurden die Zellen zur Kultivierung in Zellkulturflaschen
(CELLSTAR®, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) (iberfiihrt. Das verwendete
Standardkulturmedium setzte sich aus F12K (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA),
gemischt mit 20% fetalem Kalberserum (PANSera ES, PAN Biotech, Aidenbach,
Deutschland) und 1% Penicillin + Streptomycin (Gibco, Life Technologies, Carlsbad,
USA) zusammen (Trinkaus et al., 2005). Ein Wechsel des Nahrmediums erfolgte im
Abstand von funf Tagen. Die Inkubation der Zellen fand im Brutschrank (Heraeus,
Hanau, Deutschland) unter sterilen Bedingungen, bei konstanter Temperatur (37°C)
sowie konstantem Gehalt von CO; (5%) statt.

Um einerseits eine fir die Versuche ausreichende Menge Zellen zu erhalten und
andererseits die Lebensbedingungen der Zellen zu optimieren, wurden diese nach
Erreichen von etwa 80% bis 90% Konfluenz aufgeteilt. Hierzu wurde das Medium
entfernt und die Zellen mit phosphatgepufferter Salzlésung (Phosphate Buffered Saline,
PBS, Gibco, Life Technologies, Carlsbad, USA) gewaschen. Anschlieend wurden die
Zellen durch Zugabe von 0,05% Trypsin (Gibco, Life Technologies) proteolytisch von der
Zellkulturflasche geldst. Das Trypsin wurde nach funf- bis zehnminutiger Inkubation und
lichtmikroskopischer Kontrolle der Ablésung durch Zugabe von FKS deaktiviert und die
erhaltene Zellsuspension wurde fir 5 Minuten bei 1200 revolutions per minute (rpm) und

21°C zentrifugiert (Rotina 380r, Hettich, Kirchlengern, Deutschland). Nach Entfernung
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des Uberstandes wurde das Zellpellet in frischem Nahrmedium gel6st. Die Suspension
wurde auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt. Die fur die Untersuchungen verwendeten
Zellen wiesen Passagezahlen von héchstens funf auf.

In den Experimenten kamen insgesamt zehn Spenderzelllinien zum Einsatz, von denen
sieben von weiblichen und drei von mannlichen Spendern stammten. Finf dieser zehn
Spender litten zum Zeitpunkt der Operation und der damit verbundenen Gewinnung des
Bohrmehls unter einer klinisch diagnostizierten Osteoporose.

Mittels durchflusszytometrischer Untersuchungen wurde der Stammzellgehalt der
verwendeten Spenderkulturen ermittelt, welcher in den untersuchten Spenderzellinien
zwischen 12,8% und 76% betrug (Tabelle 2.1). Zur Identifizierung dienten zu diesem
Zweck die Oberflachenmarker CD73 und CD105 (Delorme et al., 2008; Akiyama et al.,
2012).

Tabelle 2.1: Uberblick (iber die verwendeten Spenderzelllinien

Gesunde Spender Osteoporotische Spender
ID ZK37 | ZK46 | ZK48 | ZK51 | ZK94 | ZK69 | ZK71 | ZK74 | ZK105 | ZK112
Geschlecht w m w m w w w w m w

Geburtsjahr 1934 1981 1949 1967 1930 | 1942 | 1935 | 1931 1952 1945

CD73/CD105 | 28,4% | 23,8% | 20,8% | 45,3% | 12,8% | 52% | 76% | 68% 19% | 41,3%

ID = [dentifikationsnummer, ZK = Zellkultur, w = weiblich, m = ménnlich

Nach einer ausreichenden Vermehrung der Zellen wurden diese, je nach Versuch, auf
24-Well-Zellkulturplatten (Falcon Multiwell, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA),
96-Well-Zellkulturplatten (Falcon Multiwell, Becton Dickinson) oder Chamber-Slides
(Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™, Sigma-Aldrich) in einer Konzentration von 20.000
pro cm? ausgesat. Zur Bestimmung der dafiir erforderlichen Menge an Zellsuspension
wurde ein Casy TT (OLS OMNI Life Science, Bremen, Deutschland) verwendet. Mit
diesem, auf dem Coulter-Prinzip (Coulter, 1953) basierenden, durchflusszytometrischen
Verfahren Iasst sich die Zellzahl in einem gegebenen Volumen bestimmen.

Alle Arbeiten im Bereich der Zellkultur wurden unter einer Laminar-Flow-
Sicherheitswerkbank (Herasafe HS 12, Heraeus, Hanau, Deutschland) durchgeflhrt.
Samtlichen verwendeten Materialien und Substanzen waren steril beziehungsweise
steril filtriert (Sterifix® 0,2 um Injektionsfilter, B. Braun Melsungen, Melsungen,
Deutschland).
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2.2 Polyethyleniminnanopartikelf

Samtliche in den Versuchen eingesetzten Nanopartikel wurden durch die Arbeitsgruppe
um Dr. Appelhans, aus dem Leibniz-Institut fir Polymerforschung in Dresden zur
Verfugung gestellt.

Es wurden zwei auf unterschiedliche Weise modifizierte PEI-basierte Nanopartikel
untersucht. Polyethylenimin-poly-L-Glutaminsaure (PEI-PGLU-346) setzt sich aus
einem verzweigten Polyethyleniminkern und einer Schale aus Poly-a-Glutamat
zusammen. Polyethylenimin-poly-L-Glutaminsaure-Maltose (PEI-PGLU-346-MAL) weist

zusatzlich eine weitere, aus Maltose bestehende, Schale auf. (Abb. 2.1)

PEI-PGLU-346: PEI-PGLU-346-MAL:

Poly-a-glutamat \ R e NS
o

Maitose ) _-, \ N

positiver e L/—- -
Ladungsschwerpunk! / - s 3

e } chyv 4 _\5' o
ﬁ\:\@ );/: . ‘_',/’ @ :glyr:::;zi:r::?:rfs *_k\’:\f ',_ »_i_'_) i
+ \ = -4 + \ - \_ \&47 -y [~
T

S ) S
negativer < ) ‘(
+ Ladungsschwerpunk! +

Abb. 2.1: Schematische Struktur der verwendeten PEI-Nanopartikel; Abb. modifiziert nach Striegler (2016)

Die Synthese der Nanopartikel erfolgte in mehreren Teilschritten, welche ausfuhrlich in
Striegler et al. (2015) sowie Striegler (2016) beschrieben sind. Zu Beginn wurden
hochgradig verzweigte Polyethylenimine (PEI, Lupasol G100, M., 5000 g/mol, BASF SE,
Ludwigshafen, Deutschland) mit L-Glutaminsaure-y-Benzylester-N-Carboxyanhydrid (y-
BLG-NCA) polymerisiert. Der entstandene  Polyethylenimin-poly-y-benzyl-L-
Glutaminsaureester (PEI-PBLG) wurde im darauffolgenden Schritt durch Hydrolysierung
in PEI-PGLU-346 umgewandelt. Die Herstellung von PEI-PGLU-346-MAL erforderte
einen zusatzlichen Reaktionsschritt. Mittels reduktiver Aminierung wurden die
terminalen Bereiche des PEI-Molekils mit D-(+)-Maltose-Monohydrat substituiert. (Abb.
2.2)
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Abb. 2.2: Darstellung der Synthese von PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL; Abb. modifiziert nach
Striegler et al. (2015)

Laut den Untersuchungen von Striegler et al. (2015) ergibt sich fur PEI-PGLU-346 eine
zahlenmittlere Molmasse (M,) von 6700 g/mol. Fur PEI-PGLU-346-MAL liegt M, bei
20.600. Der hydrodynamische Durchmesser (Dn) in einem physiologisch gewahlten
pH-Bereich von 7,4 liegt fir PEI-PGLU-346 bei 6 Nanometer (nm), flr PEI-PGLU-346-
MAL bei 8 nm. Fur diesen pH-Bereich lie sich aulerdem die Bildung von
Nanopartikelaggregaten ausschlieBen. Dadurch ist davon auszugehen, dass die
PEI-Nanopartikel auch unter den Versuchsbedingungen, welche dieser Arbeit zugrunde
lagen, hauptsachlich als isolierte Makromolekule vorlagen.

Zur Herstellung der mit Nanopartikeln versetzten Zellkulturmedien wurde jeweils eine
Stammlésung der beiden untersuchten Nanopartikel mit einer Konzentration von
50 mg/mL hergestellt. Nach Auflésen der Nanopartikel in Standardkulturmedium durch
behutsames Vortexen (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, USA) wurden die
Lésungen steril filtriert und bei 8°C, lichtgeschitzt gelagert. Zur Herstellung der fir die
Versuche bendtigten Nanopartikelkulturmedien wurde die Stammlésung mit
Standardzellkulturmedium verdiinnt. Auf diese Weise wurden Kulturmedien mit

Nanopartikelkonzentrationen von 1 pg/mL, 50 yg/mL sowie 500 pg/mL hergestellt.
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2.3 Konventionelle Lichtmikroskopie

Die Betrachtung der Zellen mittels konventioneller Lichtmikroskopie erfolgte mit einem
Inversionsmikroskop (Axiovert 10, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) mit
integrierter Digitalkamera (DS-Fi1, Nikon, Tokio, Japan). Die Aufnahmen in 10-facher
und 32-facher VergroRerung wurden unter Verwendung eines Polarisationsfilters
angefertigt und mittels eines angeschlossenen Computersystems verarbeitet. Die Bilder
wurden mit Malstéaben versehen. Hierzu wurde das Programm Fiji Is Just Imaged (FIJI,

open source software) verwendet.

2.4 Fluoreszenzmikroskopie

Um herauszufinden, ob eine Aufnahme der Nanopartikel durch die Zellen stattfand,
wurden die Spenderzellen mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Dabei kamen
mittels Rhodamin B farbig markierte Konjugate von PEI-PGLU-346 und
PEI-PGLU-346-MAL zur Anwendung. Diese wurden ebenso wie die ubrigen
Nanopartikel durch die Arbeitsgruppe um Dr. Appelhans zur Verfigung gestellt.

Die Farbung der Zellkerne erfolgte mittels des Farbstoffes Hochst 33258 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). Um die Aktinfilamente im Bereich des Zytoplasma
anzufarben, wurde an Phalloidin gekoppeltes Fluorescein (FITC) (Thermo Fisher
Scientific) verwendet. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung wurde jeweils mit
beiden fluoreszenzmarkierten Nanopartikeln fir eine knochengesunde (ZK94) und eine
osteoporotische (ZK112) Spenderzelllinie durchgefuhrt. Als zeitliche Endpunkte wurden
72 h definiert. Die markierten Nanopartikel wurden dem Kulturmedium in einer
Konzentration von 500 pg/mL zugegeben. Die Untersuchung der Zellen erfolgte mittels
eines Konfokalmikroskops (Leica TCS SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland).
In Tabelle 2.2 sind die gewahlten Anregungs- und Detektionswellenlangen

zusammengefasst.

Tabelle 2.2: Anregungs- und Detektionswellenldngen der Fluoreszenzmikroskopie

Farbstoff Anregung Detektion
Hochst 33258 352 nm 455 nm
Phalloidin FITC 499 nm 519 nm
Nanopartikel 545 nm 568 nm

Zu Beginn des Versuches wurden 20.000 Zellen pro cm? auf Chamber-Slides
(Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™, Sigma-Aldrich) ausgesaht und mit 300 yL Standard-
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Kulturmedium fur 24 h unter den oben genannten Bedingungen inkubiert. Nach
lichtmikroskopischer ~ Kontrolle  der Adhdrenz  der Zellen wurde das
Standardkulturmedium entfernt und durch das mit den fluoreszenzmarkierten
Nanopartikeln versetzte Medium ersetzt.

Zum Endpunkt wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden behutsam 2 Mal
mit PBS mit einer Temperatur von 4°C gesplilt. Anschlieflend wurden 200 uL einer 4%
Paraformaldehydlésung (PFA, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit einer Temperatur
von 4°C hinzugegeben und die Zellen fir 10 Minuten auf Eis gelagert inkubiert. Im
Folgenden wurden die Zellen 3 Mal vorsichtig mit auf 4°C gekuhlter PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden 200 uL ebenfalls auf 4°C gekihltes 0,1% Triton-X100 (Sigma-
Aldrich) in PBS zugegeben und die Zellen fur 5 Minuten auf Eis gelagert inkubiert. Nach
erneutem 3-maligen Spulen der Zellen mit auf 4°C gekuihlter PBS wurden 200 pL 1%
Phalloidin FITC in PBS hinzugefugt. Im Anschluss wurden die Zellen fir 40 Minuten bei
Raumtemperatur und unter Lichtabschluss inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen
insgesamt 6 Mal mit auf 4°C gekuhlter PBS gewaschen, bevor die Zugabe von 200 pL
1% Hochst 33258 in PBS erfolgte. Nach 15-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur
und unter Lichtabschluss wurden die Zellen erneut 6 Mal mit auf 4°C gekuhlter PBS
gespult. Die Kammer des Chamber-Slides wurde vorsichtig entfernt und die Zellen
wurden unter Verwendung von ProLong™ Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher
Scientific) eingedeckelt. Bis zur Aufnahme der Bilder wurden die Objekttrager bei 8°C

unter Lichtabschluss gelagert.
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2.5 Laktatdehydrogenase-Assay

Um eine mdgliche Schadigung der Zellen vor allem im Bereich der Zellmembran
feststellen zu kdnnen, wurde die Konzentration des Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH)
quantitativ bestimmt. Bei der LDH handelt es sich um ein im Zytosol lokalisiertes Enzym,
welches aus intakten Zellen in geringem Malfe in das Kulturmedium Ubergeht. Fir die
Messungen wurde der CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega,
Fitchburg, USA) verwendet. Dieser colorimetrische Assay beruht auf einer durch die
LDH katalysierten Reduktion von NAD* und Laktat zu NADH und Pyruvat. In einer
darauffolgenden Reaktion wird das Tetrazoliumsalz lodonitrotetrazolium (INT) zu
Formazan reduziert. Die

Absorption  dieses roten

Je

» P t
Farbstoffes kann mittels Laktat yrava
Platten-Reader (Synergy HT,
BioTek Instruments, NAD' NADH
Winooski, USA) bei einer
Wellenlange von 490 nm

ormazan== INT

gemessen werden, wobei die .
Diaphorase

I

Menge des  gebildeten
Farbstoffes zur Anzahl der app. 2.3: Schematische Darstellung der Funktionsweise des LDH-
lysierten Zellen proportional Assays
ist. Zur Untersuchung der Zytotoxizitdt wurde sowohl eine Messung der LDH im
Kulturmedium als auch eine Messung der LDH im Zelllysat vorgenommen. Dies ist nétig,
um den Gesamt-LDH-Gehalt zu bestimmen, welcher fir die Berechnung des Quotienten
der Zellschadigung verwendet werden kann. Um diesen Quotienten zu erhalten, wird die
Menge an im Medium enthaltener LDH durch die Summe der Menge der im Medium und

im Zelllysat enthaltenen LDH geteilt.

LDH im Medium
LDH im Medium + LDH im Zelllysat

Quotient der Zellschadigung =

Zu Beginn des Versuches wurden 20.000 Zellen pro cm? auf 24-Well Platten (Falcon
Multiwell) ausgesaht und flr 24 h unter den oben genannten Bedingungen, inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubation wurde die Adharenz der Zellen lichtmikroskopisch Uberprift.

Zeigte sich ein Anwachsen der ausgesahten Zellen, wurde das Standardmedium in den
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Versuchs-Wells durch mit Nanopartikeln versetztes Medium ersetzt. Hierbei wurden
jeweils in sechsfacher Ausfihrung, 1 mL Medium pro Well, mit
Nanopartikelkonzentrationen von 1 ug/mL, 50 pg/mL sowie 500 pg/mL, zugegeben. Zu
jeweils drei der sechs Wells wurden anschlieRend zusatzlich BDNF (PANSera ES, PAN
Biotech, Aidenbach, Deutschland) in einer Konzentration von 40 ng/mL hinzugegeben.
Die weitere Inkubation der Zellen erfolgte bis zum Erreichen der Endpunkte bei 24 h und
72 h unter den oben genannten Bedingungen.

Nach Erreichen der Endpunkte wurden die Wells lichtmikroskopisch fotografiert.
AnschlieRend wurden je 50 pL Medium aus den Wells der 24-Well Platte, reines
Standardmedium als Negativkontrolle sowie eine vom Hersteller mitgelieferte
Positivkontrolle auf je drei Wells einer 96-Well Platte Ubertragen. Den auf diesem Wege
erhaltenen Triplets wurden, dem Protokoll des Herstellers folgend, jeweils 50 yL CytoTox
96® Reagent zugesetzt. AnschlieRend wurde die Platte unter Lichtabschluss fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Folgenden wurde die Reaktion durch Zugabe
von 50 pL Stopplésung beendet und die Absorption im Platten-Reader bei einer
Wellenlange von 490 nm gemessen.

Zur Messung des LDH-Gehaltes der Zellysate wurde das restliche Medium aus den
Wells der 24-Well Platte abgesaugt. Das Medium wurde zur spateren Untersuchung
mittels enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) zum Nachweis von Interleukin-6
(IL-6), in 1,5 mL Eppendorfgefalle (Sigma-Aldrich) Gberflhrt und bei —80°C eingefroren.
Nach zweimaligem Spulen mit PBS wurde jedem Well zwecks osmotischer Lysierung
der Zellen 1 mL 1% Triton-X100 (Sigma-Aldrich) zugegeben. Die Platten wurden auf Eis
gelagert und fur 15 Minuten auf einem Laborschuttler (Edmund Buhler, Hechingen,
Deutschland) bewegt. Darauf folgend wurden die Zellysate in 1,5 mL Eppendorfgefalle
(Sigma-Aldrich) tberfiihrt und fiir 4 Minuten bei 250 g und Raumtemperatur zentrifugiert
(Micro 220r, Hettich,Kirchlengern, Deutschland). AnschlieRend wurden je 50 pL Lysat,
Lysispuffer als Negativkontrolle sowie eine vom Hersteller mitgelieferte Positivkontrolle
in Triplets auf eine 96-Well Platte Ubertragen. Die restliche Versuchsdurchfihrung war
mit der fir die Medien beschriebenen Vorgehensweise identisch.

Um das Ausmall der Zellschadigung zu quantifizieren, wurde der bereits oben
beschriebene Quotient aus LDH-Gehalt im Medium und dem Gesamt-LDH-Gehalt

berechnet.
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2.6 Interleukin-6 enzyme linked immunosorbent assay (IL-6 ELISA)

Um den Gehalt an Interleukin 6 (IL-6) in den Proben zu untersuchen, kam ein IL-6
spezifischer ELISA (Human IL-6 DuoSet ELISA, R&D Systems, Minneapolis, USA) zur
Anwendung. Bei den untersuchten Proben handelte es sich um die im Rahmen des
LDH-Assays eingefrorenen Medien des Endzeitpunktes 72 h der Kontrollgruppe sowie
der mit 50 ug/mL und 500 pug/mL Nanopartikel behandelten Zellen jeweils mit und ohne
40 ng/mL BDNF. Es wurden die Medien von vier knochengesunden (ZK37, ZK46, ZK48,
ZK51) sowie vier osteoporotischen (ZK69, ZK71, ZK74, ZK112) Spenderzelllinien
untersucht.

Um eine Interaktion der Nanopartikel mit dem Testverfahren auszuschlie®en, wurde der
Assay mit nanopartikelhaltigen Medien in den Konzentrationen 1 pg/mL, 50 ug/mL, 500
pMg/mL und 1000 ug/mL durchgefiihrt. Hierbei lie3 sich kein Einfluss der Nanopartikel auf
das Ergebnis des Assays feststellen.

Zu Beginn der Versuche wurde der capture antibody im Verhaltnis 1:120 mit PBS
verdunnt. Von der auf diesem Wege erhaltenen Gebrauchslésung wurden je 100 uL pro
Well auf eine 96-Well Platte (Nunc MaxiSorp™ flat-bottom, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) gegeben. Die Wells wurden anschlieBend mit Parafiim M (Pechiney
Plastic Packaging, Chicago, USA) abgedeckt und uber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Um Uberschussige capture antibodies zu entfernen, wurden die Wells durch
Absaugen der Gebrauchslésung entleert und drei Mal mit 400 uL Waschpuffer (0,05%
Tween in PBS, Sigma-Aldrich) gespuilt, wobei die Wells nach jedem Spilvorgang durch
behutsames Ausklopfen gegen saubere Papiertiicher von Uberschussiger Flussigkeit
befreit wurden. Zum Blockieren etwaiger unspezifischer Bindungsstellen der capture
antibodies wurden pro Well 300 uyL reagent diluent bestehend aus 1% bovinem
Serumalbumin (BSA, Sigma-Aldrich) in PBS zugegeben. Die Wells wurden wiederum
mittels Parafilm M verschlossen und fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Die aufgetauten Proben wurden nach behutsamem Durchmischen mittels Vortexen fir
5 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert und in einem Verhaltnis von 1:40 mit
reagent diluent verdunnt. Die vom Hersteller mitgelieferte Standardstammlésung wurde
zum Erhalt einer Standardreihe nach den Angaben des Herstellers schrittweise mit
reagent diluent verdinnt.

Nach Ende der Inkubation wurden die Wells abermals nach der oben genannten
Methode gespiilt. Anschliefend wurden pro Versuchs-Well je 50 uL reagent diluent
vorgelegt und, in Duplets, je 50 uL der verdinnten Proben hinzugegeben. Als
Negativkontrolle wurden 100 yL reagent diluent eingesetzt. Zusatzlich wurden je 100 yL

der verschieden stark verdlinnten Standardlésungen in die fur die Standardreihe
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vorgesehenen Wells pippetiert. Die 96-Well Platte wurde mit Parafilm M abgedeckt und
flr 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Der detection antibody wurde im Verhaltnis 1:60 mit reagent diluent verdinnt und nach
beendeter Inkubation und abermaligem Spilen nach der oben beschriebenen
Vorgehensweise wurden pro Well je 100 yL des verdinnten detection antibodies
hinzugegeben. Die 96-Well Platte wurde daraufhin abermals mit Parafim M
verschlossen und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Herstellung einer Gebrauchsloung wurde die Stammlésung der
Streptavidin-horseradish peroxidase (HRP) im Verhéltnis 1:40 mit reagent diluent
verdunnt. Nach erneutem Spdlen in der bereits beschriebenen Weise wurden pro Well
je 100 pL der Streptavidin-HRP Gebrauchslésung zugegeben. Die 96-Well Platte wurde
mittels Parafilm M abgedeckt und fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Um die Substratlésung zu erhalten, wurden die beiden Reagenzien Farbldsung a und
Farblésung b in einem Verhaltnis von 1:1 miteinander gemischt. Nach dem Spulen der
Wells, bei dem abermals wie zuvor beschrieben vorgegangen wurde, wurden pro Well
100 pL der Substratlésung eingesetzt. Die 96-Well Platte wurde durch Parafim M
verschlossen und flir 20 Minuten bei Raumtemperatur und unter Lichtabschluss inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch die Zugabe von 50 pL
Stopplosung pro Well beendet. Den Angaben des Herstellers folgend wurde
anschlielend die Absorption im Platten-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm

bestimmt sowie eine Korrekturmessung bei einer Wellenlange von 540 nm durchgefuhrt.
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2.7 Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (Real-Time PCR)

Die Untersuchungen mittels Real-Time PCR wurden mit Zellen samtlicher, in Tabelle 2.1
aufgeflihrter Spenderzellinien durchgefihrt. Dabei wurden die Zellen fir 72 h mit
nanopartikelhaltigen Kulturmedien der Konzentrationen 50 ug/mL sowie 500 pg/mL
inkubiert. Der Halfte der Wells wurden zusatzlich 40 ng/mL BDNF zugesetzt.

Hierzu wurden 20.000 Zellen pro cm? auf einer 24-Well Platte ausgesaht und fiir 24 h
mit Standardnahrmedium, unter den oben beschriebenen Bedingung, inkubiert. Nach
lichtmikroskopischer Kontrolle der Adhasion wurde in den Versuchs-Wells das
Standardkulturmedium durch nanopartikelhaltiges Kulturmedium ersetzt. Anschlie3end

fand eine Inkubation der Zellen fir weitere 72 h statt.

2.7.1 Isolierung von Ribonukleinsauren (RNA)

Die Isolierung der RNA aus den kultivierten Zellen erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland).

Nach Ablauf der Inkubation wurde das Medium aus den Wells abgesaugt und die Zellen
wurden 2 Mal mit PBS gespllt. AnschlieRend wurden die Zellen durch die Zugabe von
600 pL Puffer RLT lysiert. Das so gewonnene Zelllysat wurde zur Homogenisierung auf
eine QlA-shredder Saule aufgetragen und bei 14.000 rpm und 25°C fir 2 Minuten
zentrifugiert. Nach Zugabe von 600 uL 70 % Ethanol wurde die erhaltene Lésung auf die
RNeasy spin column gegeben und bei 10.000 rpm und 25°C flir 15 Sekunden (s)
zentrifugiert. Die in der Probe enthaltene RNA wurde auf diesem Wege selektiv an die
in der RNeasy spin column befindliche Silicagelmembran gebunden.

Um die RNA von mdglichen Verunreinigungen zu befreien, wurden nun insgesamt drei
Waschschritte durchgefuhrt, die das Auftragen verschiedener Waschpuffer und die
anschlielende Zentrifugation der RNeasy spin column beinhalteten. Im ersten Schritt
wurde die Probe nach Zugabe von 700 yL RW1-Waschpuffer fiir 15 s bei 10.000 rpm
und 25°C zentrifugiert. Im zweiten und dritten Schritt wurden jeweils 500 pL
RPE-Waschpuffer zugegeben, welcher vor Verwendung im Verhaltnis 1:5 mit 96%
Ethanol verdinnt wurde. AnschlieRend wurden die Proben fiir jeweils 15 s bei 10.000
rom und 25°C zentrifugiert. Die bei diesen Waschschritten anfallenden Durchflisse
wurden verworfen.

Um die auf diese Weise aufgereinigte RNA von der RNeasy spin column zu eluieren,
wurden auf diese 30 yL RNase-freies Wasser pipettiert. Nach einer 5-min(tigen
Wartezeit wurde die RNeasy spin column bei 10.000 rpm und 25°C fur 1 Minute

zentrifugiert.
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Die gewonnene RNA wurde im Anschluss entweder direkt zur Synthese von
komplementarer Desoxyribonukleinsaure (cDNA) verwendet oder bis zu dieser

Verwendung bei -80°C eingefroren.

2.7.2 Messung von Konzentration und Reinheit der gewonnenen RNA

Um eine Aussage Uber die Konzentration und Reinheit der gewonnenen RNA treffen zu
kénnen, wurden die Proben mit Hilfe eines Spektrometers (NanoDrop® ND-1000,
NanoDrop  Technologies, = Wilmington, USA) und dem  dazugehdrigen
Computerprogramm (ND-1000 V 3.5.2, NanoDrop Technologies) untersucht. Zunachst
wurde hierzu 1 pL RNase-freies Wasser mittig auf die Messvorrichtung gegeben. Dabei
wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen in der Flussigkeit befanden. Im
Anschluss an diese Leermessung konnte die Messung des RNA-Gehaltes der Proben
erfolgen. Hierzu wurde jeweils 1 pL der entsprechenden Probe mittig auf die
Messvorrichtung gegeben, wobei wiederum auf Blasenfreiheit geachtet wurde. Die
Absorption der Proben wurde bei einem Absorptionsmaximum von 260 nm (Azeo)
bestimmt. Der Gehalt an RNA in der jeweiligen Probe wurde durch die Software
ausgegeben.

Durch Proteine bedingte Verunreinigungen der Probe weisen in der Regel ein
Absorptionsmaximum bei 280 nm (Azso) auf, weshalb eine zusatzliche Messung der
Proben bei dieser Wellenlange erfolgte. Anhand des Verhaltnisses der ermittelten
Absorptionsmaxima (Azeso/A2s0) liefd sich eine Aussage Uber die Reinheit der gewonnenen
RNA-Proben treffen. Dabei wurde bei einem Azso/Azs0-Verhaltnis von = 1,9 von einer

ausreichenden Reinheit der erhaltenen RNA-Proben ausgegangen.

2.7.3 Synthese von cDNA

Da die Amplifikation von Desoxyribonukleinsduren (DNA) im Rahmen der
Polymerase-Kettenreaktion auf der Verwendung DNA-abhangiger DNA-Polymerasen
beruht, ist es nicht méglich, RNA mittels PCR zu amplifizieren. Aus diesem Grund ist es
noétig, die im vorangegangenen Schritt isolierte RNA in cDNA umzuschreiben.

Far die cDNA-Synthese und die vorangehende Eliminierung genomischer DNA in den
Proben wurde das QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen) verwendet. Dem
Protokoll des Herstellers folgend wurden je 750 Nanogramm (ng) der zuvor isolierten
RNA mit 3 yL DNA Wipeout Buffer versetzt und anschlie@end durch Zugabe von
RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 21 pL aufgefillt. Die Proben wurden
daraufhin fiir 5 Minuten bei 42°C im Thermocycler (Primus 25 advanced®, PEQLAB
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Biotechnologie, Erlangen, Deutschland) inkubiert und nach Beendigung der Inkubation
umgehend auf Eis gelagert. Auf diesem Wege wurde etwaige bei der Isolation der RNA
nicht vollstandig entfernte genomische DNA eleminiert.

Im nachsten Schritt wurden den Proben je 1 uL Quantiscript Reverse Transcriptase, 4
uL Quantiscript RT Buffer sowie 1 yL RT Primer Mix hinzugeflgt. Letzterer stellt ein
Gemisch von Oligo(dT)- und Random-Primern dar. Die Synthese der cDNA erfolgte
durch 30-mindtige Inkubation im Thermocycler bei 42°C. Durch eine angeschlossene
3-mindtige Inkubation bei 95°C wurde die Reverse Transkriptase in den Proben
inaktiviert. Zur Sicherstellung der vollstandigen Elimination genomischer DNA wurde je
ein Negativansatz aus jeder RNA-Probe hergestellt. Dazu wurde den Proben anstatt der
Quantiscript Reverse Transcriptase je 0,5 yL RNase-freies Wasser zugegeben. Die

Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert

2.7.4 Bedingungen der Real-Time PCR

Die Durchfihrung der Real-Time PCR erfolgte mit Hilfe eines PCR-Cyclers (iCycleriQ™,
Bio-Rad, Hercules, USA) und der iQ™5 Optical System Software Version 2.0 (Bio-Rad).
Die Untersuchung samtlicher Proben wurde dabei in Doppelbestimmung und unter
Mitfuhrung der entsprechenden Negativkontrollen vorgenommen. Hierzu wurden je 1 pL
der cDNA-Probe mit je 24 uL Mastermix versetzt. Dieser bestand aus 12,5 pL QuantiFast
SYBR Green Mastermix (Qiagen), 11,5 yL RNase-freiem Wasser und jeweils 0,5 pL
forward- sowie reverse primer (entsprechend je 20 pg) (Tabelle 2.3). Im Falle der
Negativkontrollen kamen anstatt 1 uL Probe 1 yL RNase-freies Wasser zum Einsatz.
Die Proben wurden initial fir 1 Minute auf 95°C erhitzt, wodurch die Doppelstrang-DNA
denaturiert wurde. Nach schrittweisem Abklhlen wurden die Proben fir 1 Minute bei
60°C inkubiert, was dem Vorgang der Primerbindung sowie der Elongation der
DNA-Strange diente. In der Folge wurden die Proben fir insgesamt 41 Zyklen
abwechselnd schrittweise mit 0,5°C pro 10 s, auf 95°C erhitzt und auf 65°C abgekuhilt.

Zum Ende jedes der Zyklen wurde der Fluoreszenzwert fir die Proben ermittelt.
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Tabelle 2.3: Verwendete Primer mit Primersequenzen

Primer Sequenz (5'—3°) IS Produktléange Genbank-
Zugangsnummer
CCND1
for CAACAACTTCCTGTCCTACT ja 144 bp NM_053056.2
rev GGGTCCATGTTCTGCT
Nqo1
for AGCTGGAAGCCGCAGACCTTG ja 93 bp NM_000903.2
rev TGAACACTCGCTCAAACCAGCC
CHOP
for ACCCTGCTTCTCTGGCTTGGC nein 82 bp NM_001195057.1
rev GGAGAGTGAGGGCTCTGGGAGG
RIPK3
for TGAATGCTGCTGTCTCCACG ja 101 bp NM_006871.3
rev CATTTCTGTCCCTCCTTGGC
IL-6
for ATGAGGAGACTTGCCTGGTGAA ja 106 bp NM_000600.3
rev GCTCTGGCTTGTTCCTCACTA
B2M
for TCTCTCTTTCTGGCCTGGAG ja 135 bp NM_004048.2
rev CAACTTCAATGTCGGATGGA

IS = intronspannend, for = forward, rev = reverse, bp = Basenpaar, CCND1 = Cyclin D1, NQO1 = NAD(P)H
dehydrogenase (quinone 1), CHOP = C/EBP homologous protein, RIPK3 = Receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 3, IL-6 = Interleukin-6, B2M = [2-Mikroglobulin

2.7.5 Auswertung der Real-Time PCR

Am Beginn der Auswertung der Ergebnisse der Real-Time PCR stand die logarithmische
Darstellung der Daten, fur welche die Fluoreszenzwerte der einzelnen Proben auf der
Y-Achse gegen die Anzahl der durchlaufenen Zyklen auf der X-Achse aufgetragen
wurden.

Anhand dieser Darstellung lie3 sich nun manuell der sogenannte threshold level
festlegen, der den Punkt auf der Y-Achse beschreibt, welcher die Verlaufskurven
samtlicher Proben jeweils etwa in ihrem Wendepunkt schneidet.

Nun konnten fir die einzelnen Proben die Werte fiir den jeweiligen cycle threshold (Ct)
bestimmt werden. Der Ct-Wert stellt den Punkt auf der X-Achse dar, an dem die
Verlaufskurve der jeweiligen Probe den threshold level schneidet und sich somit das
Fluoreszenzsignal der Probe erstmalig vom Hintergrundsignal abhebt.

Der Ct-Wert verhalt sich demzufolge invers zur Menge der in der Probe enthaltenen
cDNA. Je mehr cDNA in der jeweiligen Probe vorhanden ist, desto friher wird das
Fluoreszenzsignal der Probe sich vom Hintergrundsignal abheben und damit den

threshold level schneiden.
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Vor der statistischen Auswertung der erhaltenen Ergebnisse wurden die Ct-Werte der
Proben mittels der AA Ct-Methode (Pfaffl, 2001) gegen die Ct-Werte des
Housekeeping-Gens p2-Mikroglobulin normalisiert. Hierzu wurden die gemittelten
Ct-Werte des Housekeeping-Gens von den gemittelten Ct-Werten der jeweiligen Probe
substrahiert, wodurch sich die ACt-Werte fur die Proben ergaben. Erst durch diesen
Zwischenschritt wurden die Ergebnisse der einzelnen Proben quantifiziert und

untereinander vergleichbar gemacht

2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit Hilfe der Statistik- und
Analysesoftware IBM SPSS Statistics 24 (IBM, Armonk, USA) durchgefuhrt.

Im Vorfeld erfolgte eine statistische Beratung durch Frau Dr. Windhorst aus dem Institut
fur medizinische Informatik der Justus-Liebig-Universitat Giel3en.

Die erhaltenen Daten wurden mittels explorativer Datenanalyse, welche die Anwendung
des Kolmogorov-Smirnov Tests beinhaltete, auf das Vorhandensein einer
Normalverteilung hin Uberprift. Dabei wurde bei einem p-Wert > 0,2 im
Kolmogorov-Smirnov Test eine Normalverteilung der Daten angenommen. Bei positiv
getesteter Normalverteilung wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (analysis of
variance, ANOVA) mit paarweisen Vergleichen durch post-hoc Testung nach Sidak
berechnet. LieR® sich keine Normalverteilung feststellen, wurden die Daten durch eine
nicht parametrische ANOVA nach Kruskal-Wallis mit paarweisen Vergleichen untersucht.
Als Signifikanzniveau wurde 0,05 und als Konfidenzintervall 0,95 festgelegt.

Zusatzlich zu den Mittelwerten werden im Ergebnisteil auch die dazugehdrigen
Standardabweichungen (englisch standard deviation, SD) angegeben.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte ebenfalls mit Hilfe von IBM SPSS
Statistics 24 in Form von Boxplots. Hierbei entspricht die Box dem Bereich, in welchen
50 % der Daten fallen, wobei die Lange der Box gleich dem Interquartilsabstand
(englisch interquartile range, IQR) ist. Der Median wird durch einen durchgehenden,
waagerechten Strich markiert. Der untere Rand der Box markiert den Beginn des
unteren Quartils. 25% der Daten sind kleiner, beziehungsweise gleich diesem Wert. Der
obere Rand der Box kennzeichnet den Beginn des oberen Quartils. 75% der Daten sind
kleiner, beziehungsweise gleich diesem Wert. Die Whisker bezeichnen die Extremwerte
des Datensatzes, welche keine Ausreil3er darstellen. AusreiRer sind in der Grafik als
Kreise, beziehungsweise Sternchen, in der Farbe der jeweiligen Box dargestellt. Dabei
stehen Kreise fur AusreilRer, die zwischen dem 1,5-fachen und 3-fachen IQR, Sternchen

fur Ausreiler, die Uber dem 3-fachen IQR liegen.
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3 Ergebnisse

3.1 Konventionelle Lichtmikroskopie

Ein sicherer lichtmikroskopischer Nachweis einer Zellschadigung war zu den
Untersuchungszeitpunkten nach 24 h und 72 h weder fir die unterschiedlichen
untersuchten Konzentrationen von PEI-PGLU-346, noch fur die unterschiedlichen
untersuchten Konzentrationen von PEI-PGLU-346-MAL moglich. Fir die mit einer
Konzentration von 500 pg/mL PEI-PGLU-346 inkubierten osteoporotischen
Spenderzellen lie3 sich nach 72 h Inkubationsdauer allenfalls eine beginnende
Vermehrung der Zelltrimmer sowie eine unregelmafligere Berandung der rdMSC
nachweisen (siehe hierzu Abb. 3.5 und 3.6). Im Ubrigen lieRen sich lichtmikroskopisch
keine wesentlichen Veranderungen der mit unterschiedlichen Konzentrationen der
beiden verwendeten Nanopartikel inkubierten Zellen feststellen. Die Aufnahmen der
Kontrollgruppen zeigten sich unauffallig. Es lassen sich deutlich die verschiedenen
Subtypen mesenchymaler Stammzellen identifizieren. Einerseits zeigten sich typische,
langgestreckte, fibroblastenahnliche Zellen (siehe hierzu z.B. die Kontrollserie in Abb.
3.2 und 3.4), andererseits liellen sich auch kleine, polygonale RS-Zellen mit hohem
Verhaltnis von Zellkern zu Zytoplasma darstellen (siehe hierzu z.B. die Kontrollserien in
Abb. 3.1 und 3.3). Auch mMSC, die sich als groR3e, flachige, oft zweikernige und durch
den hohen Anteil im Zytoplasma lokalisierter Vakuolen granuliert erscheinender Zellen
darstellen, sind auf den Aufnahmen erfasst (siehe hierzu z.B. die Kontrollserie in Abb.
3.7 und 3.8).
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Kontrolle: Kontrolle:

Abb. 3.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen von knochengesunden Spenderzellen, die fir 72 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen von PEI-PGLU-346 inkubiert wurden.
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Abb. 3.2: Lichtmikroskopische Aufnahmen von knochengesunden Spenderzellen, die fir 72 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen von PEI-PGLU-346 und 40 ng/mL BDNF inkubiert wurden.
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Kontrolle: Kontrolle:

Abb. 3.3: Lichtmikroskopische Aufnahmen von knochengesunden Spenderzellen, die fir 72 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen von PEI-PGLU-346-MAL inkubiert wurden.
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; Kontrolle: Kontrolle:

Abb. 3.4: Lichtmikroskopische Aufnahmen von knochengesunden Spenderzellen, die fiir 72 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen von PEI-PGLU-346-MAL und 40 ng/mL BDNF inkubiert wurden.
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Kontrolle: Kontrolle:

Abb. 3.5: Lichtmikroskopische Aufnahmen von osteoporotischen Spenderzellen, die fir 72 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen von PEI-PGLU-346 inkubiert wurden.
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Abb. 3.6: Lichtmikroskopische Aufnahmen von osteoporotischen Spenderzellen, die fir 72 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen von PEI-PGLU-346 und 40 ng/mL BDNF inkubiert wurden.
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Abb. 3.7: Lichtmikroskopische Aufnahmen von osteoporotischen Spenderzellen, die fir 72 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen von PEI-PGLU-346-MAL inkubiert wurden.
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Kontrolle: Kontrolle:

Abb. 3.8: Lichtmikroskopische Aufnahmen von osteoporotischen Spenderzellen, die fir 72 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen von PEI-PGLU-346-MAL und 40 ng/mL BDNF inkubiert wurden.
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3.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Aufnahme
Rhodamin B-markierter Nanopartikel in die Zellen

In den Aufnahmen der mittels Fluoreszenzmikroskopie untersuchten Zellen stellen sich
die mittels Hochst 33258 angefarbten Zellkerne blau sowie die mit Phalloidin FITC
gefarbten, groRtenteils parallel zueinander ausgerichteten Aktinfilamente griin dar. Die
mittels Rhodamin B markierten Nanopartikel werden durch ihr rotes Signal sichtbar.
Abb. 3.9 A zeigt die nicht mit Nanopartikeln inkubierte Kontrollgruppe der
knochengesunden Spenderzellen (ZK 94). Es kommen die bereits in der
Lichtmikroskopie (Abschnitt 3.1) beschriebenen teils langlich, teils flachig geformten
Zellen zur Darstellung.

Nach Inkubation der knochengesunden Spenderzellen (ZK 94) mit 500 pyg/mL PEI-
PGLU-346 (Abb. 3.9 B) bzw. 500 pg/mL PEI-PGLU-346-MAL (Abb. 3.9 C) uber 72 h
zeigt sich eine deutliche Anreicherung der mit Rhodamin B markierten Nanopartikel
betont perinukledar. Demgegenuber zeigt sich in der zytosolischen Peripherie der Zellen
keine wesentliche Signalanreicherung. Eine vergleichbare Verteilung der
aufgenommenen Nanopartikel ergab sich auch in der Gruppe der osteoporotischen

Spenderzellen (Bilder nicht gezeigt).
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Abb. 3.9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen: A) Kontrollgruppe ohne Zugabe von Nanopartikeln nach
72 h, B) Nach Inkubation mit 500 ug/mL fluoreszenzmarkierter PEI-PGLU-346 fiir 72 h, C) Nach Inkubation
mit 500 ug/mL fluoreszenzmarkierter PEI-PGLU-346-MAL fiir 72 h
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3.3 Lactatdehydrogenase-Assay

Beim Vergleich der Mittelwerte des LDH-Quotienten zum Zeitpunkt von 24 h und zum
Zeitpunkt von 72 h zeigte sich im zeitlichen Verlauf ein signifikanter Anstieg sowohl in
der Gruppe der mit PEI-PGLU-346 (p < 0,001) als auch in der Gruppe der mit
PEI-PGLU-346-MAL (p < 0,001) behandelten Spenderzellen.

Zusatzlich ergab sich nach einer Inkubationsdauer von 72 h fir die Gruppe der mit
PEI-PGLU-346 behandelten Spenderzellen verglichen mit der Gruppe der flr 72 h mit
PEI-PGLU-346-MAL behandelten Spenderzellen ein signifikant hoherer mittlerer
LDH-Quotient (p < 0,001). Fir eine Inkubationsdauer von 24 h ergab sich zwischen den
mit unterschiedlichen Nanopartikeln behandelten Spenderzellen kein signifikanter
Unterschied (p = 0,145) (Abb. 3.10).

Die statistische Auswertung erfolgte mittels nicht parametrischer ANOVA nach
Kruskal-Wallis mit paarweisen Vergleichen, da sich fir die untersuchten Daten keine

Normalverteilung nachweisen liel3.
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Abb. 3.10: Boxplot der mittleren LDH-Quotienten von PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL nach einer
Inkubationszeit von 24 h sowie 72 h. *** = p< 0,001
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Bei Gegenlberstellung der unterschiedlichen eingesetzten Nanopartikelkonzentrationen
ergab sich nach einer Inkubationszeit von 24 h in der Gruppe der mit 500 ug/mL
PEI-PGLU-346 behandelten Spenderzellen ein signifikant erhdhter mittlerer
LDH-Quotient gegenuber der Kontrollgruppe (p = 0,017).

In der Gruppe der mit PEI-PGLU-346-MAL behandelten Spenderzellen lieen sich keine

signifikanten, konzentrationsabhangigen Unterschiede nachweisen (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Boxplot der konzentrationsabhéngigen, mittleren LDH-Quotienten von PEI-PGLU-346 und
PEI-PGLU-346-MAL, nach einer Inkubationszeit von 24 h. In der Gruppe der mit PEI-PGLU-346
behandelten Spenderzellen zeigt sich fiir eine Konzentration von 500 ug/mL ein, gegeniiber der Kontrolle,
erh6hter LDH-Quotient. * = p< 0,05
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Nach einer Inkubationszeit von 72 h zeigte sich der mittlere LDH-Quotient der Gruppe
der mit 500 pg/mL PEI-PGLU-346 behandelten Spenderzellen signifikant erhoht
gegenuber der Gruppe der mit 50 pg/mL (p = 0,019) und 1 pg/mL (p = 0,004)
behandelten Spenderzellen sowie gegenuber der Kontrolle (p = 0,047).

In der Gruppe der mit PEI-PGLU-346-MAL behandelten Spenderzellen ergaben sich
auch nach einer Inkubationsdauer von 72 h keine konzentrationsabhangigen
Unterschiede (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Boxplot der konzentrationsabhéngigen, mittleren LDH-Quotienten von PEI-PGLU-346 und
PEI-PGLU-346-MAL, nach einer Inkubationszeit von 72 h. In der Gruppe der mit PEI-PGLU-346
behandelten Spenderzellen zeigt sich fiir eine Konzentration von 500 ug/mL ein, gegeniiber der Kontrolle
sowie gegenliber den anderen verwendeten Konzentrationen, signifikant erhdhter LDH-Quotient.
*=p<0,05 **=p<0,01
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Bei gesonderter Betrachtung der LDH-Quotienten der knochengesunden und
osteoporotischen Spenderzellen ergaben sich folgende Ergebnisse:

In der Gruppe der knochengesunden Spenderzellen zeigte sich nach Inkubation Gber
24 h ein signifikant hoherer mittlerer LDH-Quotient fur die mit PEI-PGLU-346 inkubierten
Spenderzellen verglichen mit den mit PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen (p
= 0,005). Gleiches war fur eine Inkubation Uber 72 h zutreffend (p = 0,001).
Demgegentber lief3en sich in der Gruppe der osteoporotischen Spenderzellen fir den
Einsatz der verschiedenen Nanopartikel, abhangig von den unterschiedlichen
Inkubationszeiten keine signifikanten Unterschiede nachweisen.

Sowohl in der Gruppe der knochengesunden als auch in der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen ergab sich beim Vergleich der unterschiedlichen
Inkubationszeitpunkte fir beide eingesetzten Nanopartikel ein signifikanter Anstieg des
mittleren LDH-Quotienten. In der Gruppe der knochengesunden Spenderzellen war
dieser Anstieg fur PEI-PGLU-346 mit (p < 0,001), fur PEI-PGLU-346-MAL mit (p = 0,002)
signifikant. In der Gruppe der osteoporotischen Spenderzellen zeigte sich die Zunahme
fur PEI-PGLU-346 mit (p = 0,006), fir PEI-PGLU-346-MAL mit (p < 0,001) signifikant
(Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Boxplot der mittleren LDH-Quotienten der knochengesunden und osteoporotischen
Spenderzellen, fiir die Inkubation mit PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL, nach 24 h sowie 72 h.
**=p<0,01;, *** =p<0,001
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Betrachtet man den Einfluss der Nanopartikelkonzentration auf den LDH-Quotienten in
der Gruppe der knochengesunden Spenderzellen, ergaben sich nach Inkubation mit
PEI-PGLU-346 signifikante Unterschiede. Hier war der LDH-Quotient der mit 500 pg/mL
PEI-PGLU-346 inkubierten Spenderzellen gegeniber der Kontrolle (p < 0,001), der
Inkubation mit 1 ug/mL (p < 0,001) sowie der Inkubation mit 50 ug/mL (p = 0,001) jeweils
signifikant erhdht.

Far  die Inkubation mit PEI-PGLU-346-MAL ergaben sich keine
konzentrationsabhangigen Unterschiede (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Boxplot der konzentrationsabhéngigen, mittleren LDH-Quotienten der knochengesunden
Spenderzellen, fiir die Inkubation mit PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL. *** = p< 0,001
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Bei Betrachtung des Einflusses der Nanopartikelkonzentration auf den LDH-Quotienten
in der Gruppe der osteoporotischen Spenderzellen ergab sich nach Inkubation mit 500
pg/mL PEI-PGLU-346 eine signifikante Erhéhung, gegenuber der Kontrolle (p = 0,05).
Far  die Inkubation mit PEI-PGLU-346-MAL ergaben sich keine
konzentrationsabhangigen Unterschiede (Abb. 3.15).

-
E 50 ’ L \
g * @
S a0 .
g ' 'E
=4 3 = 3
it -
£ 5
E
5 a2 &
v [=2]
2 10
Q
|
00
—
E o
a
] o
o o
o
g 5 =
£ &
2 —— 3
'.E 20 ’g
s 0 - -
x 10
S % =

00
Kontrolle 1 pg/mL 50 pg/mL 500 pg/mL

Abb. 3.15: Boxplot der konzentrationsabhdngigen, mittleren LDH-Quotienten der osteoporotischen
Spenderzellen, fiir die Inkubation mit PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL. * = p< 0,05
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Bei der Betrachtung des Einflusses der Zugabe von BDNF ergaben sich hinsichtlich des
mittleren LDH-Quotienten keine signifikanten Unterschiede. Dies galt fir den Vergleich
der mit verschiedenen Nanopartikeln inkubierten Zellen ebenso wie fir die
Gegenlberstellung der unterschiedlichen Knochenstatus (Abb. 3.16 und Abb. 3.17).
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Abb. 3.16: Boxplot der mittleren LDH-Quotienten in Abhéngigkeit der Wirkung von BDNF auf die Gruppen
der mit unterschiedlichen Nanopartikeln inkubierten Spenderzellen
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Abb. 3.17: Boxplot der mittleren LDH-Quotienten in Abhdngigkeit der Wirkung von BDNF auf die Gruppen
der Spenderzellen mit unterschiedlichen Knochenstatus
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3.4 IL-6 ELISA

IL-6 ist ein proinflammatorisches Cytokin und spielt eine wesentliche Rolle in der
Vermittlung der Akuten-Phase-Reaktion.

Der Vergleich des Gehalts an IL-6 im Medium der mit PEI-PGLU-346 und
PEI-PGLU-346-MAL behandelten Spenderzellen ergab keine signifikanten Unterschiede
(Abb. 3.18). Gleiches galt fur die Untersuchung des Einflusses der
Nanopartikelkonzentration (Abb. 3.19), des Knochenstatus (Abb. 3.20) sowie der
Zugabe von BDNF (Abb. 3.21).

Die statistische Auswertung erfolgte mittels nicht parametrischer ANOVA nach
Kruskal-Wallis mit paarweisen Vergleichen, da sich fir die untersuchten Daten keine

Normalverteilung nachweisen liel3.
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Abb. 3.18: Boxplot des Gehaltes von IL-6 im Medium der mit PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL
behandelten Spenderzellen
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Abb. 3.19: Boxplot des Gehaltes von IL-6 im Medium der Kontrolle sowie der mit unterschiedlichen
Konzentrationen von PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen.
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Abb. 3.20: Boxplot des Gehaltes von IL-6 im Medium in der Gruppe der knochengesunden und
osteoporotischen, mit PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen.
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Abb. 3.21: Boxplot des Gehaltes von IL-6 im Medium in der Gruppe mit PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-
MAL inkubierten Spenderzellen, mit und ohne Zugabe von 40 ng/mL BDNF.

3.5 Ergebnisse der Real-Time PCR

3.5.1 Cyclin D1 (CCND1)

Bei CCND1 handelt es sich um einen Marker der Zellproliferation. Mittels Real-Time
PCR wurde untersucht, ob die eingesetzten Nanopartikel einen Einfluss auf die
Expression der CCND1 mRNA und somit auf die proliferative Aktivitat der rdMSC haben.
Bei der Gegenuberstellung der ACt-Werte der knochengesunden und osteoporotischen
Spenderzellen ergab sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,011) bezlglich der
Expression von CCND1 mRNA. Hier lag der Mittelwert der ACt-Werte fir die Gruppe der
knochengesunden Spenderzellen bei 2,79 (SD = 1,23), fuir die Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen bei 3,28 (SD = 0,5). Der threshold level wurde
demzufolge bei der Untersuchung der Proben knochengesunder Spenderzellen
schneller erreicht. In diesen Proben war also relativ mehr CCND1 mRNA enthalten (Abb.
3.22).

Die statistische Auswertung erfolgte mittels nicht parametrischer ANOVA nach
Kruskal-Wallis mit paarweisen Vergleichen, da sich fir die untersuchten Daten keine

Normalverteilung nachweisen liel3.
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CCND1 ACt:
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Abb. 3.22: Boxplot der ACt-Werte von CCND1 in der Gruppe der knochengesunden und der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen. * = p< 0,05

Der Vergleich der ACt-Werte knochengesunder und osteoporotischer, jeweils mit
PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL inkubierter Spenderzellen erbrachte einen
signifikanten Unterschied fur die Gruppe der mit PEI-PGLU-346 behandelten Zellen (p
= 0,046). Die ACt-Werte von CCND1 lagen dabei in der Gruppe der knochengesunden
Spenderzellen (Mittelwert 2,74; SD = 1,12) niedriger als in der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen (Mittelwert 3,2; SD = 0,48). Der threshold level wurde
demzufolge bei der Untersuchung der Proben knochengesunder, mit PEI-PGLU-346
inkubierter Spenderzellen schneller erreicht. In diesen Proben war also relativ mehr
CCND1 mRNA enthalten (Abb. 3.23).

PEI-PGLU-346 PEI-PGLU-346-MAL

CCND1 ACt:

knochengesund osteoporotisch knochengesund osteoporotisch

Abb. 3.23: Boxplot der ACt-Werte von CCND1 der knochengesunden und osteoporotischen, mit PEI-PGLU-
346 bzw. PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen. * = p< 0,05
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Beim Vergleich der Auswirkung der Auswirkung der unterschiedlichen Nanopartikel (Abb.
3.24), der Zugabe von BDNF (Abb. 3.25) sowie der unterschiedlichen
Nanopartikelkonzentrationen (Abb. 3.26) auf die ACt-Werte von CCND1 ergaben sich

keine signifikanten Unterschiede.
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PEI-PGLU-346 PEI-PGLU-346-MAL

Abb. 3.24: Boxplot der ACt-Werte von CCND1 in der Gruppe der mit PEI-PGLU-346 und mit PEI-PGLU-
346-MAL inkubierten Spenderzellen.
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Abb. 3.25: Boxplot der ACt-Werte von CCND1 in der Gruppe der mit 40 ng/mL BDNF behandelten, mit
PEI-PGLU-346 und mit PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen
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Abb. 3.26: Boxplot der ACt-Werte von CCND1 in der Kontrollgruppe und den mit 50 ug/mL bzw. 500 ug/mL
PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen

3.5.2 C/EBP homologous protein (CHOP)

C/EBP homologous protein (CHOP) oder auch growth arrest- and DNA
damage-inducible gene 153 (GADD153) spielt eine wichtige Rolle im Rahmen von
Stressreaktionen des endoplasmatischen Retikulums (ER).

Beim Vergleich der ACt-Werte der CHOP mRNA-Expression nach Inkubation mit den
unterschiedlichen Nanopartikeln zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Abb.
3.31). Gleiches galt fur die Auswirkung der Nanopartikelkonzentration (Abb. 3.32).
Demgegenuber zeigte sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich der ACt-Werte
der knochengesunden und osteoporotischen Spenderzellen hinsichtlich der CHOP
MRNA-Expression (p < 0,001). Hier lag der Mittelwert der ACt-Werte in der Gruppe der
knochengesunden Spenderzellen bei 5,51 (SD = 0,34), in der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen bei 5,84 (SD = 0,43) (Abblidung 3.27).

Die statistische Auswertung erfolgte mittels nicht parametrischer ANOVA nach
Kruskal-Wallis mit paarweisen Vergleichen, da sich fir die untersuchten Daten keine

Normalverteilung nachweisen liel3.
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Abb. 3.27: Boxplot der ACt-Werte von CHOP in der Gruppe der knochengesunden und der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen. *** = p< 0,001

Ebenfalls zeigten sich hinsichtlich der CHOP mRNA-Expression signifikante
Unterschiede beim Vergleich der ACt-Werte der mit PEI-PGLU-346 und
PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen unterschiedlicher Knochenstatus. Fir
die knochengesunden mit PEI-PGLU-346 inkubierten Spenderzellen lagen die
ACt-Werte bei 5,47 (SD = 0,37) gegenuber 5,85 (SD = 0,44) fir die osteoporotischen
Spenderellen (p < 0,001). Bei Inkubation der knochengesunden Zellen mit
PEI-PGLU-346-MAL lagen die ACt-Werte bei 5,56 (SD = 0,3), fiir die osteoporotischen
mit PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Zellen bei 5,83 (SD = 0,42) (p = 0,02) (Abb. 3.28).

PEI-PGLU-346 PEI-PGLU-346-MAL
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Abb. 3.28: Boxplot der ACt-Werte von CHOP der knochengesunden und osteoporotischen, mit
PEI-PGLU-346 bzw. PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen. * = p<0,05; *** = p< 0,001
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Auch hinsichtlich der Verwendung von BDNF ergab sich bezlglich der ACt-Werte ein
signifikanter Unterschied (p = 0,004). Deren Mittelwert lag in der Gruppe der mit 40
ng/mL BDNF behandelten Zellen bei 5,57 (SD = 0,42), in der Gruppe der nicht mit BDNF
behandelten Zellen bei 5,79 (SD = 0,39) (Abb. 3.29).
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Abb. 3.29: Boxplot der ACt-Werte von CHOP der ohne und mit 40 ng/mL BDNF behandelten Spenderzellen.
**=p<0,01

Unter Zugabe von 40 ng/mL BDNF zeigten sich sowohl in der Gruppe der mit
PEI-PGLU-346 (p = 0,049) als auch in der Gruppe der mit PEI-PGLU-346-MAL (p =
0,034) inkubierten Spenderzellen signifikante Unterschiede. In der Gruppe der mit
PEI-PGLU-346 inkubierten Spenderzellen lag der Mittelwert der ACt-Werte unter Zugabe
von 40 ng/mL BDNF bei 5,55 (SD = 0,44), ohne Zugabe von BDNF bei 5,76 (SD = 0,431.
In der Gruppe der mit PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen lag der Mittelwert
der ACt-Werte unter Zugabe von 40 ng/mL BDNF bei 5,574 (SD = 0,41), ohne Zugabe
von BDNF bei 5,82 (SD = 0,32) (Abb. 3.30).
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Abb. 3.30: Boxplot der ACt-Werte von CHOP der ohne und mit 40 ng/mL BDNF behandelten, mit
PEI-PGLU-346 und mit PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen. * = p< 0,05

CHOP ACt:

PEI-PCGLU-346 PEI-PGLU-346-MAL

Abb. 3.31: Boxplot der ACt-Werte von CHOP der mit PEI-PGLU-346 und mit PEI-PGLU-346-MAL
inkubierten Spenderzellen
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Abb. 3.32: Boxplot der ACt-Werte von CHOP in der Kontrollgruppe und den mit 50 ug/mL bzw. 500 ug/mL
PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen

3.5.3 NAD(P)H dehydrogenase (quinone 1) (NQO1)

Mittels Real-Time PCR wurde der Einfluss der untersuchten Nanopartikel auf die
Expression von NQO1 und der damit verbundenen Induktion oxidativen Stresses
untersucht.

Beim Vergleich der ACt-Werte der NQO1 mRNA-Expression nach Inkubation mit den
unterschiedlichen Nanopartikeln zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
(Abb. 3.34). Gleiches galt fur die Auswirkung der unterschiedlichen
Nanopartikelkonzentrationen (Abb. 3.35) sowie der Zugabe von BDNF (Abb. 3.36).
Allerdings liel3 sich, wie schon fur CCND1 und CHOP, ein signifikanter Unterschied (p =
0,025) beim Vergleich der ACt-Werte der knochengesunden und osteoporotischen
Spenderzellen feststellen (Abb. 3.33). Der Mittelwert der ACt-Werte lag in der Gruppe
der knochengesunden Spenderzellen bei 4,48 (SD = 0,74), in der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen bei 4,17 (SD = 0,66). Dies spricht fir eine vermehrte
Expression von NQO1 mRNA in den Zellen der osteoporotischen Spender.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels nicht parametrischer ANOVA nach
Kruskal-Wallis mit paarweisen Vergleichen, da sich fir die untersuchten Daten keine

Normalverteilung nachweisen liel3.
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Abb. 3.33: Boxplot der ACt-Werte von NQO1 in der Gruppe der knochengesunden und der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen. * = p< 0,05
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Abb. 3.34: Boxplot der ACt-Werte von NQO1 der mit PEI-PGLU-346 und mit PEI-PGLU-346-MAL
inkubierten Spenderzellen
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Abb. 3.35: Boxplot der ACt-Werte von NQO1 in der Kontrollgruppe und den mit 50 ug/mL bzw. 500 ug/mL
PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen
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Abb. 3.36: Boxplot der ACt-Werte von NQO1 der ohne und mit 40 ng/mL BDNF behandelten Spenderzellen
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3.5.4 Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3 (RIPK3)

Mittels Real-Time PCR wurde der Einfluss der untersuchten Nanopartikel auf die
Expression des Nekroptosemarkers RIPK3 untersucht.

Beim Vergleich der ACt-Werte der RIPK3 mRNA-Expression nach Inkubation mit den
unterschiedlichen Nanopartikeln zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Abb.
3.37). Gleiches galt fur die Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen
Nanopartikelkonzentrationen (Abb. 3.38), des Knochenstatus (Abb. 3.39) sowie der
Zugabe von BDNF (Abb.3.40).

Die statistische Auswertung erfolgte mittels nicht parametrischer ANOVA nach
Kruskal-Wallis mit paarweisen Vergleichen, da sich fir die untersuchten Daten keine

Normalverteilung nachweisen liel3.
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Abb. 3.37: Boxplot der ACt-Werte von RIPK3 der mit PEI-PGLU-346 und mit PEI-PGLU-346-MAL
inkubierten Spenderzellen
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Abb. 3.38: Boxplot der ACt-Werte von RIPK3 in der Kontrollgruppe und den mit 50 ug/mL bzw. 500 ug/mL
PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen
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Abb. 3.39: Boxplot der ACt-Werte von RIPK3 in der Gruppe der knochengesunden und der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen
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Abb. 3.40: Boxplot der ACt-Werte von RIPK3 der ohne und mit 40 ng/mL BDNF behandelten Spenderzellen

3.5.5 Interleukin-6 (IL-6)

Mittels Real-Time PCR wurde die Expression von IL-6 auf Ebene der mRNA untersucht,
um maogliche Effekte der Nanopartikel auf diese feststellen zu kénnen.

Beim Vergleich der ACt-Werte der IL-6 mRNA-Expression nach Inkubation mit den
unterschiedlichen Nanopartikeln zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Abb.
3.41). Gleiches galt fur die Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen
Nanopartikelkonzentrationen (Abb. 3.42), des Knochenstatus (Abb. 3.43) sowie der
Zugabe von BDNF (Abb.3.44).

Die statistische Auswertung erfolgte bei Normalverteilung mittels einfaktorieller ANOVA

und paarweisen Vergleichen durch post-hoc Testung nach Sidak.
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Abb. 3.41: Boxplot der ACt-Werte von IL-6 der mit PEI-PGLU-346 und mit PEI-PGLU-346-MAL inkubierten
Spenderzellen
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Abb. 3.42: Boxplot der ACt-Werte von IL-6 in der Kontrollgruppe und den mit 50 ug/mL bzw. 500 ug/mL
PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL inkubierten Spenderzellen

66



IL-6 ACt:

knochengesund osteoporotisch

Abb. 3.43: Boxplot der ACt-Werte von IL-6 in der Gruppe der knochengesunden und der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen
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Abb. 3.44: Boxplot der ACt-Werte von IL-6 der ohne und mit 40 ng/mL BDNF behandelten Spenderzellen
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4 Diskussion

Wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben, verfugen
polyethyleniminbasierte Nanopartikel, so wie Nanopartikel im Allgemeinen, Uber ein
betrachtliches medizinisches Potential. Um die Moglichkeiten dieser in der
medizinischen Anwendung vergleichsweise noch recht jungen Stoffgruppe moglichst
umfangreich ausschopfen zu kénnen, ist eine grindliche Untersuchung der einzelnen
Substanzen unabdingbar. Hierbei spielt im Vorfeld einer etwaigen therapeutischen
Nutzung, wie auch fiur andere potentielle Therapeutika Ublich, besonders die
Untersuchung moglicher adverser Effekte im Rahmen der Risikoabschatzung eine
wichtige Rolle.

Bevor die Substanzen in weiterfUhrenden in vivo-Experimenten hinsichtlich ihrer
Eigenschaften untersucht werden, ermdglicht die in vitro-Untersuchung mittels
Zellkulturmodellen eine erste Einschatzung biologischer Eigenschaften, mdglicher

dosisabhangiger sowie mdglicher negativer Effekte.

4.1 Potentielle zytotoxische Wirkung der verwendeten Nanopartikel

4.1.1 Untersuchungsmethoden

Um eine etwaige zytotoxische Wirkung der verwendeten Nanopartikel zu untersuchen,
kamen einerseits die Lebendzellbeobachtung mittels Lichtmikroskopie sowie
andererseits die Untersuchung mittels eines quantitativen LDH-Assays zur Anwendung.
Die regelmaRige lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung ermdglicht eine
Einschatzung der Vitalitat von Zellkulturen anhand der Beurteilung von Zellform,
Zellgrolke, Zelldichte und Kern-Plasma-Relation. Auf die Verwendung von
Farbemethoden wurde fur die Lebendzellbeobachtung bewusst verzichtet, da hierdurch
die nachfolgend durchgefihrten Untersuchungen beeinflusst worden waren.

Zur Untersuchung der Toxizitat stehen neben dem hier verwendeten LDH-Assay noch
weitere unterschiedliche Methoden zur Verfiigung. So lasst sich die Stoffwechselaktivitat
und damit auch Viabilitdt eukaryotischer Zellen beispielsweise mit unterschiedlichen
colorimetrischen Assays untersuchen. Bei den meisten dieser Methoden finden dabei
unterschiedliche Tetrazoliumsalze Verwendung, welche durch intrazellular vorhandene
Enzyme und Reduktionsaquivalente in Formazane umgewandelt werden. Beispielhaft
seinen hier (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) (MTT) und
(2-(4-lodphenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium) (WST-1)
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erwahnt, welche bereits seit langerem Bestandteile etablierter Testverfahren sind. Im
Rahmen der Assays werden die meist farblosen bzw. schwach farbenden
Tetrazoliumsalze unter Aufspaltung des Tetrazolringes in stark farbende Formazane
umgesetzt, welche sich im Folgenden unter Verwendung eines Mikroplatten-Readers
photometrisch detektieren lassen. Dabei ist die Auspragung der Farbung proportional
zum Gehalt an intrazelluldren Reduktionsaquivalenten (insbesondere NADH) und steht
somitim Zusammenhang mit der intrazellularen Glykolyseaktivitat (Berridge et al., 2005).
Uber die auf diese Weise bestimmte Zellviabilitat Iasst sich indirekt auch eine Aussage
Uber eine etwaige Toxizitat treffen, welche sich in einer Reduktion der Viabilitat
wiederspiegeln wirde.

Als relativ neue Methode steht seit 2008 alternativ auch die real-time cell analysis (RTCA)
zur Verfugung. Bei diesem in der vorliegenden Arbeit nicht angewendeten Verfahren
werden am Boden der Wells der verwendeten Kulturplatten eingebrachte
Mikrochipelektroden genutzt, um die zellulare Adhasion, Proliferation und Morphologie
in Echtzeit zu beurteilen (Stefanowicz-Hajduk und Ochocka, 2020). Die RTCA stellt
dabei eine Weiterentwicklung des von Giaever und Keese (1993) beschriebenen cell-
Substrate impendance sensing (ECIS) dar, welches auf der Messung von
Impendanzunterschieden beruht, die durch die Interaktion der kultivierten Zellen mit
einem am Boden der Wells anliegenden Spannungsfeld hervorgerufenen werden. Ein
wesentlicher Vorteil der RTCA gegenlber den colorimetrischen Assays besteht in der
Méoglichkeit der kontinuierlichen Erfassung von Echtzeitdatensatzen, die gegenuber der
Messung von Endpunkten auch eine detaillierte Beurteilung von Dynamiken erlaubt.
Auch bei Verwendung der RTCA lasst sich die Toxizitat letztendlich indirekt Uber eine
Abnahme der Zellviabilitat bestimmen.

Anders als bei den zuvor beschriebenen Methoden liefert der hier verwendete
LDH-Assay einen direkten Nachweis madglicher toxischer Effekte. Das durch den Assay
nachgewiesene Enzym LDH katalysiert als essentieller Bestandteil des anaeroben
Zellstoffwechsels die Umwandlung von Pyruvat zu Lactat und ist in allen menschlichen
Zellen vorhanden. Nach Schadigung der Zellmembran tritt LDH in den Extrazellularraum,
in diesem Fall das Kulturmedium, tber und kann im Folgenden mittels unterschiedlicher
Testverfahren nachgewiesen werden. Dabei ist die Messung der LDH-Konzentration im
Serum auch im klinischen Alltag ein etabliertes Verfahren, welche beispielsweise als
Hinweis auf einen Untergang von Gewebe dienen kann (Skillen, 1984). Sowohl auf
Grund des etablierten Testverfahrens als auch des engen Bezugs zum klinischen Alltag
stellt die Verwendung des LDH-Assays eine geeignete Methode zur Beurteilung der

Toxizitat und Beantwortung der Fragestellung dar.
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4.1.2 Lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung

Wie im Ergebnisteil 3.1 der vorliegenden Arbeit beschrieben, ergab die
lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung nach 24 h und 72 h weder fir die
unterschiedlichen untersuchten Konzentrationen von PEI-PGLU-346 noch fir die
unterschiedlichen untersuchten Konzentrationen von PEI-PGLU-346-MAL einen
sicheren Nachweis einer Zellschadigung.

Lediglich bei den mit der hochsten eingesetzten Konzentration von 500 pg/mL
PEI-PGLU-346 inkubierten osteoporotischen Spenderzellen zeigte sich nach einer
Inkubationsdauer von 72 h eine leichte Vermehrung der Zelltrimmer sowie eine teilweise
unregelmafige Berandung der Zellen. Diese kdnnen als mdglicher Hinweis flr eine
beginnende Zellschadigung gewertet werden (siehe hierzu Abb. 3.5 und 3.6).

Dabei ist anzunehmen, dass die Verwendung héherer Nanopartikelkonzentrationen oder
die Inkubation der Zellen Uber einen langeren Zeitraum deutlichere morphologische
Veranderungen der Spenderzellen hervorgerufen hatte. So wurden fir rdMSC, welche
Uber langere Zeitraume von bis zu 21 Tagen mit hoheren Konzentrationen von bis zu
1000 pg/mL PEl-basierter Nanopartikel inkubiert wurden, bereits wesentlich
eindeutigere, lichtmikroskopisch nachweisbare Zellschadigungen beschrieben
(Lautenschlager et al., 2015).

Da in den dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuchen auf eine Langzeitbeobachtung
der Zellen sowie eine Verwendung hoherer Konzentrationen der untersuchten
Nanopartikel verzichtet wurde, lassen die beschriebenen Ergebnissen keine wirklich
valide Einschatzung des Ausmall einer langerfristigen, lichtmikroskopisch
nachweisbaren Zellschadigung zu. Jedoch ist andererseits festzuhalten, dass die
eingesetzten Nanopartikel zumindest im hier untersuchten Zeitraum bis 72 h zu keiner

eindeutig lichtmikroskopisch nachweisbaren Zellschadigung flhrten.

4.1.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Nanopartikelaufnahme

Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde die Aufnahme der mit Rhodamin B konjugierten
Nanopartikel in die Zellen untersucht. Nach einer Inkubationsdauer von 72 h liel3en sich
fur beide markierten Nanopartikel Fluoreszenzsignale registrieren. Dabei zeigten sich fur
beide Nanopartikel eine perinuklear betonte Anreicherung, was fiir eine Akkumulation
der Partikel in diesem Bereich spricht. Eine solche perinuklear betonte Anreicherung
wurde bereits in verschiedenen Arbeiten fur PEIl-basierte, PEl-haltige und im Komplex
mit DNA-Bruchstiicken vorliegende Nanopartikel beschrieben (Bieber et al., 2002;

Lautenschlager et al., 2015; Petrizzo et al., 2015). Als Aufnahmemechanismen fir
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PEl-basierte Nanopartikel sind in der Literatur sowohl durch Clathrin als auch durch
Caveolin vermittelte Formen der Endozytose beschrieben (Hwang et al., 2015). Auch die
Aufnahme PEl-basierter Nanopartikel durch Makropinozytose ist in der Literatur
beschrieben (Grosse et al., 2005). Die genannten Mechanismen der Internalisierung
fuhren letztendlich zur Bildung von Endosomen und Lysosomen. Der genaue
Mechanismus der Freisetzung PEI-basierter Nanopartikel aus dem endosomalen bzw.
lysosomalen System ist jedoch noch nicht abschlieBend geklart. Einen mdglichen
Erklarungsansatz bietet die Theorie des Protonenschwamms. Dieser beschreibt die
zunehmende Protonisierung polykationischer Molekile wie PEI bei abnehmendem
pH-Wert im Inneren des spaten Endosoms respektive des Lysosoms. Durch die hohe
Pufferkapazitat der eingeschlossenen Polykationen kommt es dabei zu einem
zunehmendem Einstrom von Chloridionen, welcher im Folgenden einen vermehrten
Einstrom von Wasser nach sich Zieht. Hierdurch steigt der
intraendosomale/intralysosomale Druck und es kommt letztendlich zum Aufplatzen der
endosomalen/lysosomalen Membran und damit zu einer Freisetzung des Inhaltes
(Boussif et al., 1995). Obgleich die Theorie des Protonenschwamms einen allgemein
akzeptierten Erklarungsansatz fir die Freisetzung polykationischer Molekile aus
Endosomen/Lysosomen darstellt, bietet sie dennoch keine vollstdndige mechanistische
Erklarung und ist folgerichtig weiterhin Gegenstand des wissenschaftlichen Diskurs.
Gegen diesen Erklarungsansatz sprechen neuere Untersuchungen, beispielsweise von
Benjaminsen et al. (2013), die die Messung des intraendosomalen/intralysosomalen
pH-Wertes mittels pH-sensitiver fluoreszenzmarkierter Nanosonden beinhaltete. Im
Rahmen dieser kamen die Autoren zu dem Schluss, dass PEI keine signifikante
Erhéhung des pH-Wertes in Endosomen/Lysosomen vermitteln, was den Stellenwert der
Theorie des Protonenschwamms flr die Freisetzung der Polykationen infrage stellt. Als
alternativer Erklarungsansatz dient die direkte, durch die Oberflachenladung der
Polykationen vermittelte Interaktion mit der endosomalen/lysosomalen Membran.
Annlich den in Abschnitt 4.1.4 beschriebenen Mechanismen kommt es dabei zu einer
Destabilisierung der Membran bzw. der Bildung von Nanoporen, welche den Austritt der
Polykationen in das Zytoplasma ermoglichen, ohne dabei zu einer vollstdndigen
Zerstérung des Endosoms/Lysosoms zu fihren (Rehman et al., 2013; Vaidyanathan et
al., 2016). Vereinzelt finden sich in der Literatur auch Arbeiten, die eine Aufnahme von
aggregierten Nanopartikel durch Phagozytose beschreiben (Kopatz et al., 2004). Jedoch
erscheint ein solcher phagozytotischer Aufnahmemechanismus fir die hier untersuchten
rdMSC nicht wahrscheinlich.
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4.1.4 Zytotoxische Effekte der untersuchten Nanopartikel

Die zytotoxischen Eigenschaften PEIl-basierter dendritischer Nanopartikel lassen sich
auf unterschiedliche ursachliche Mechanismen zurtickfuhren. Fur die in der vorliegenden
Arbeit zur Beurteilung der Zytotoxizitdt verwendete Freisetzung von LDH in das
Kulturmedium spielt dabei vor allem die Wirkung der Nanopartikel auf die Integritat der
Zellmembran eine Rolle, da LDH bei intakter Zellmembran nicht in gréReren Mengen in
den Extrazellularraum Ubergeht. Einerseits fuhrt ein Zelluntergang zur Freisetzung von
LDH, andererseits kann hierflir auch eine Schadigung der Zellmembran ohne einen
damit einhergehenden Zelltod verantwortlich sein.

PEl-basierte Nanopartikel tragen, so wie auch andere dendritische Polymere, periphere
Aminogruppen, was unter physiologischen Bedingungen zu einer positiven Nettoladung
ihrer Oberflache fuhrt. Aufgrund dieser kationischen Ladung entstehen vermehrt
Wechselwirkungen mit negativ geladenen biologischen Membranen (Janaszewska et al.,
2019). Durch diese Interaktion kann es zur Einlagerung von einzelnen Partikeln oder von
Polymerclustern in die Membranen kommen, was neben der Ausdunnung der
Membranstruktur auch zur Entstehung von Nanoporen bis hin zu Membrandisruptionen
fuhren kann (Mecke et al., 2004). Durch Untersuchungen mittels Rasterkraftmikroskopie
konnten Leroueil et al. (2008) diese Art der Schadigung durch PEI-basierte Nanopartikel
sowohl fur die Interaktion mit kiinstlich erzeugten Lipiddoppelschichten als auch mit den
Zellmembranen in vitro kultivierter humaner und muriner Zellen nachweisen. Es fand
sich dabei eine Korrelation zwischen dem Schweregrad der durch die Nanopartikel
herbeigeflihrten Membrandisruptionen, der Menge an in das Medium freigesetzten
intrazellularen Enzymen (in diesem Fall LDH und Luciferase) sowie der indirekt mittels
MTT-Assay bestimmten Zytotoxizitat der Nanopartikel. Dabei steigt die Toxizitat nicht
nur mit der Konzentration der applizierten Nanopartikel und der Dauer der Inkubation,
sondern auch mit dem Grad ihrer Verzweigung, da hdhergradig verzweigte
Nanopartikelmolekiile eine gréRere Anzahl peripherer Aminogruppen und damit auch
eine starkere positive Ladung aufweisen (Malik et al., 2000; Fischer et al., 2003;
Jevprasesphant et al., 2003; Lautenschlager et al., 2015). Da ,nackte” PEI-Nanopartikel
verglichen mit anderen polykationischen Dendrimeren eine vergleichsweise hohe
positive Oberflachenladungsdichte aufweisen (Hong et al., 2006), spielt hier die Nutzung
von Oberflachenmodifikationen eine besonders wichtige Rolle.

Auch in den dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimenten lieBen sich im LDH-Assay
eine von der Inkubationsdauer (72 h gegenuber 24 h) sowie fir die Inkubation mit
PEI-PGLU-346 auch eine von der Konzentration der eingesetzten Nanopartikel

abhangige Erhohung der zytotoxischen Wirkung auf die rdMSC beobachten (Abschnitt
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3.3, Abb. 3.10 und Abb. 3.11). Ebenso zeigte sich nach 72-stiindiger Inkubation eine
erhdhte Toxizitdt von PEI-PGLU-346 gegenlber PEI-PGLU-346-MAL (Abschnitt 3.3,
Abblidung 3.10). Fir die Verwendung von PEI-PGLU-346 zeigte sich sowohl nach 24 h
als auch nach 72 h ein erwartbarer, konzentrationsabhangiger Anstieg der Zytotoxizitat,
wobei die Konzentrationen von 1 ug/mL und 50 pg/mL sich hinsichtlich inrer Zytotoxizitat
nicht signifikant von der Kontrollgruppe unterschieden. Fir die Verwendung von PEI-
PGLU-346-MAL  lieRen sich zu den gewdahlten Zeitpunkten keine
konzentrationsabhangigen Unterschiede hinsichtlich der Zytotoxizitat finden.

Dies legt den Riickschluss nahe, dass sich Uber die zusatzliche Oberflachenmodifikation
der eingesetzten Nanopartikel mittels Maltosemolekulen eine verbesserte Abschirmung
der positiven Oberflachenladung der PEI-Kerne und somit eine geringere Schadigung
der Zellmembranen erreichen lasst. Eine Verringerung zytotoxischer Eigenschaften von
Nanopartikeln durch den Einsatz verschiedener Oberflachenmodifikationen, unter
anderem mittels Maltose und anderer Kohlenhydrate, ist in der Literatur bereits flr
unterschiedliche Nanopartikel beschrieben (Agashe et al., 2006; Agrawal et al., 2007;
Kolhatkar et al., 2007; Stasko et al., 2007; Wrobel et al., 2017). Hinsichtlich der
Eingrenzung moglicher, in vivo verwendbarer, Konzentrationen erscheint unter dem
Gesichtspunkt der zytotoxischen Wirkung auf rdMSC auch die Applikation hdherer
Konzentrationen von PEI-PGLU-346-MAL mdglich. Zumindest legen dies die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nahe. Da die zytotoxische Wirkung pharmakologisch
genutzter Substanzen in vivo allerdings nicht ausschlief3lich von der Wirkung auf die
jeweiligen Zielzellen bestimmt wird, sondern diese innerhalb des Organismus unter
anderem einer Beeinflussung durch Faktoren wie Aufnahme, Anflutung, Verteilung
innerhalb unterschiedlicher Kompartimente und Exkretion unterliegen, sind hier
weiterfihrende Untersuchungen unverzichtbar.

Zu welchen Anteilen die Freisetzung der LDH in den vorliegenden Experimenten aus der
Schadigung der Zellmembranen der rdMSC beziehungsweise dem Untergang von
Zellen resultierte, ist nicht sicher zu beantworten, da der hier verwendete LDH-Assay
keine Unterscheidung zwischen diesen beiden Freisetzungsmechanismen erlaubt. In
Zusammenschau mit den Ergebnissen der lichtmikroskopischen
Lebendzellbeobachtung (Abschnitt 4.1.2) lasst sich jedoch vermuten, dass die
Freisetzung der LDH in das Kulturmedium in eher geringem Mafe durch einen
Untergang von rdMSC bedingt war. Dabei muss jedoch in Betracht gezogen werden,
dass gerade in frihen Phasen auch eine zytotoxische Schadigung der Zellen ohne
direktes, lichtmikroskopisch sichtbares Korrelat méglich ist. Um hier eine abschlieRende

Differenzierung zu ermdglichen, sind weiterfuhrende Untersuchungen notwendig.
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Bei gesonderter Betrachtung der zytotoxischen Effekte auf die rdMSC knochengesunder
und osteoporotischer Spender zeigte sich fir beide Gruppen ebenfalls ein
zeitabhangiger Anstieg der Zytotoxizitdt (Abschnitt 3.3, Abb. 3.14 und 3.15).
Interessanterweise lie sich jedoch nur in der Gruppe der knochengesunden
Spenderzellen eine geringere Zytotoxizitdt bei Inkubation mit PEI-PGLU-346-MAL
gegenuber einer Inkubation mit PEI-PGLU-346 nachweisen, wahrend sich fir die
Inkubation osteoporotischer Spenderzellen keine signifikanten Unterschiede zeigten.
Zum Zeitpunkt des Verfassens ist dem Autor keine Arbeit bekannt, welche einen
protektiven  Effekt einer osteoporotischen Zellstoffwechsellage hinsichtlich
nanopartikelvermittelter zytotoxischer Effekte untersucht oder beschrieben hatte. Am
ehesten lasst sich diese Diskrepanz mit der geringen GroRRe der untersuchten Gruppen
erklaren, zumal fur die hier verwendeten rdMSC teilweise deutliche interindividuelle
Unterschiede hinsichtlich ihres Verhaltens in der Zellkultur vorbeschrieben wurden
(Lautenschlager, 2017). Natlrlich ware die Untersuchung einer gréReren Anzahl
verschiedener Spenderzellkulturen, durch welche die interindividuellen Unterschiede der
rdMSC weniger stark ins Gewicht fallen wirden, winschenswert. Betrachtet man jedoch
den nicht unerheblichen personellen, logistischen und auch monetaren Aufwand,
welcher mit der Gewinnung der Spenderzellen sowie deren Aufbereitung, Einlagerung
und experimentellen Verwendung verbunden ist, wird schnell klar, dass hier eine
Einschrankung der GruppengréRen sinnvoll, teilweise sogar unumganglich ist.

Nach Zugabe von BDNF ergaben sich in den durchgeflihrten Experimenten hinsichtlich
der zytotoxischen Wirkung der Nanopartikel in den untersuchten Gruppen keine
Unterschiede (Abschnitt 3.3, Abblildung 3.16 und 3.17). Zur genaueren Einordnung des
durch BDNF vermittelten Effekts in den durchgefiihrten Experimenten siehe auch
Abschnitt 4.4.
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4.2 Potentielle proinflammatorische Wirkung der verwendeten
Nanopartikel

4.2.1 Untersuchungsmethoden

Zur Beurteilung potentieller proinflammatorischer Effekte der verwendeten Nanopartikel
wurde die Expression von IL-6 auf mRNA-Ebene sowie auf Proteinebene mittels
Real-Time PCR und ELISA untersucht.

IL-6 ist ein proinflammatorisches Cytokin aus der Familie der IL-6 Cytokine, zu welcher
unter anderem die strukturell ahnlichen IL-11, IL-27, ciliary neurotrophic factor (CNTF),
leucemia inhibitory factor (LIF), oncostatin M (OSM), cardiotrophin 1 (CT-1) und
cardiotrophin-like cytokine (CLC) gehoéren (Rose-John, 2018). All diese Cytokine
vermitteln ihre Wirkung Uber die Bindung an das Glykoprotein 130 (Gp130), wobei der
Signaltransduktion im Falle von IL-6 die Dimerisierung von Gp130 mit einem Komplex
aus IL-6 und dessen Rezeptor, dem IL-6 receptor o (IL-6Ra) beziehungsweise dessen
I6slicher Rezeptorvariante soluble IL-6 receptor (sIL-6R) vorausgeht (Murakami et al.,
1993; Ward et al.,, 1996). Neben anderen Zellpopulationen konnte auch fir aus
Knochenmarksproben gewonnene humane MSC die Sekretion von IL-6 experimentell
nachgewiesen werden (Aggarwal and Pittenger, 2005; Pricola et al., 2009).
Wechselwirkungen des verwendeten ELISA mit anderen Mitgliedern der Familie der IL-6
Cytokine wurden durch den Hersteller unter Verwendung rekombinanter humaner
Proteine ausgeschlossen, wodurch eine Spezifitat des Tests fir humanes IL-6

gewahrleistet werden kann.

4.2.2 Proinflammatorische Wirkung der verwendeten Nanopartikel

Zu der Wirkung von IL-6 gehort unter anderem die Induktion der hepatischen Produktion
von Akute-Phase-Proteinen wie C-Reaktives Protein (CRP), Serumamyloid A,
Fibrinogen und Haptoglobin (Heinrich et al., 1990), die Differenzierung aktivierter
B-Lymphozyten zu Immunglobulin sezernierenden Plasmazellen (Kishimoto, 1988)
sowie die Differenzierung CD4-positiver T-Zellen zu Subpopulationen von
T-Effektorzellen (Korn et al., 2009).

Im Knochenstoffwechsel sind die Cytokine der IL-6-Familie an einer Vielzahl
physiologischer und pathologischer Prozesse beteiligt, wobei die durch sie vermittelten
Wirkungen und die zwischen den Cytokinen entstehenden Wechselwirkungen in ihrer
Gesamtheit noch nicht abschlieRend verstanden sind. Sie wirken sowohl auf Zellen der
osteoklastaren als auch auf Zellen der osteogenen Zelllinie und vermitteln teilweise

widerspruchliche teils knochenanabole, teils knochenkatabole Effekte.

75



So konnten bereits unterschiedliche Arbeiten eine durch IL-6 vermittelte Differenzierung
osteogener Progenitorzellen, darunter auch aus Knochenmark gewonnene humane
MSC, hin zu Zellen der osteogenen Linie nachweisen (Bellido et al., 1997; Taguchi et
al., 1998; Erices et al., 2002). Hieraus leitet sich auch die Zugabe von IL-6 zum
Kulturmedium als mdglicher Ansatz einer Differenzierung von MSC hin zu Zellen der
osteogenen Linie in in vitro Experimenten ab (Boon et al., 2004; Xie et al., 2018). Auch
sind fir die Zugabe von IL-6 zu osteoblastischen Zellkulturen in vitro antiapoptotische
Effekte beschrieben (Bellido et al., 1998; Jilka et al., 1998).

Im Kontrast hierzu finden sich in der Literatur jedoch ebenfalls Arbeiten, welche keinen
oder teilweise sogar einen inhibierenden Effekt von IL-6 auf die osteogene
Differenzierung sowohl humaner als auch muriner MSC beschreiben (Kim et al., 1997;
Malaval et al., 2005; Peruzzi et al., 2012). Ein Erklarungsansatz fir diese uneinheitlichen,
teils widerspruchlichen Beobachtungen liegt in der unterschiedlichen Wirkung von IL-6
und der anderen Vertreter der Cytokine der IL-6-Familie zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der osteogenen Zelldifferenzierung. So scheinen die initialen Schritte hin
von MSC zu osteogenen Progenitorzellen und Preosteoblasten durch IL-6 induzierbar.
Die Differenzierung von Preosteoblasten zu reifen Osteoblasten dagegen wird durch IL-6
scheinbar gehemmt und differenzierte Osteoblasten erhalten eine Stimulation hin zu
weniger stoffwechselaktiven Osteozyten sowie teils auch proapoptotische Signale
(Blanchard et al., 2009).

Die Aktivitat von Osteoklasten kann durch IL-6 sowohl direkt als auch indirekt beeinflusst
werden. Einerseits stimuliert IL-6 die Differenzierung hdmatopoetischer Stammzellen hin
zu osteoklastaren Progenitorzellen (Otsuka et al., 1991), andererseits fuhrt IL-6 in
Osteoblasten zu einer vermehrten Expression von Receptor Activator of NF-kB Ligand
(RANKL) (Palmquvist et al., 2002) sowie zu einer gesteigerten Expression von Receptor
Activator of NF-kB (RANK) in osteoklastaren Progenitorzellen (Liu et al., 2005). Dies
fuhrt letztendlich zu einer vermehrten Differenzierung und einer gesteigerten Aktivitat
von Osteoklasten und somit zu einem vermehrten Abbau von Knochensubstanz.

Im Kontrast hierzu finden sich in der Literatur jedoch ebenso Arbeiten, welche eine
Inhibition der osteoklastaren Aktivitat durch IL-6 beschreiben. So fanden Duplomb et al.
(2008) und Yoshitake et al. (2008) eine Reduktion der RANKL-induzierten
Differenzierung humaner und muriner osteoklastarer Vorlauferzellen sowie eine
Reduktion der Knochenresorption, welche am ehesten durch eine vermehrte
Differenzierung der Vorlauferzellen hin zu Zellen des mononuklearen phagozytaren
Systems zustande kamen. Des Weiteren stimuliert IL-6 in Osteoklasten die Freisetzung
von Osteotransmittern und coupling factors, welche eine Stimulation der osteogenen

Aktivitat von Osteoblasten und damit letztendlich einen vermehrten Umsatz von
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Knochensubstanz zur Folge haben (Johnson et al., 2015). Zusammenfassend scheinen
die antiosteogenen und proosteoklastaren Effekte von IL-6 zu Uberwiegen, was
insgesamt die Entstehung einer knochenkatabolen Stoffwechsellage beguinstigt (Harmer
et al.,, 2019). Abb. 4.1 stellt die unterschiedlichen Wirkungen von IL-6 auf Zellen der
osteoblastaren und osteoklastaren Zellinie schematisch dar.

Auf Grund der zuvor beschriebenen Wirkung auf den Knochenstoffwechsel spielt IL-6
auch fir die Entstehung und Aufrechterhaltung der Osteoporose eine wichtige Rolle. So
nimmt mit zunehmendem Alter die Expression von IL-6 zu, was sich durch das Absinken
der Sexualhormonspiegel nach der Menopause bzw. Andropause erklaren lasst (Ershler
und Keller, 2000). Das Steroidhormon 17-B-Ostradiol (E2) inhibiert im Normalzustand
die Sekretion von IL-6 durch MSC, Monozyten und osteoblastare Zellen, weshalb es
durch einen altersbedingten Riickgang der Steroidhormonspiegel zu einer vermehrten
Expression von IL-6 kommt (Girasole et al.,, 1992; Kramer et al., 2004). Im
Normalzustand wird die Aktivitdt von NF-kB durch eine E2-vermittelte Stabilisierung
seines zytoplasmatischen Inhibitors IkBa reduziert. Bei sinkenden E2-Spiegeln kommt
es zu einer vermehrten Phosphorylierung und anschlieBenden Degradierung von IkBa.
Hierdurch wird NF-kB freigesetzt und bindet nach Translokation in den Nucleus, unter
anderem an die Promotorregion des IL-6-Gens (Sun et al., 1998). Folgerichtig weisen
IL-6-defiziente Méause nach Ostrogendepletion durch  Ovariektomie keine
osteoporosetypische Verringerung der Knochendichte auf (Poli et al., 1994).
Unabhangig von der Inhibition durch E2 scheinen unterschiedliche Polymorphismen des
IL-6 Gens mit unterschiedlich hohen Risiken fir die Entwicklung einer Osteoporose
vergesellschaftet zu sein (Ferrari et al., 2001). Eine therapeutische Nutzung von
IL-6-modulierenden Substanzen ist bis dato fir die Behandlung der Osteoporose noch
nicht etabliert. Mit Tocilizumab (RoActemra®) steht seit seiner Zulassung im Jahr 2011
ein monoklonaler Antikérper gegen IL-6 fiir die Behandlung der rheumatoiden Arthritis
zur Verfigung, fur den bereits ein protektiver Effekt hinsichtlich des Erhalts der
Knochendichte beschrieben wurde (Chen et al., 2017). Bis die pharmakologische
Modulation von IL-6 auch fir die Behandlung der Osteoporose eine Alternative darstellt,
werden jedoch noch weitere Untersuchungen notwendig sein.

Werden all diese Faktoren in Betracht gezogen, so erscheint fir die Behandlung mit
nanopartikelbasierten Arzneistoffen wie auch fir die Applikation anderer Pharmaka, eine
moglichst geringe Induktion von IL-6, insbesondere im osteoporotischen Knochenmilieu
wulnschenswert, da durch eine vermehrte Expression von IL-6 eine progrediente
Verschiebung hin zu einer knochenkatabolen Stoffwechsellage zu erwarten ware. Zum
Einfluss von PEI-basierten Nanopartikeln auf die Expression von IL-6 liegen bisher nur

wenige Arbeiten vor. Beyerle et al. (2010) konnten fur die Inkubation muriner
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Alveolarepithelzellen mit unterschiedlichen unmodifizieten und PEGylierten,
PEl-basierten Nanopartikeln mittels Immunoassay eine gegenuber der Kontrollgruppe
bis zu 10-fach erhdhte Expression von IL-6 nachweisen. Li et al. (2018a) beschreiben
fur die Inkubation muriner, aus Knochenmark gewonnener dendritischer Zellen ebenfalls
eine Erhdhung der mittels ELISA detektieten IL-6 Konzentration fur mit
unterschiedlichen, unmodifizierten PEI-Nanopartikeln kombinierte, mesopordse
Siliziumnanopartikel gegenutber einer alleinigen Applikation von mesopordsen
Siliziumnanopartikeln. Im Falle der letztgenannten Arbeit stellte dies allerdings ein
wilnschenswertes Ergebnis dar, da die Zielsetzung hier in einer Amplifikation der
Immunantwort durch die als Impfstoffadjuvanz eingesetzten PEI-Nanopartikel bestand.

Im Gegensatz zu den genannten Arbeiten lie sich in den dieser Arbeit zugrunde
liegenden Untersuchungen fur PEI-PGLU-346 und PEI-PGLU-346-MAL weder auf
mRNA-Ebene noch auf Proteinebene eine gegeniber der Kontrollgruppe vermehrte
Expression von IL-6 nachweisen. Auch zwischen den verwendeten Nanopartikeln
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (siehe Abschnitt 3.4 und 3.5.5). Dies legt
die Vermutung nahe, dass die Oberflachenmodifikationen der hier verwendeten
Nanopartikel einen positiven Einfluss auf die Expression des proinflammatorischen
Zytokins IL-6 haben, wobei in diesem Punkt durch die zusatzliche Modifikation mittels
Maltosemolekilen kein Vorteil gegentber der alleinigen Modifikation mittels
Glutamatmolekilen erkennbar war. Ein mdglicher Erklarungsansatz fiir diesen positiven
Effekt kdnnte in der Maskierung der kationischen Oberflachenladung der Nanopartikel
liegen. Die Zellen des angeborenen Immunsystems verfligen Uber eine Gruppe
genetisch hochgradig konservierter Rezeptoren, die sogenannten pattern recognition
receptors (PRRs), welche sogenannte pathogen associated molecular patterns (PAMPSs)
unterschiedlicher potentieller Pathogene, wie beispielsweise Bakterien, Viren oder Pilze,
erkennen und darauf mit einer Immunantwort, die auch die Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 beinhaltet, reagieren. Da viele der PAMPS selbst
kationische Ladungsschwerpunkte besitzen, kdonnte eine Maskierung der positiven
Oberflachenladung gegebenenfalls eine Detektion der Nanopartikel durch das
unspezifische Immunsystem verhindern oder zumindest erschweren. Im Sinne dieser
theoretischen Uberlegung konnten Cubillos-Ruiz et al. (2009) fiir PEI-Nanopartikel in
humanen und murinen Ovarialkarzinomzellen eine agonistische Wirkung am toll-like
receptor 5 (TLR-5), einem Rezeptor aus der Klasse der PRRs, nachweisen. Da die
Studienlage in diesem Bereich allerdings noch sehr begrenzt ist, I1asst sich letztendlich
noch keine wirklich belastbare Aussage Uber die zugrunde liegenden Mechanismen der

Induktion von IL-6 durch PEI-basierte Nanopartikel treffen.
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Festzuhalten bleibt jedoch, dass die hier verwendeten Nanopartikel hinsichtlich einer
potentiellen Induktion von IL-6 in den zugrunde liegenden Versuchen keine erkennbaren
adversen Effekte zeigten. Dies ist, aus den zuvor dargelegten Griinden, insbesondere
im Hinblick auf eine mdgliche Verwendung im osteoporotisch vorerkrankten Knochen als
positiv zu bewerten.

Als sinnvolle experimentelle Erganzung der vorliegenden Arbeit kdnnte in zukunftigen
Untersuchungen mit MSC eine mdgliche Induktion von IL-6 durch unmodifizierte
PEl-basierte Nanopartikel Uberprift werden. Auf diese Weise lie3e sich eine genauere

Einschatzung der Wirkung der Oberflachenmodifikation der untersuchten Partikel

vornehmen.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Wirkung von IL-6 auf Zellen der osteoblastéren und osteoklastéren
Zelllinie. HSC = Hématopoetische Stammzelle; IL-6 = Interleukin 6, MPH = Makrophagen; MSC =
Mesenchymale Stammzellen; OB = Osteoblasten; OK = Osteoklasten; OKPG = Osteoklastére
Progenitorzellen;, POB = Prdosteoblasten; RANK = Receptor Activator of NF-kB; RANKL = Receptor
Activator of NF-xB Ligand; Modifiziert nach Blanchard et al. (2009)
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4.3 Beeinflussung des Zellzyklus und Zellstoffwechsels

4.3.1 Einfluss der verwendeten Nanopartikel auf die Expression von CCND1

Der Zellzyklus eukaryotischer Zellen setzt sich aus vier Phasen zusammen, welche
letztendlich in der mitotischen Zellteilung der Zelle und der Entstehung zweier genetisch
identischer Tochterzellen minden. Dabei bauen die verschiedenen Phasen in ihrer
Abfolge aufeinander auf und missen samtlich nacheinander durchlaufen werden,
woraus ein stark kontrollierter und regulierter Prozess resultiert. In der gap 1 (G1)-Phase,
welche auch als postmitotische oder prasynthetische Phase bezeichnet wird, findet die
Produktion von fur die DNA-Replikation notwendigen Proteinen statt. Die anschlieRende
Synthese (S)-Phase dient der Verdopplung der im Zellkern befindlichen DNA. In der auf
die S-Phase folgenden gap 2 (G2)-Phase, auch postsynthetische oder pramitotische
Phase genannt, werden fur die Zellteilung notwendige Proteine synthetisiert, um die
eigentliche Mitose vorzubereiten. Diese lauft in der Mitose (M)-Phase ab, in der sowohl
die im Zellkern befindlichen Chromosomen als auch die Gbrigen Zellbestandteile auf die
beiden entstehenden Tochterzellen aufgeteilt werden. Haufig werden die G1-Phase, die
S-Phase und die G2-Phase zur Interphase zusammengefasst. Nach Abschluss der M-
Phase kdonnen die Zellen entweder erneut in die G1-Phase eintreten oder in einen
voribergehenden bzw. permanenten Ruhezustand, die sogenannte gap 0 (G0)-Phase,
Ubergehen (Schafer, 1998). Um Fehler wahrend der mitotischen Zellteilung méglichst zu
vermeiden, unterliegt der Zellzyklus einem genetisch hochgradig konservierten
Kontrollsystem, welches durch das Zusammenspiel von Zyklin abhangigen Kinasen
(cycline dependent kinase; CDK) mit den zu unterschiedlichen Zeitpunkten
unterschiedlich stark exprimierten Zyklinen gepragt ist.

Einen wesentlichen Checkpoint im Ablauf des Zellzyklus bildet dabei die
Cyclin D1-abhangige Phosphorylierung des Tumorsuppressorgens
retinoblastoma protein (pRB) am Ubergang der G1-Phase in die S-Phase. Nach
Stimulation der Expression des durch das CCND1-Gen codierten Proteins Cyclin D1
durch  Wachstumsfaktoren bildet Cyclin D1 einen Komplex mit der
cyclin-dependent-kinase 4 (CDK4) und der cyclin-dependent-kinase 6 (CDK6) (Pardee,
1989; Matsushime et al., 1994; Lundberg und Weinberg, 1998). Im Folgenden resultiert
hieraus eine Phosphorylierung des pRB, welches in seinem hypophosphorylierten
Zustand die fur die Progression des Zellzyklus in die S-Phase notwendigen
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie bindet und dadurch inaktiviert (Chen et al., 2009).

Durch die mit der Phosphorylierung des pRB verbundene Freisetzung dieser

80



Transkriptionsfaktoren wird der Zelle letztendlich der Ubergang in die S-Phase
ermaoglicht.

Hinsichtlich der Beeinflussung der Expression von CCND1 durch Nanopartikel liegen in
der Literatur zu diesem Zeitpunkt lediglich vereinzelte Untersuchungen vor. So konnten
Periasamy et al. (2016) eine erhéhte Expression von CCND1 und eine damit verbundene
Alteration des Zellzyklus in mit aluminiumbasierten Nanopartikeln inkubierten hMSC
nachweisen. Arbeiten, welche explizit die Wirkung PEI-basierter Nanopartikel auf die
Expression von CCND1 bzw. eine Beeinflussung des Zellzyklus durch PEl-basierte
Nanopartikel untersuchen, sind dem Autor zum jetzigen Zeitpunkt jedoch nicht bekannt.
Demgegenuber ist die Anzahl der Arbeiten, welche sich mit der Beeinflussung des
Zellzyklus durch unterschiedliche Nanopartikel im Allgemeinen beschaftigen etwas
gréRer. So konnten beispielsweise Huang et al. (2009) fur mit superparamagnetischen
Eisenoxidnanopartikeln inkubierte hMSC eine Beschleunigung des Zellzyklus, v. a. der
S-Phase sowie der G2- und M-Phase, und eine damit verbundene erhohte
Zellproliferation  nachweisen. Diese Effekte wurden auf die intrinsische
peroxidaseahnliche Aktivitdt der verwendeten Partikel und die damit verbundene
Reduktion des zellularen oxidativen Stresses zurtickgefihrt. Im Kontrast hierzu fanden
Asharani et al. (2009) fir mit Starke umhdillten Silbernanopartikeln inkubierte humane
Lungenfibroblasten und humane Glioblastomzellen einen Zellzyklusarrest in der G2- und
M-Phase, welchen die Autoren auf eine Schadigung mitochondrialer Membranen und
einen damit einhergehenden, erhéhten oxidativen Stress zurlckflhrten.

Generell geben Mahmoudi et al. (2011) zu bedenken, dass der Gberwiegende Anteil an
Untersuchungen, welche sich mit der Beeinflussung des Zellzyklus und der Zellviabilitat
durch Nanopartikel beschaftigen, sich auf die Verwendung der mit einer entsprechenden
Wirkstoffkomponente konjugierten Formen der jeweiligen Partikel beschrankt, nicht aber
die ,nackten” Partikel selbst einer Testung unterzieht. Diese Tatsache erschwert die
Abschatzung der Wirkung der jeweiligen Nanopartikel zusatzlich und verringert zugleich
auch die Vergleichbarkeit unterschiedlicher Nanopartikel untereinander.

Wie in Abschnitt 3.5.1 beschrieben, ergab sich in dieser Arbeit fir die Untersuchung der
Proben der hMSC knochengesunder Spender mittels Real-Time PCR ein erhdhter
Gehalt an CCND1-mRNA gegenuber der Gruppe der hMSC osteoporotischer
Spenderzellen. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeiten.
Zheng et al. (2018) konnten beispielsweise fur die MSC osteoporotischer Mause
ebenfalls eine reduzierte Expression von CCND1-mRNA gegeniber MSC
knochengesunder Mause nachweisen. Des Weiteren konnten Giner et al. (2009) fir aus
osteoporotischem menschlichen Knochen isolierte Zellen neben einer erniedrigten

Stoffwechselrate auch eine Verlangerung des Zellzyklus und eine damit verbundene,
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geringere Teilungsrate feststellen. Zieht man dies in Betracht, erscheint eine erniedrigte
CCND1-Expression in den Proben der hMSC osteoporotischer Spender schlissig.

Als positive Beobachtung bleibt festzuhalten, dass die Inkubation der Spenderzellen mit
den verwendeten Nanopartikeln nicht zu einer Verringerung der Expression von CCND1
und einer damit verbundenen, potentiellen negativen Beeinflussung des Zellzyklus fihrte.
Dies ware insbesondere flir die Verwendung der Nanopartikel im osteoporotischen
Knochen ein nicht winschenswerter Effekt, da hierdurch gegebenenfalls die im
Vergleich zu den Zellen knochengesunder Spender bereits erniedrigte
CCND1-Expression noch weiter reduziert wirde, was mdglicherweise eine weitere
Einschrankung der Zellproliferation zur Folge hatte. Naturlich ist hierbei einschrankend
zu bedenken, dass es sich bei CCND1 nicht um den einzigen, fir den problemlosen
Ablauf des Zellzyklus wichtigen Faktor handelt. Eine genauere Untersuchung der
Wirkung der verwendeten Nanopartikel auf den Zellzyklus mittels Bestimmung
zusatzlicher Marker ware daher eine sinnvolle mogliche Erganzung fir zuklnftige

Untersuchungen.

4.3.2 Einfluss der verwendeten Nanopartikel auf die Expression von CHOP

C/EBP homologous protein (CHOP) oder synonym auch growth arrest- and DNA
damage-inducible gene 153 (GADD153) spielt eine wichtige Rolle im Rahmen von
Stressreaktionen des endoplasmatischen Retikulums (ER).

Das ER dient als raumlich vom Zytosol getrenntes zellulares Kompartiment in erster
Linie dazu, die korrekte sterische Konfiguration der durch die Zelle produzierten Proteine
sicherzustellen. Zu diesem Zweck beinhaltet es eine grolRe Menge unterschiedlicher
Enzyme, welche als Katalysatoren den durch die Zelle synthetisierten Proteinen zu ihrer
physiologischen Sekundarstruktur verhelfen. Hier ist vor allem die Gruppe der
Chaperone zu nennen, die sich aus unterschiedlichen Proteinen mit jeweils
unterschiedlichen, spezifischen Substraten zusammensetzt.

Unter normalen Umstédnden besteht ein Gleichgewicht zwischen den anfallenden
fehlgefalteten Proteinen und der enzymatischen Faltungskapazitdt des ER. Durch
unterschiedliche Umwelteinflisse kann es jedoch zu einer Verschiebung dieses
Verhaltnisses hin zu einem vermehrten Anfallen fehlgefalteter Proteine kommen,
wodurch diese innerhalb des ER akkumulieren und eine Stressreaktion hervorrufen
kénnen. Diese Reaktion des ER wird treffender Weise auch als unfolded proteine
response (UPR) bezeichnet. Sie stellt in erster Linie einen Adaptationsmechanismus dar
und beinhaltet eine Hemmung der ribosomalen Translationsleistung sowie eine

vermehrte Expression sowohl der fir die korrekte Faltung von Proteinen als auch der fir
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die Degradierung fehlgefalteter Proteine verantwortlichen Enzyme (Xu et al., 2005).
Lasst sich der ER-Stress auf diese Weise nicht hinreichend reduzieren oder besteht das
Ungleichgewicht Uber einen langeren Zeitraum, kann es zu einer Aktivierung
proapoptotischer Signalwege durch das ER kommen, wodurch letztendlich eine
Beeinflussung der zellularen Funktionen durch fehlgefaltete Proteine verhindert werden
soll (Sano und Reed, 2013).

CHOP gehort zur Familie der CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs) und ist an der
Regulation unterschiedlicher Gene beteiligt, welche flir Proteine codieren, die eine Rolle
fur die Proliferation, Differenzierung sowie den Energiestoffwechsel der Zelle spielen. Im
physiologischen Zustand ist CHOP ubiquitar in sehr geringen Mengen exprimiert, erfahrt
jedoch unter, durch pathologische Bedingungen hervorgerufenen ER-Stress, eine
deutliche Hochregulation (Ron und Habener, 1992). Hierfur sind im Wesentlichen drei
unterschiedliche Signalwege verantwortlich, welche Uber protein kinase RNA-like
endoplasmatic reticulum kinase (PERK), activating transcription factor 6 (ATF6) und
inositol requiring protein 1 (IRE1) reguliert werden.

PERK ist als Transmembranprotein Teil der Membran des ER. Mit seiner innerhalb des
ER gelegenen Doméane ist es in der Lage, ungefaltete Proteine zu erkennen, woraufhin
es zu einer Di- bzw. Oligomerisation von PERK und in der Folge zu dessen
Autophosphorylierung kommt. In einem nachsten Schritt wird Uber die cytosolische
Domane die Phosphorylierung von eucaryotic translation initiation factor 2« (elF2a)
katalysiert (Korennykh und Walter, 2012). In seiner phosphorylierten Form weist elF2a
eine geringere Aktivitat auf, wodurch es zu einer globalen Reduktion der zellularen
Proteintranslationsleistung kommt, wobei jedoch bestimmte wie die fir den activating
transcription factor 4 (ATF4) codierende mRNA einen selektiven Translationsvorteil
erhalten. Hierdurch werden die durch diese codierten Proteine relativ vermehrt
exprimiert (Wek et al., 2006). In einem nachgeschalteten Schritt migriert ATF4 in den
Zellkern und bindet dort, neben anderen Zielsequenzen, auch an die Promotorsequenz
von CHOP, wodurch letztendlich dessen Expression gesteigert wird (Michel et al., 2015).
Bei ATF6 handelt sich ebenfalls um ein Transmembranprotein, welches Bestandteil der
Membran des ER ist. Bei Aktivierung im Rahmen der UPR kommt es zur Translokation
von ATF6 in den Golgi-Apparat, wo dessen cytosolische Domane proteolytisch
abgespalten wird (Ye et al., 2000). In der Folge migriert der auf diese Weise aktivierte
ATF6 in den Nucleus und bindet dort an unterschiedliche Promotorregionen fiir die UPR
relevanter Gene, unter anderem CHOP, und steigert deren Expression (Ron und Walter,
2007).

Auch IRE1 ist ein in der ER-Membran integriertes Transmembranprotein, welches

sowohl eine Proteinkinaseaktivitat als auch eine Endoribonucleaseaktivitat besitzt. Nach
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Stimulation im Rahmen der UPR kommt es zur Oligomerisierung und in der Folge zur
proteinkinasevermittelten  Autophosphorylierung von IRE1, wodurch dessen
Endoribonucleaseaktivitat aktiviert wird (Han et al., 2009). Das auf diese Weise aktivierte
IRE1 spleif3t im nachsten Schritt die Introns aus der mRNA des Vorlauferproteins XBP-1,
wodurch der reife Transkriptionsfaktor X-box binding protein 1 (XBP-1) entsteht, welcher
Uber die Bindung an verschiedenen Promotorregionen die Expression von CHOP sowie
anderer fur den Ablauf der UPR relevanter Proteine heraufreguliert (Yoshida et al., 2001).
Kommt es auf diese Weise zu einer Uberexpression von CHOP, kann dies durch die
Beeinflussung unterschiedlicher Signalwege eine proapoptotische Wirkung erzeugen.
Zum einen ist CHOP in der Lage, die mitochondrial gesteuerte Apoptose Uber die
Regulation pro- und antiapoptotischer Gene zu initiieren. Dabei wird die Expression
antiapoptotischer Gene wie BCL-2 herabreguliert, wahrend gleichzeitig die Expression
proapoptotischer Gene wie BAK und BAX gefordert wird, was letztendlich zur Aktivierung
der mitochondrienabhangigen, intrinsischen Apoptose fihrt (Tsukano et al., 2010).

Zum anderen wurde fir den PERK-ATF4-CHOP Signalweg auch eine Aktivierung
extrinsischer Apoptosemechanismen nachgewiesen. Dabei induziert CHOP die
Expression des death receptor 5 (DR5) Uber die Bindung an dessen Gensequenz (Chen
et al., 2016). Durch die Akkumulation von DR5 wird die Formierung des death-inducing
signaling complex (DISC) begunstigt, welcher zur Aktivierung von Caspase 8 und damit
zur Initiierung der Apoptose fiihrt (Lu et al., 2014).

Zusatzlich zur Aktivierung der intrinsischen und der extrinsischen Apoptose kann CHOP
auch uber die Beeinflussung des Stoffwechsels des ER zur Induktion der Apoptose
beitragen. CHOP induziert die Expression der ER reductase 1« (ERO1a), welche die
Oxidation von Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI) katalysiert, was zum vermehrten Anfall
von H2O; im ER fuhrt. Durch diesen héhergradig oxidierten Zustand des ER kommt es
zu einer Leckage von H>O, in das Cytosol, was zum Entstehen reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) fuhrt (Chen et al., 2015). Diese |I6sen in der Zelle eine Reihe
inflammatorischer und proapoptotischer Reaktionen aus (Ramming et al., 2015).
Mittlerweile liegen verschiedene Studien vor, die fur unterschiedliche Arten von
Nanopartikel in vitro eine Induktion der UPR und eine damit einhergehende Verringerung
der Zellviabilitat nachweisen konnten (Yang et al., 2015; Rana et al., 2018). Auch wenn
die genauen zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht vollstdndig verstanden sind,
scheint die Entstehung von ROS und die damit verbundene Alteration intrazellularer
Proteine durch die verwendeten Nanopartikel eine Schliisselrolle in der Induktion der
UPR einzunehmen (Cao et al., 2017). Auf Grundlage dieser Uberlegung schlugen Nel
et al. (2006) ein hierarchisch organisiertes Modell des durch Nanopartikel verursachten

oxidativen Stresses vor. Dieses besteht aus 1) der Induktion antioxidativer Enzyme
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durch niedrigschwelligen oxidativen Stress, 2) der Aktivierung proinflammatorischer
Signalwege unter mittelgradigem oxidativem Stress und schlieRlich 3) der Induktion
proapoptotischer Signalwege durch ein auf zellularer Ebene nicht mehr adaquat
kompensierbares Aufkommen von ROS. Auch fir PEIl-basierte Nanopartikel konnte in
vitro bereits konzentrationsabhangig eine signifikant erhéhte Induktion von ROS in
humanen Nabelvenenendothelzellen nachgewiesen werden (Calarco et al., 2013).
Ebenso wurden PEl-basierte Nanopartikel bereits hinsichtlich einer potentiellen
Induktion von Zellorganellschaden unter anderem auch hinsichtlich ihres
ER-Stressprofils untersucht. Dabei testeten Dabbaghi et al. (2017) die Auswirkung
PEl-basierter DDS auf die in diesem Fall mittels MTT-Assay bestimmte Zellviabilitat
sowie die Expression unterschiedlicher Stressmarker des ER in einer murinen
Neuroblastomzelllinie. Bereits nach vierstindiger Inkubationsdauer mit 25 pg/mL der
unmodifizierten PEI-Nanopartikel liel sich dabei mittels Real-Time PCR ein signifikanter
Anstieg der Expression von CHOP auf das dreifache Expressionsniveau der
Kontrollgruppe nachweisen. Dies ist insofern erwadhnenswert, als dass sich in der
vorliegenden Arbeit selbst nach deutlich langeren Inkubationszeiten (72 h gegentber
4 h) mit bis zu 20-fach héheren Nanopartikelkonzentrationen (50 ug/mL bzw. 500 ug/mL
gegenlber 25 mg/mL) keine signifikante Erhdhung der Expression von CHOP
nachweisen liel3. Daher liegt die Annahme nahe, dass sowohl die alleinige Modifikation
der PEI-Nanopartikel mit Polyglutamatgruppen als auch die zusatzliche Modifikation mit
Maltosemolekulen hinsichtlich der Induktion der UPR und der damit verbundenen,
potentiellen Aktivierung CHOP-abhangiger, proapoptotischer Signalwege einen
positiven Effekt aufweisen. Die Frage, ob dabei eine verringerte Induktion von ROS eine
Verringerung der direkten Interaktion zwischen Nanopartikeln und intrazellularen
Proteinen oder zusatzliche, bisher nicht bertcksichtige Faktoren ausschlaggebend sind,
lasst sich zum jetzigen Zeitpunkt nicht hinreichend beantworten. Hierzu waren weitere,
gezielte Untersuchungen notwendig.

Wie in Abschnitt 3.5.2 beschrieben, liel sich sowohl bei Inkubation mit PEI-PGLU-346
als auch mit PEI-PGLU-346-MAL eine signifikant erhéhte Expression von CHOP-mRNA
fur die Gruppe der knochengesunden Spenderzellen gegenuber der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen nachweisen. Diese Beobachtung steht im Widerspruch
zu den bisher in der Literatur beschriebenen Zusammenhangen zwischen ER-Stress
und einer osteoporotischen Knochenstoffwechsellage. Liu et al. (2012) konnten
beispielsweise in menschlichen Individuen mit einem mit einer Uberaktivierung des
PERK-elF2a-Signalweges assoziierten Haplotypen des PERK-Genes eine
Verringerung der Knochendichte nachweisen. Eine Uberaktivierung dieser

Signalkaskade wirde, obwohl in der genannten Studie nicht explizit Uberpruft, auch fur
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eine konsekutiv hohere Expression von CHOP in diesen Individuen sprechen. Ein
moglicher Erklarungsansatz fur diese widersprichliche Beobachtung kénnten ggf. zum
Zeitpunkt der Bohrmehlentnahme unbekannte bzw. nicht dokumentierte
Stoffwechselerkrankungen in der Gruppe der knochengesunden Spender darstellen. So
wurde im Mausmodell bereits eine Erh6hung der CHOP-Expression in den Osteoblasten
diabetischer Versuchstiere beschrieben (Liu et al., 2013).

Interessanterweise ergab sich auch fir die Gruppe der mit BDNF behandelten
Spenderzellen eine im Vergleich zur Gruppe der nicht mit BDNF inkubierten
Spenderzellen signifikant erhéhte Expression von CHOP. Vor dem Hintergrund, dass
bereits fur die Inkubation humaner Neuroblastomzellen mit BDNF (Chen et al., 2007; Qiu
et al., 2013) sowie fur das Nieren- und Lebergewebe mit BDNF behandelter Mause
(Cirrik et al., 2019; Cirrik et al., 2019) eine durch BDNF vermittelte Reduktion der
CHOP-Expression beschrieben wurden, stellt dies ein eher unerwartetes Ergebnis dar.
Leider liegen zum jetzigen Zeitpunkt keine Studien vor, in denen die Wirkung von BDNF
auf die Expression von CHOP in hMSC untersucht wurde, weshalb es schwer fallt die

hier beschriebenen Beobachtungen vergleichend in Bezug zu setzen.

4.3.3 Einfluss der verwendeten Nanopartikel auf die Expression von NQO1

Bei NQO1 handelt es sich um ein antioxidatives Enzym aus der Gruppe der Reduktasen,
welches vor allem Chinone, Chinonimine und Azole reduziert und auf diesem Wege der
zellschadigenden Wirkung von ROS entgegenwirkt (Ross et al., 2000; Siegel et al.,
2004). Wie bereits in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, ist die Induktion von ROS, welche
auch fur PEl-basierte Nanopartikel nachgewiesen werden konnte, einer der
wesentlichen Mechanismen, uber den die zellschadigende Wirkung von Nanopartikeln
vermittelt wird.

Die Induktion von ROS flihrt dabei zu einer Oxidierung der Thiolgruppen des kelch-like
associated protein 1 (Keap1), welches im Normalzustand den nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) ubiquitiniert und auf diesem Wege zu dessen
proteolytischer Degradierung beitragt. Hierdurch kommt es zu einer Freisetzung von
Nrf2, welches in der Folge in den Zellkern transloziert und dort an antioxidant response
elements (AREs), teilweise auch electrophile response elements (EpREs) genannt,
bindet welche Teil der Promotorregionen unterschiedlicher, flr antioxidative Proteine
codierender Gene sind, zu denen auch das fur NQO1 codierende Gen gehort (Zhang et
al., 2019).

Eine auf diesem Wege ablaufende Antwort auf die Induktion oxidativen Stresses konnte

bereits fur verschiedene Nanopartikel, darunter beispielsweise cerdioxid- (Eom and Choi,
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2009), silizium- (Michael Berg et al., 2013) sowie silberbasierte (Aueviriyavit et al., 2014)
Nanopartikel beschrieben werden, wobei in den genannten Arbeiten lediglich die
Expression von Nrf2, nicht jedoch von NQO1 bestimmt wurde. Pauksch et al. (2014)
konnten fiir die Inkubation humaner rdMSC mit silberbasierten Nanopartikeln eine
signifikante Zunahme der Expression von NQO1-mRNA nachweisen, wobei in dieser
Arbeit langere Inkubationszeitrdume von bis zu 21 Tagen untersucht wurden. Zum
jetzigen Zeitpunkt ist dem Autor keine Arbeit bekannt, in deren Rahmen explizit die durch
Nrf2 vermittelte Induktion antioxidativer Proteine nach Exposition gegenlber
PEl-basierten Nanopartikeln untersucht wurde.

In der vorliegenden Arbeit ergaben sich gegenuber der Kontrolle weder fur die
Verwendung von PEI-PGLU-346 noch fur die Verwendung von PEI-PGLU-346-MAL
signifikante Unterschiede hinsichtlich der mittels Real-Time PCR bestimmten
NQO1-Expression. Dies kann als Hinweis darauf aufgefasst werden, dass durch die
verwendeten Nanopartikel keine relevante, durch Nrf2 vermittelte Induktion
antioxidativer Proteine stattfand. Dabei bleibt jedoch einschrankend zu bedenken, dass
auch eine direkte Beeinflussung der Expression von Nrf2 durch Nanopartikel denkbar
ist. Gui et al. (2013) konnten fir das Nierengewebe mit titandioxidbasierten
Nanopartikeln inkubierter Ratten eine gegenlber der Kontrollgruppe signifikante
Herabsetzung der Expression von Nrf2 und seiner nachgeschalteten Effektorproteine
bei gleichzeitig vermehrtem Gehalt an ROS nachweisen. Dies wirde bedeuten, dass
sich ein durch Nanopartikel verursachtes, vermehrtes Aufkommen von oxidativem
Stress scheinbar nicht in jedem Fall in einer von Nrf2 abhangigen, vermehrten
Transkription von NQO1-mRNA detektieren lieke. Um diesbezlglich Klarheit zu schaffen,
ware es sinnvoll, in weiterflhrenden Experimenten die Expression von Nrf2 zu
untersuchen. Gegebenenfalls kdnnte zusatzlich auch der beispielsweise mit Hilfe
funktioneller Assays nachweisbare, intrazelluldre Gehalt an ROS nach Inkubation der
hMSC mit Nanopartikeln bestimmt werden.

Interessanterweise ergab sich fir die Gruppe der osteoporotischen Spenderzellen eine
gegenuber der Gruppe der knochengesunden Spenderzellen signifikant erhdhte
Expression von NQO1-mRNA. Dies steht im klaren Widerspruch zu der in der Literatur
beschriebenen Rolle von NQO1 sowie der Ubrigen, Nrf2-abhangigen Effektorproteine im
osteoporotischen Knochen. Beispielsweise konnten Hyeon et al. (2013) im Mausmodell
bei Nrf2-defizienten Tieren eine vermehrte Differenzierung von Osteoklasten aus
osteoklastaren Vorlauferzellen nachweisen. Im Einklang mit diesen Ergebnissen wurden
in der jungeren Vergangenheit weitere Studien verdffentlicht, welche sich mit oxidativem
Stress als fir die Pathogenese der Osteoporose mitverantwortlichem Faktor

beschaftigten. Altindag et al. (2008) beispielsweise beschrieben eine signifikante,
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negative Korrelation des aus den Blutproben osteoporotischer Studienteilnehmer
bestimmten oxidative stress index (OSI) und der BMD der jeweiligen Individuen. Das
zunehmende Interesse an der Rolle von oxidativem Stress in der Entstehung der
Osteoporose beinhaltet auch die Untersuchung méglicher, neuartiger Therapieoptionen.
Li et al. (2018b) konnten im Tiermodell osteoporotischer Ratten einen protektiven Effekt
fur das aus der Gruppe der Carotinoide stammende, antioxidativ wirkende Molekil
Lutein nachweisen. In den mit Lutein behandelten Tieren fanden sich in aus den Femora
gewonnenen Knochenproben sowohl eine Verringerung der ROS als auch eine durch
Nrf2 induzierte, vermehrte Expression von NQO1.

Vor diesem Hintergrund erscheint eine vermehrte Expression von NQO1-mRNA in der
Gruppe der osteoporotischen Spenderzellen daher zu diesem Zeitpunkt nicht auf
plausible Art und Weise mit den bisher zu diesem Thema veroffentlichten Studien
vereinbar. Gegebenenfalls spielen hier auch die artifiziellen Bedingungen der Zellkultur
eine Rolle, in welcher die Spenderzellen nicht dem Einfluss der in vivo im Patienten

herrschenden systemischen osteoporotischen Stoffwechsellage unterlagen.

4.3.4 Einfluss der verwendeten Nanopartikel auf die Expression von RIPK3

Bei RIPKS, teils auch receptor interacting proteine 3 (RIP3) genannt, handelt es sich um
eine erstmals von Stanger et al. (1995) beschriebene Serin/Threonin-Kinase, welche
eine SchlUsselrolle in der Aktivierung der Nekroptose einnimmt. Diese beschreibt eine
regulierte Form des nekrotischen, caspaseunabhdngigen Zelltodes, der einen
alternativen Mechanismus zum, zu diesem Zeitpunkt weitaus besser erforschten und
verstandenen Weg des apoptotischen Zelltodes darstellt (Degterev et al., 2005). Die
Initiierung der zugehdrigen Signalkaskade ist dabei Uber unterschiedliche extrinsische
Stimuli beispielsweise die Aktivierung von TNFR (Micheau und Tschopp, 2003), toll-like
receptors (TLR) (He et al., 2011) oder Fas (Holler et al., 2000) sowie Uber eine durch
ROS stimulierte intrinsische Aktivierung (Zhang et al., 2017) mdglich, wobei die
Aktivierung Uber TNFR zu diesem Zeitpunkt als in der Literatur am besten charakterisiert
erscheint.

Im Rahmen der durch TNF induzierten Nekroptose bilden dabei die Receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 1 (RIPK1) und Receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 3 (RIPK3) einen auch als Nekrosom bezeichneten
Proteinkomplex, welcher Uber ein homotypisches, C-terminales Interaktionsmotiv an
RIPK1 und RIPKS stabilisiert wird (Sun et al., 2002). Auf diesem Wege kommt es zu
einer Phosphorylierung von RIPK3, welches in einem nachgeschalteten Schritt die

Phosphorylierung des mixed lineage kinase domain-like protein (MLKL) katalysiert, was
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eine Oligomerisation von MLKL zur Folge hat (Cai et al., 2014). Die entstandenen
MLKL-Oligiomere translozieren in die Zellmembran und fihren hier Gber die Bildung von
Poren sowie die Induktion eines Influx von Natrium- und Calciumionen letztendlich zu
einem Untergang der Zelle (Chen et al., 2014; Wang et al., 2014).

Die auf diesem Wege vermittelte Form des Zellunterganges konnte durch Tait et al.
(2013) auch in mitochondriendepletierten humanen Samenblaschenepithelzellen
nachgewiesen werden. Durch die Aktivierung der RIPK3-induzierten Nekroptose besteht
somit ein vom mitochondrialen Weg der Apoptose ganzlich unabhangiger, paralleler
Mechanismus, welcher zu einem auf zellularer Ebene regulierten Zelltod flhrt.

In Versuchen mit murinen Kardiomyozyten konnten Luedde et al. (2014) nach mittels
eines adenoviralen Vektors induzierter Uberexpression von RIPK3 im MTT-Assay sowie
nach Farbung mit Propidiumiodid eine veringerte Zellviabilitat fir die auf diesem Wege
behandelten Zellen nachweisen. Eine Uberexpression von RIPK3 war somit in der
genannten Arbeit fur die Induktion der Nekroptose ausreichend.

Fischer et al. (2003) untersuchten verschiedene polykationische Polymere, unter diesen
auch unkonjugierte PEI-basierte Nanopartikel in vitro hinsichtlich ihrer cytotoxischen
Effekte auf murine Fibroblasten. Dabei ergab sich eine mittels LDH-Asssay detektierte
Schadigung der Zellmembranen, welche in ihrem Ausmal von der Inkubationsdauer
sowie der verwendeten Nanopartikelkonzentration abhangig war. Ebenfalls zeigte sich
im MTT-Assay eine von der Inkubationsdauer und der verwendeten Konzentration
abhangige Verringerung der Zellviabilitat. Interessanterweise lieRen sich nach Farbung
mittels 4',6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) bei lichtmikroskopischer Untersuchung der
Zellen keine fur einen apoptotischen Zelltod typischen morphologischen Veranderungen
der Zellkerne nachweisen. Ebenso lielen sich die cytotoxischen Effekte der
Nanopartikel nicht durch die zusatzliche Behandlung der Zellen mit dem
Pancaspaseinhibitor zZVAD.fmk nivellieren. Diese Ergebnisse legen einen nekrotischen
Zelluntergang nahe, wobei eine mogliche Aktivierung der nekroptotischen Sighalwege
in der genannten Arbeit nicht ndhergehend untersucht wurde. Vor dem Hintergrund
dieser Ergebnisse sowie der Tatsache, dass sich auch in der vorliegenden Arbeit
lichtmikroskopisch keine apoptosetypischen Veranderungen der Zellmorphologie
nachweisen lieRen, erschien die Untersuchung der Expression von RIPK3 mittels
Real-Time PCR sinnvoll, um auf diesem Wege gegebenenfalls Hinweise auf eine
Aktivierung nekroptotischer Signalwege zu erhalten. In der Literatur sind fur
unterschiedliche Gewebetypen darunter beispielsweise Lebergewebe (Csak et al.,
2011), Pankreasgewebe (He et al.,, 2009) und retinale Photorezeptorzellen
(Viringipurampeer et al., 2014) eine erhohte Expression von RIPK3 bei Aktivierung der

Nekroptose beschrieben.
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Wie bereits in Abschnitt 3.5.4 beschrieben, ergaben sich hinsichtlich der Expression von
RIPK3 keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Dieses
Ergebnis legt nahe, dass es durch die verwendeten Nanopartikel nicht zu einer
Aktivierung nekroptotischer Signalwege durch die Uberexpression von RIPK3 kommit.
Jedoch ist einschrankend zu erwahnen, dass nicht jedem nekroptotischen Zelluntergang
auch eine Uberexpression von RIPK3 vorauszugehen scheint. Insbesondere vor dem
Hintergrund der mittels LDH-Assay detektierten Schadigung der Zellmembranen sowie
den fehlenden apoptosetypischen Veranderungen der Zellmorphologie sind hier auch
andere, von einer Uberexpression von RIPK3 unabhangige Wege der Aktivierung
nekroptotischer Signalwege denkbar. Insofern kénnten in weiterfihrenden
experimentellen  Untersuchungen Dbeispielsweise mittels western blot die
unterschiedlichen Phosphorylierungszustande von RIPK3 und MLKL genauer
untersucht werden (McQuade et al., 2013), um auf diesem Wege gegebenenfalls weitere
Hinweise hinsichtlich eines potentiellen nekroptotischen Zellunterganges, nach

Inkubation mit den hier verwendeten Nanopartikeln zu erhalten.
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4 4 Einfluss von BDNF

Wie bereits in Abschnitt 3 beschrieben, ergaben sich lediglich hinsichtlich der Expression
von CHOP signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe der nicht mit BDNF
behandelten und der Gruppe der mit 40 ng/mL BDNF inkubierten Spenderzellen, wobei
eine Inkubation mit BDNF mit einer gesteigerten Expression von CHOP verbunden war.
Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen,
welche fur die Inkubation unterschiedlicher Zelltypen mit BDNF eine Reduktion der
Expression von CHOP nachweisen konnten. Dabei erscheint eine genauere Einordnung
dieser Ergebnisse aufgrund der in diesem Punkt bisher fehlenden, mit hMSC
durchgefuhrten Untersuchungen schwierig (siehe Abschnitt 4.3.2).

Im Ubrigen lieRen sich fiir die Inkubation mit BDNF in der vorliegenden Arbeit keine
signifikanten Effekte ermitteln. Insbesondere die zytotoxische Wirkung der verwendeten
Nanopartikel lie3 sich durch die Zugabe von BDNF nicht beeinflussen.

Kilian et al. (2014) konnten BDNF sowie seinen Rezeptor TrkB bereits in humanen
Knochenproben, welche sich in unterschiedlichen Stadien der Frakturheilung befanden,
nachweisen, wobei in spateren Phasen der Frakturheilung auch die untersuchten
Osteoblasten und nicht nur Zellen des umgebenden Granulationsgewebes positiv auf
BDNF und TrkB getestet wurden. Diese Tatsache legt eine Beeinflussung der
Frakturheilung und damit letztendlich auch der Osteogenese durch BDNF nahe.

FUr die Herabregulation der Expression von BDNF durch BDNF-antisense RNA
(BDNF-AS) in aus dem Knochenmark ostoporotischer Mause gewonnener MSC konnten
Feng et al. (2018) eine Verringerung der osteogenen Differenzierung und eine Inhibition
der mit der Differenzierung verbundenen Signalwege nachweisen. In einer von Liu et al.
(2018) durchgefuhrten Untersuchung zeigten im Rahmen von Dysgnathieoperationen
gewonnene humane MSC nach Inkubation mit 100 ng/mL BDNF ebenfalls eine
verstarkte, mittels ALP-Assay ermittelte osteogene Differenzierung. Interessanterweise
hatte die Zugabe von BDNF jedoch keinen Einfluss auf die Proliferationsrate der
kultivierten Zellen.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass BDNF eventuell eher eine Rolle fir die osteogene
Differenzierung von MSC als fur deren Proliferation, respektive das Zelliberleben zu
spielen scheint. Damit lieke sich auch das Ausbleiben positiver Effekte auf die
zytotoxische Wirkung der verwendeten Nanopartikel erklaren.

Von Interesse fur zuklnftige Untersuchungen kdnnten daher in diesem Zusammenhang
Versuche zur osteogenen Differenzierbarkeit der MSC unter dem Einfluss einer
Inkubation mit den verwendeten Nanopartikeln sein. Dabei liele sich auch ein etwaiger

Einfluss von BDNF auf deren osteogenes Potential genauer untersuchen.
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4.5 Beantwortung der Fragestellung und Ausblick

AbschlieRend soll hier auf die eingangs in Abschnitt 1.5 formulierten Fragestellungen
eingegangen und eine zusammenfassende Einordnung der vorliegenden Arbeit

vorgenommen werden.

1. Sind fur die zu untersuchenden Nanopartikel zytotoxische Effekte nachweisbar?
Lassen sich diese Effekte auf mikroskopischer Ebene oder durch die

Verwendung funktioneller Assays nachweisen?

Fir die verwendeten Nanopartikel liel3 sich in der lichtmikroskopischen
Lebendzellbeobachtung kein eindeutiger Nachweis einer Zellschadigung erbringen
(siehe Abschnitt 4.1.2). Demgegenulber zeigten sich in der Untersuchung mittels
LDH-Assay von der Inkubationszeit sowie der verwendeten Nanopartikelkonzentration
abhangige Anstiege der Zytotoxizitat, wobei letztere lediglich fiir die hdchste verwendete
Konzentration von PEI-PGLU-346 nachweisbar waren (siehe Abschnitt 4.1.3).

2. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Inkubationsdauer bzw. der
eingesetzten Nanopartikelkonzentration und dem Ausmall potentiell

zellschadigender Effekte?

Im Falle von PEI-PGLU-346 hatten sowohl die Inkubationszeit als auch die
Konzentration einen Einfluss auf das Ausmal} der mittels LDH-Assay nachweisbaren
Zytotoxizitat. Fur PEI-PGLU-346-MAL traf dies lediglich auf die Dauer der Inkubation zu,
wobei sich hier jedoch zu keinem der gewahlten Zeitpunkte eine im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikante Erhdhung der im Kulturmedium nachweisbaren LDH zeigte.

3. Lasst sich durch eine Modifikation der PEl-basierten Nanopartikel mit
Glutamatschale durch Maltosemolekile eine Reduktion etwaiger zytotoxischer

Effekte erreichen?

Die zusatzliche Modifikation der Nanopartikel mit Maltosemolekulen ergab hinsichtlich
der durch die Nanopartikel vermittelten zytotoxischen Wirkung einen klaren Vorteil
gegenuber der alleinigen Oberflachenmodifikation mit Glutamat. So zeigte sich nach
einer Inkubationszeit von 72 h im LDH-Assay eine signifikant erhéhte zytotoxische
Wirkung in der Gruppe der mit PEI-PGLU-346 gegenuber der mit PEI-PGLU-346-MAL

inkubierten Spenderzellen. Des Weiteren war flr keine der verwendeten
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Konzentrationen von PEI-PGLU-346-MAL eine gegenuber der Kontrollgruppe
signifikante Erhéhung der zytotoxischen Wirkung nachweisbar. Dagegen fihrte die
Inkubation mit 500 ug/mL PEI-PGLU-346 bereits nach 24 h zu einer gegenuber der
Kontrollgruppe signifikant erhdhten Zytotoxizitat. Nach 72 h zeigte sich diese sowohl
gegenuber der Kontrollgruppe als auch gegenuber allen anderen eingesetzten

Konzentrationen signifikant erhdht.

4. Ist durch die Zugabe des Neurotrophins BDNF in vitro eine Reduktion potentiell

zellschadigender Effekte auf die MSC erzielbar?

Durch die Zugabe von BDNF zu den mit Nanopartikeln inkubierten Spenderzellen liel3
sich in den dieser Arbeit zugrundeliegenden Untersuchungen kein positiver Effekt im

Sinne einer Reduktion zellschadigender Effekte nachweisen.

5. Wie unterscheiden sich die MSC knochengesunder und osteoporotischer

Spender hinsichtlich ihrer Reaktion auf die zu untersuchenden Nanopartikel?

Sowohl in der Gruppe der knochengesunden als auch in der Gruppe der
osteoporotischen Spenderzellen flhrte die Inkubation mit 500 ug/mL PEI-PGLU-346 zu
einem gegenuber der Kontrollgruppe signifikanten Anstieg der Zytotoxizitat, wobei dieser
in der Gruppe der knochengesunden Spenderzellen auch gegenitber den Ubrigen
eingesetzten Konzentrationen signifikant erhdht war. Insofern ergaben sich hier keine
Unterschiede in der Reaktion der Spenderzellen mit unterschiedlichen Knochenstatus
auf die eingesetzten Nanopartikel, da in beiden Fallen lediglich die Inkubation mit der
héchsten eingesetzten Konzentration von PEI-PGLU-346 eine signifikante Erhéhung der

Zytotoxizitat zur Folge hatte.
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Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit ein Vorteil der zusatzlichen
Modifikation der untersuchten Nanopartikel mit Maltosemolekilen gegeniber einer
alleinigen Modifikation mit Glutamatmolekilen hinsichtlich der zytotoxischen Wirkung
auf humane MSC knochengesunder sowie osteoporotischer Spender nachgewiesen
werden. Dabei ergab sich fur PEI-PGLU-346-MAL selbst in der hdchsten eingesetzten
Konzentration von 500 ug/mL keine mittels LDH-Assay nachweisbare Erhéhung der
Zytotoxizitat. Diese Beobachtung lasst sich am ehesten durch eine verbesserte
Abschirmung positiver Ladungsschwerpunkte und einer damit verbundenen, geringeren
Interaktion mit den Zellmembranen der Spenderzellen erklaren.

Auch konnte in den dieser Arbeit zugrundeliegenden Untersuchungen fir die
verwendeten Nanopartikel weder auf mRNA-Ebene noch auf Proteinebene eine
signifikant erhdhte Expression von IL-6 im Sinne einer proinflammatorischen Reaktion
nachgewiesen werden.

Unter diesen Gesichtspunkten erscheint eine weiterfihrende Testung von
PEI-PGLU-346-MAL in vivo beispielsweise im Rahmen eines Tiermodells denkbar. In
diesem Zusammenhang ware es auch moglich, erste Erkenntnisse Uber die
pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften des Nanopartikels zu
erhalten. In einem nachgeschalteten Schritt kdnnten, eine vorteilhafte Darstellung der
Nanopartikeleigenschaften vorausgesetzt, auch Kombinationen aus Nanopartikeln und
Wirkstoffen im Sinne eines DDS untersucht werden. Dabei wéare neben der Uberpriifung
potentiell adverser Effekte besonders eine Untersuchung der Deposition des
gekoppelten Wirkstoffs im Zielgewebe von Bedeutung.

Fir die vermehrte zytotoxische Wirkung von PEI-PGLU-346 lieR sich in der vorliegenden
Arbeit kein eindeutiger ursachlicher Faktor nachweisen. So erbrachten weder die
lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung noch die Untersuchung unterschiedlicher,
mit Inflammation sowie verschiedenen Aspekten des Zellstoffwechsels assoziierter
Marker Hinweise auf den zugrundeliegenden Mechanismus der Zellschadigung. Wie in
Abschnitt 4.1.3 dargestellt, spielte hier am ehesten eine direkte Interaktion der
Nanopartikel mit den biologischen Membranen der Zellen eine Rolle. In weiterfuhrenden
Untersuchungen kénnte daher gegebenenfalls eine Darstellung der Zellmembranen
nach Inkubation der Zellen mit Nanopartikeln beispielsweise mittels
Rasterkraftmikroskopie weitere Einblicke in die fur die Zellschadigung ursachlichen
Vorgange geben.

Insgesamt stellt eine mdgliche Nutzung PEI-basierter Nanopartikel als DDS, ahnlich der
im experimentellen Rahmen bereits etablieten Nutzung als nichtviralem
Transfektionsvektor, eine vielversprechende und potentiell vielseitig anwendbare

Moglichkeit dar, um bereits bestehende Therapien zu erganzen und zu verbessern sowie
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vollig neue, gezielte Therapieansatze zu ermdglichen. Aus diesem Grund erscheinen
weitere Investitionen in die Erforschung dieser vergleichsweise jungen
Arzneimittelgruppe ebenso wie die Erforschung der therapeutischen Nutzbarmachung

von Nanopartikeln im Allgemeinen sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Nanopartikel stellen in der medizinischen Nutzung eine vergleichsweise junge Gruppe
von Materialien dar, welche durch ihre strukturelle Vielfalt und den daraus resultierenden,
unterschiedlichen chemischen und physikalischen Eigenschaften sowohl das Potential
zur Verbesserung bereits bestehender Therapien als auch zur Entwicklung neuartiger
Therapieansatze bieten. Beispielsweise werden durch die Nutzung von Nanopartikeln
als DDS eine Stabilisierung zu transportierender Therapeutika, ein Transport Uber
biologische Barrieren hinweg sowie eine gezielte Freisetzung in unterschiedlichen
Zielgeweben moglich. Osteoporose stellt, als systemische Erkrankung des
Skelettapparates, in den alternden Gesellschaften der westlichen Welt eine
zunehmende gesundheitliche sowie volkswirtschaftliche Herausforderung dar. Um
dieser auf adaquate Weise begegnen zu kdénnen, erscheint die Verbesserung
bestehender und die Entwicklung neuartiger beispielsweise nanopartikelbasierter
Therapieansatze unumganglich. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei PEI-basierte
Nanopartikel mit und ohne zusatzliche Oberflachenmodifikation mit Maltosemolekiilen
hinsichtlich einer potentiellen zellschadigenden Wirkung auf humane, aus Bohrmehl
gewonnene mesenchymale Knochenstammzellen untersucht.

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuche wurden mit rdMSC je 5
knochengesunder und 5 osteoporotischer humaner Spender durchgefihrt. Diese
wurden aus im Rahmen operativer endoprothetischer Versorgungen anfallendem
Knochenbohrmehl isoliert. Die Zellen wurden fir 24 h bzw. 72 h mit unterschiedlichen
Konzentrationen der Nanopartikeln inkubiert und in regelmafigen zeitlichen Abstanden
lichtmikroskopisch untersucht. Die Aufnahme der verwendeten Nanopartikel wurde
mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie dargestellt. Anschlie@end wurden die
unterschiedlichen Nanopartikel mittels LDH-Assay hinsichtlich ihrer zytotoxischen
Wirkung evaluiert. Mittels eines ELISA fir IL-6 wurden potentielle proinflammatorische
Wirkungen der Nanopartikel untersucht. Zusatzlich wurden verschiedene Marker des
Zellstoffwechsels mittels Real-Time PCR gemessen. Um mdgliche positive Effekte des
Neurotrophins BDNF auf die inkubierten Zellen zu Uberprifen, wurden die
beschriebenen Versuche zusétzlich nach Zugabe von BDNF durchgefuhrt.

Durch die Modifikation der Nanopartikel mit Maltosemolekulen lief sich eine signifikante
Reduktion der Zytotoxizitat erzielen. Nach Inkubation mit den maltosemodifizierten
Nanopartikeln lie3 sich fiir keine der verwendeten Konzentrationen eine Erhéhung der
Zytotoxizitat gegenuber der Kontrollgruppe nachweisen. Die Nanopartikel bewirkten
keine signifikante proinflammatorische Reaktion der Spenderzellen. Die Gruppe der

knochengesunden und osteoporotischen Spenderzellen unterschieden sich hinsichtlich
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der durch die Nanopartikel vermittelten Zytotoxizitat nicht voneinander. Durch die
Zugabe von BDNF konnte kein positiver Effekt auf die inkubierten Spenderzellen erzielt
werden.

Die Modifikation der Nanopartikel mit Maltosemolekilen flihrte gegenlber der
unmodifizierten Form zu einer signifikanten Verringerung der Zytotoxizitat. Dies galt
sowohl fir die Inkubation der knochengesunden als auch der osteoporotischen
Spenderzellen. Die Inkubation mit keinem der Nanopartikel fuhrte zu einer signifikanten
proinfammatorischen Reaktion. Da Inflammation in der Entstehung und
Aufrechterhaltung der Osteoporose eine nicht unwesentliche Rolle einnimmt, ist dies
insbesondere bei potentieller Anwendung im osteoporotischen Knochen von Relevanz.
Insgesamt erscheint eine zukinftige Testung des maltosemodifizierten Nanopartikels in
vivo, beispielsweise im Tiermodell denkbar. Auf diesem Wege kénnten auch erste
Erkenntnisse  Uber dessen pharmakokinetische und pharmakodynamische
Eigenschaften gesammelt werden, um so einer méglichen therapeutischen Anwendung

naher zu kommen.
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6 Summary

In the context of medical use, nanoparticles constitute a relatively new group of materials.
Their structural diversity and the resulting differences in their chemical and physical
properties make them suitable for improving already existing therapeutics as well as
developing novel therapeutic approaches. For example, the use of nanoparticles as DDS
allows for the stabilization of conjugated therapeutics, transportation across biological
barriers and a targeted release in different tissues. Osteoporosis, as a systemic disease
of bone homeostasis poses an increasing challenge for healthcare systems in the aging
societies of the western world. To adequately confront this problem, nanoparticles may
represent a promising option to improve on already existing therapeutics, as well as to
open up new therapeutic approaches. In this study, two PEIl-based nanoparticles with
and without additional maltose moieties were tested for possible cell damaging effects
on human rdMSC.

For this study rdMSC of 5 healthy human donors and 5 human donors suffering from
osteoporosis were obtained by isolating them from reaming debris, collected during
endoprosthetic hip surgeries. The cells were incubated with different concentrations of
the nanoparticles for 24 h or 72 h. During incubation the cells were microscopically
assessed in regular intervals. The cellular uptake of the nanoparticles was examined via
confocal fluorescence microscopy. The cytotoxic effects of the nanoparticles were
examined by using an LDH-assay. Potential proinflammatory effects of the nanoparticles
were evaluated using an IL-6 ELISA kit. In addition, different markers of cell metabolism
were measured via Real-Time PCR. To investigate possible positive effects of the
neurotrophin BDNF, the experiments were conducted with and without the admission of
BDNF to the cultured cells.

The addition of maltose moieties to the nanoparticles resulted in a significant reduction
of cytotoxic effects. After incubation with the different concentrations of the maltose
modified nanoparticles no significant increase in cytotoxicity could be detected. Neither
of the nanoparticles caused a significant proinflammatory response in the rdMSC. In
regard to cytotoxicity, there appeared to be no significant difference between the rdMSC
obtained from healthy and osteoporotic donors. The addition of BDNF did not have a
positive effect on the incubated rdMSC.

The addition of maltose moieties to the tested nanoparticles resulted in a significant

reduction of cytotoxicity. This applied to the rdMSC of healthy, as well as to the rdMSC

98



of osteoporotic human donors. Neither of the nanoparticles caused a significant
proinflammatory response in the cells. This is particularly important for a potential use in
osteoporotic patients, as inflammation plays a pivotal role in the development and
maintenance of osteoporosis. Overall from the standpoint of this study, further testing of
the maltose modified nanoparticles in vivo, i. e. testing in animal models, seems to be
feasible. In this way it would be possible to obtain first insights into the pharmacokinetic
and pharmacodynamic properties of the nanoparticles and possibly move one step

closer to a therapeutic use.
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