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I. Teil I Kurzfassung 

I.1 Aufgabenstellung 

Zur effizienten Herstellung rekombinanter Proteine in Zellkulturen wurden im Rahmen des Projekts 
DNA-beladene Lipid-Nanopartikel (LNP) als neuartige Plattform für die transiente genetische 
Modifikation eukaryotischer Zelllinien entwickelt. Ziel war die Etablierung einer kosteneffizienten, 
flexiblen und skalierbaren Technologie zur rekombinanten Proteinproduktion. Hierfür wurden mehrere 
technologische Entwicklungsstränge parallel verfolgt. Ein zentraler Schwerpunkt lag auf der Entwicklung 
einer mikrofluidischen Produktionsplattform zur kontrollierten Herstellung von LNP, bestehend aus 
einem mikrofluidischen Betriebsgerät sowie den dazugehörigen Mikrofluidikchips. Ergänzend wurden 
spezielle Reagenzien und geeignete Lipidformulierungen für die LNP-Herstellung in diesem System 
entwickelt. Durch systematische experimentelle Untersuchungen wurden die optimalen 
Betriebsparameter für die Herstellung der LNP ermittelt. Hierzu zählten insbesondere die 
Zusammensetzung der Lipidformulierungen, die Auswahl geeigneter Plasmid-DNA (pDNA) zur 
Beladung der Partikel sowie prozessrelevante Parameter der mikrofluidischen Herstellung. Parallel 
dazu wurden geeignete Bedingungen für die transiente Transfektion verschiedener eukaryotischer 
Zelllinien entwickelt und optimiert, um eine effiziente Aufnahme der LNP, eine erfolgreiche intrazelluläre 
Freisetzung der DNA-Fracht sowie eine möglichst hohe Expression rekombinanter Zielproteine zu 
gewährleisten. Das Gesamtziel des Projekts bestand in der Entwicklung eines integrierten, 
mikrofluidikbasierten LNP-Produktions- und Transfektionssystems, dass eine schnelle, reproduzierbare 
und perspektivisch bis in den Bioreaktormaßstab skalierbare Herstellung rekombinanter Proteine 
ermöglicht. 

I.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand zu Beginn des Vorhabens 

LNP stellen den aktuellen Stand der Technik für den Transport therapeutischer Nukleinsäuren in 
eukaryotische Zellen dar und haben insbesondere im Kontext RNA-basierter Impfstoffe ihre 
technologische Relevanz eindrucksvoll unter Beweis gestellt [12]. Neben RNA können LNP 
grundsätzlich auch mit DNA beladen werden [11], wodurch sich insbesondere für Anwendungen in der 
transienten Proteinexpression deutliche Kostenvorteile ergeben. Gleichzeitig ist die Nutzung von pDNA 
technologisch einfacher zugänglich als RNA-basierte Ansätze. Die kontinuierliche Herstellung von LNP 
mittels mikrofluidischer Systeme wird aktuell intensiv erforscht [16, 22], da mikrofluidische Prozesse 
eine kontrollierte, reproduzierbare und automatisierbare Partikelherstellung ermöglichen. Dennoch 
bestanden zu Beginn des Vorhabens wesentliche technologische Defizite. So war der Einfluss 
fluiddynamischer Prozesse auf die Partikelbildung und Größenverteilung der LNP bislang nur 
unzureichend verstanden. Darüber hinaus fehlten flexible und skalierbare Plattformlösungen für die 
Herstellung DNA-beladener LNP zur transienten Transfektion eukaryotischer Zelllinien im 
produktionsrelevanten Maßstab. Etablierte Verfahren zur Herstellung rekombinanter Proteine in 
eukaryotischen Expressionssystemen weisen ebenfalls deutliche Einschränkungen auf. Die 
baculovirusbasierte Expression in Insektenzellen stellt zwar eine etablierte Plattform zur Herstellung 
komplexer rekombinanter Proteine dar [1, 3, 6, 8, 9, 18], ist jedoch mit langen Entwicklungszeiten von 
typischerweise zwei bis drei Monaten verbunden. Die transiente Transfektion bietet demgegenüber eine 
deutlich schnellere Alternative [4, 13, 15, 21, 26], ist jedoch durch hohe Kosten kommerzieller 
Transfektionsreagenzien, eingeschränkte Skalierbarkeit und teilweise zytotoxische Effekte – 
beispielsweise beim Einsatz von Polyethylenimine (PEI) – limitiert [23]. Alternative Verfahren wie 
Elektroporation sind ebenfalls kostenintensiv, belasten die Zielzellen erheblich und eignen sich nur für 
kleine Maßstäbe. Daraus ergab sich ein klarer technologischer und wirtschaftlicher Bedarf an einer 
kostengünstigen, flexiblen und skalierbaren Methode zur transienten Transfektion eukaryotischer 
Zelllinien für die rekombinante Proteinproduktion. 

Vor diesem Hintergrund verfolgte das Vorhaben „NanoTransfekt“ das Ziel, eine mikrofluidikbasierte 
Plattform zur Herstellung DNA-beladener LNP sowie deren Einsatz für die transiente Transfektion 
eukaryotischer Zelllinien zur rekombinanten Proteinproduktion zu entwickeln und zu validieren. Zu 
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Beginn des Vorhabens wurden geeignete Zielzelllinien, Zielproteine und Expressionssysteme definiert. 
Parallel dazu erfolgte die Entwicklung und Optimierung geeigneter Lipidformulierungen für die LNP-
Herstellung. Hierzu wurden insbesondere neuartige ionisierbare Lipide entwickelt, synthetisiert und 
hinsichtlich ihrer Eignung für die LNP-basierte Transfektion untersucht. Ergänzend wurden 
verschiedene Genkonstrukte entwickelt, darunter unterschiedliche Apolipoprotein E (ApoE) -Varianten, 
die in verschiedenen Expressionssystemen hergestellt und charakterisiert wurden, um deren Einfluss 
auf die Transfektionseffizienz zu evaluieren. Parallel hierzu erfolgte die Entwicklung einer 
mikrofluidischen Plattform zur reproduzierbaren Herstellung von LNP. Dies umfasste die Entwicklung 
geeigneter Mikromischergeometrien, die Optimierung relevanter Prozessparameter sowie den Aufbau 
eines mikrofluidischen Systems zur kontrollierten Partikelherstellung. 

Im weiteren Projektverlauf wurden Transfektionsprotokolle für verschiedene eukaryotische Zelllinien 
etabliert und systematisch optimiert. Untersucht wurden unter anderem der Einfluss der 
Lipidzusammensetzung, der eingesetzten pDNA, zusätzlicher Komponenten wie ApoE sowie 
prozessrelevanter Zellkulturparameter. Im kleinen Maßstab konnten hierbei hohe 
Transfektionseffizienzen von bis zu 90 % erzielt werden. Auf Grundlage dieser Ergebnisse erfolgte die 
schrittweise Skalierung der entwickelten Methodik. Nach erfolgreicher Etablierung im 
Schüttelkolbenmaßstab bis etwa 400 mL Zellkulturvolumen wurde die Übertragbarkeit in den 
Bioreaktormaßstab untersucht. Die grundsätzliche Machbarkeit der transienten LNP-basierten 
Transfektion im 1 L Bioreaktor konnte erfolgreich gezeigt werden. Als zentraler Meilenstein wurde 
schließlich die Herstellung, Aufreinigung und funktionelle Charakterisierung eines rekombinanten 
Zielproteins im Bioreaktor erfolgreich demonstriert. Damit konnte die prinzipielle Eignung der 
entwickelten Technologie für Anwendungen im produktionsnahen Maßstab nachgewiesen werden. 

Im Verlauf der Projektdurchführung traten die für die Entwicklung neuartiger biotechnologischer 
Verfahren typischen Herausforderungen auf. Hierzu zählten insbesondere die iterative Optimierung der 
LNP-Herstellung, die Sicherstellung reproduzierbarer Transfektionsbedingungen, die Identifikation 
geeigneter Lipidformulierungen sowie Skalierungseffekte beim Transfer in größere Prozessmaßstäbe. 
Eine wesentliche Einschränkung ergab sich durch Verzögerungen bei der Bereitstellung des 
vollständigen mikrofluidischen Systems durch den Projektpartner MFCS. Dadurch konnte die 
ursprünglich vorgesehene Skalierung in größere Bioreaktormaßstäbe (10–40 L) innerhalb der 
Projektlaufzeit nicht experimentell umgesetzt werden. Stattdessen erfolgte die Validierung des 
Produktionsprozesses im 1 L Bioreaktormaßstab. Einzelne Versuchsreihen mussten im Rahmen des 
iterativen Entwicklungsprozesses aufgrund methodischer Optimierungen wiederholt oder angepasst 
werden. Eine grundlegende inhaltliche Umplanung des Vorhabens war jedoch nicht erforderlich. 

Insgesamt konnten die wesentlichen Projektziele erfolgreich erreicht und die technologische 
Machbarkeit einer mikrofluidikbasierten, LNP-vermittelten transienten Proteinproduktion in 
eukaryotischen Zelllinien nachgewiesen werden. 

I.3 Wesentliche Ergebnisse im Überblick  

Im Rahmen des Vorhabens konnten wesentliche technologische Grundlagen für eine LNP-basierte 
transiente Transfektionsplattform zur rekombinanten Proteinproduktion erfolgreich etabliert werden. Ein 
zentrales Ergebnis war die Entwicklung und Optimierung geeigneter Lipidformulierungen für die 
Herstellung DNA-beladener LNP. Hierzu wurden in Zusammenarbeit mit dem Unterauftragnehmer 
CHESS neuartige ionisierbare kationische Lipide synthetisiert und hinsichtlich ihrer Eignung für die LNP-
basierte Transfektion untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die gezielte Variation der 
Lipidstrukturen einen erheblichen Einfluss auf die zelluläre Aufnahme, die Freisetzung der DNA-Fracht 
sowie die Transfektionseffizienz besitzt. Auf dieser Basis wurde eine optimierte Lipidmischung 
identifiziert. Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der systematischen Untersuchung des Einflusses von 
ApoE auf die Transfektionseffizienz. Hierzu wurden verschiedene ApoE-Isoformen in unterschiedlichen 
Expressionssystemen (E. coli, Pichia pastoris, HEK293T- und Drosophila melanogaster S2-Zellen) 
rekombinant hergestellt und charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass insbesondere das 
Expressionssystem Drosophila melanogaster S2 hohe Ausbeuten an rekombinantem ApoE mit hoher 
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Reinheit ermöglichte. Die Untersuchungen belegten, dass die gezielte Zugabe ausgewählter ApoE-
Varianten die Transfektionseffizienz insbesondere bei HEK293T-Zellen signifikant steigern kann. Mit 
einer der ApoE-Varianten konnten die Transfektionseffizienzen von bis zu 15 % auf über 60 % gesteigert 
werden. Darüber hinaus wurde die vom Projektpartner SIZ entwickelte transiente LNP-
Transfektionsmethodik erfolgreich zum Projektpartner IVS übertragen und dort für verschiedene 
eukaryotische Zelllinien etabliert. Im kleinen Maßstab konnten reproduzierbar hohe 
Transfektionseffizienzen von bis zu 90 % bei S2-Zellen und bis zu 60 % bei HEK293T-Zellen erzielt 
werden. Zudem wurde die grundsätzliche Übertragbarkeit des Verfahrens auf größere 
Zellkulturvolumina im Schüttelkulturmaßstab erfolgreich nachgewiesen. Ein weiteres wesentliches 
Ergebnis war die Entwicklung eines mikrofluidischen Systems zur kontrollierten und reproduzierbaren 
Herstellung von LNP. In Zusammenarbeit mit MFCS und TUHH-IMS wurden geeignete 
Mikromischer(Chip-)geometrien und Prozessparameter für die LNP-Herstellung entwickelt. Es konnte 
gezeigt werden, dass die mikrofluidische Herstellung von LNP grundsätzlich vergleichbare Ergebnisse 
zur für kleine Transfektionsansätze etablierten Hand-Mix-Methode liefert und perspektivisch die 
Grundlage für eine standardisierte und skalierbare Partikelproduktion darstellt. 

Ein zentraler Meilenstein des Vorhabens war die erfolgreiche Übertragung der transienten LNP-
basierten Transfektionsmethodik in den Bioreaktormaßstab. Im 1 L Single-Use-Bioreaktor konnte 
erstmals ein rekombinantes Zielprotein mittels transienter LNP-Transfektion von Drosophila 

melanogaster S2-Zellen (kurz: S2- Zellen) erfolgreich hergestellt, aufgereinigt und funktionell 
charakterisiert werden. Im Vergleich zu einer etablierten stabilen S2-Zelllinie zeigte das neu entwickelte 
Verfahren eine mehr als doppelt so hohe spezifische Proteinausbeute. Zudem konnte die diagnostische 
Gleichwertigkeit des hergestellten rekombinanten Proteins gegenüber der etablierten Referenz im IgG-
ELISA nachgewiesen werden. Die ursprünglich geplante Skalierung in größere Bioreaktormaßstäbe 
(10–40 L) konnte aufgrund Verzögerungen bei der Bereitstellung des vollständigen mikrofluidischen 
Systems nicht innerhalb der Projektlaufzeit umgesetzt werden. Die grundsätzliche Skalierbarkeit des 
mikrofluidischen Herstellungsverfahrens konnte jedoch durch die erfolgreiche Anpassung der 
Mikromischergeometrien gezeigt werden. 

Eine Zusammenarbeit mit weiteren externen Forschungseinrichtungen außerhalb der am 
Verbundprojekt beteiligten Partner erfolgte projektbezogen nicht. Unterstützende externe Leistungen 
wurden wie geplant im Rahmen von Unteraufträgen (Synthese neuartiger Lipide durch CHESS) in 
Anspruch genommen. 

II. Teil II Eingehende Darstellung 

II.1 Motivation und Aufgabenstellung 

Die Herstellung komplexer rekombinanter Proteine besitzt eine herausragende Bedeutung für die 
Pharma-, Biotechnologie- und Medizintechnikbranche. Insbesondere therapeutische Proteine, wie 
monoklonale Antikörper zur Behandlung von Tumor- oder neurodegenerativen Erkrankungen, sind 
essenzielle Bestandteile moderner Arzneimittel. Ebenso spielen rekombinante Proteine in der In-vitro-
Diagnostik eine zentrale Rolle, beispielsweise als diagnostische Antigene oder Antikörper für die 
serologische Diagnostik systemischer Erkrankungen, zur Differenzierung von oder zum direkten 
beziehungsweise indirekten Nachweis von Infektionserregern. Auch für Schnelltestsysteme, wie 
Lateral-Flow-Tests, oder für die Bestimmung von Antikörpertitern zur Überprüfung des Impferfolgs sind 
hochwertige rekombinante Proteine unverzichtbar. Für die schnelle und wirtschaftliche Entwicklung 
solcher diagnostischen und therapeutischen Produkte ist die flexible und effiziente Herstellung 
geeigneter Zielproteine von entscheidender Bedeutung. Während sich einfache Proteine in vielen Fällen 
kostengünstig in mikrobiellen Expressionssystemen wie Escherichia coli (E. coli) oder Hefe herstellen 
lassen, stoßen diese Systeme bei komplexeren Proteinen häufig an ihre Grenzen, insbesondere wenn 
posttranslationale Modifikationen oder eine korrekte Proteinfaltung erforderlich sind. In solchen Fällen 
müssen eukaryotische Expressionssysteme, beispielsweise CHO-, HEK293- oder Insektenzelllinien, 
eingesetzt werden. Die genetische Modifikation eukaryotischer Zellen ist im Vergleich zu mikrobiellen 
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Systemen jedoch deutlich komplexer, zeitaufwendiger und kostenintensiver. Die aktuell schnellste 
Methode zur kurzfristigen Proteinexpression in eukaryotischen Zellen ist die transiente Transfektion, bei 
der Plasmid-DNA (pDNA) oder RNA mithilfe geeigneter Transfektionsreagenzien in die Zellen 
eingebracht wird, ohne dass eine stabile Integration in das Wirtszellgenom erfolgt. Dieses Verfahren 
ermöglicht zwar eine schnelle Evaluierung und Herstellung rekombinanter Proteine, weist jedoch 
wesentliche Einschränkungen auf. Hierzu zählen häufig limitierte Transfektionseffizienzen, hohe Kosten 
kommerzieller Reagenzien sowie eine eingeschränkte Skalierbarkeit, die in der Regel auf kleine 
Zellkulturvolumina von wenigen hundert Millilitern begrenzt ist. Für größere Produktionsprozesse 
werden daher üblicherweise stabile Zelllinien etabliert, bei denen das Zielgen dauerhaft in das Genom 
integriert wird. Diese Strategie erlaubt eine langfristig konstante Proteinproduktion, ist jedoch mit 
erheblichem Aufwand verbunden. Neben der eigentlichen Transfektion müssen geeignete Zellklone 
selektiert, charakterisiert und stabilisiert werden. Dieser Prozess dauert typischerweise mehrere 
Wochen, erfordert spezialisierte Expertise und verursacht erhebliche Entwicklungs- und 
Personalkosten. Gerade für Unternehmen mit hohem Entwicklungsbedarf an neuen rekombinanten 
Zielproteinen stellt dies einen erheblichen Engpass dar. Die Institut Virion\Serion GmbH (IVS) entwickelt 
und produziert sowohl IVD-zertifizierte Diagnostiksysteme als auch diagnostisch relevante 
Rohmaterialien wie rekombinante Antigene und Antikörper für die internationale Diagnostikindustrie. Die 
Entwicklung neuer rekombinanter Antigene erfordert häufig die parallele Untersuchung verschiedener 
Proteinvarianten, beispielsweise mit unterschiedlichen Isoformen, Affinitäts-Tags oder 
Sequenzmodifikationen. Hierfür müssen entsprechende Gensequenzen synthetisiert, in geeignete 
Expressionsvektoren kloniert und in eukaryotischen Zelllinien getestet werden. Die derzeit etablierten 
Verfahren sind hierfür kostenintensiv, zeitaufwendig und in ihrer Flexibilität limitiert. Vor diesem 
Hintergrund bestand ein erheblicher Bedarf an einer neuen Technologie, die eine schnelle, flexible und 
wirtschaftliche Herstellung rekombinanter Proteine in eukaryotischen Zelllinien ermöglicht und 
gleichzeitig auf größere Produktionsmaßstäbe übertragbar ist. Im Rahmen des Verbundprojekts sollte 
daher eine neuartige Lipid-Nanopartikel (LNP) -basierte transiente Transfektionsplattform entwickelt 
werden. Ziel war die Etablierung einer kosteneffizienten, flexiblen und skalierbaren Methode zur 
transienten genetischen Modifikation eukaryotischer Suspensionszellen für die rekombinante 
Proteinproduktion. 

Die entwickelte Technologie sollte perspektivisch drei skalierbare Entwicklungsstufen umfassen: 

• Transfektion und Screening geeigneter Antigenkandidaten im kleinen Maßstab (30 mL bis 400 
mL Schüttelkultur in Erlenmeyerkolben) 

• Transfektion und Produktion ausgewählter Zielproteine im mittleren Maßstab (bis 1 L 
Bioreaktorvolumen) 

• Transfektion und Produktion im großtechnischen Maßstab (10 L bis 40 L Bioreaktorvolumen) 

Ziel war eine schnelle, flexible und möglichst lineare Skalierung des Prozesses – von der frühen 
Kandidatenevaluierung bis zur produktionsnahen Herstellung. Ein wesentlicher technologischer Ansatz 
bestand dabei in der Nutzung von LNP als nicht-virales Transfektionssystem. Die LNP-basierte 
Methodik sollte gegenüber etablierten kommerziellen Transfektionsreagenzien deutliche Kostenvorteile 
bieten und gleichzeitig eine Übertragbarkeit in größere Produktionsmaßstäbe ermöglichen. Für 
bestimmte Zielproteine sollte die entwickelte Technologie perspektivisch sogar eine Alternative zur 
aufwendigen Etablierung stabiler Zelllinien darstellen. 

Für IVS ergibt sich daraus ein erhebliches strategisches Potenzial. Ziel ist es, mithilfe des im Projekt 
entwickelten proprietären Know-hows neue rekombinante Proteine schneller, flexibler und 
kostengünstiger als bisher entwickeln und produzieren zu können. Dies soll das durchschnittliche 
Umsatzwachstum der Marke SERION Immunologics nachhaltig steigern und gleichzeitig die Grundlage 
für eine schnellere Entwicklung und Herstellung diagnostisch relevanter rekombinanter Proteine 
schaffen. 

Zur Umsetzung des Projekts wurden zwei komplementäre Entwicklungsstränge verfolgt. Ein 
Projektstrang fokussierte auf die Entwicklung eines mikrofluidischen Systems zur kontrollierten 
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Herstellung von LNP. Dieses umfasste die Entwicklung eines mikrofluidischen Betriebsgeräts mit 
Pumpen- und Steuerungseinheit sowie geeigneter Mikromischer und Verbrauchschips (MFCS, TUHH-
IMS). Der zweite Projektstrang konzentrierte sich auf die Entwicklung, Synthese und biologische 
Validierung geeigneter LNP-Formulierungen sowie auf die Etablierung der transienten 
Transfektionsmethodik für die rekombinante Proteinproduktion (SIZ, IVS). 

II.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand zu Beginn des Vorhabens 

LNP stellen den aktuellen Stand der Technik für den effizienten Transport therapeutischer 
Nukleinsäuren in menschliche Zellen dar. Insbesondere RNA-haltige LNP sind ein wesentlicher 
Bestandteil einer Schlüsseltechnologie, die es ermöglichte, innerhalb kürzester Zeit einen wirksamen 
Impfstoff gegen SARS-CoV-2 zu entwickeln, zuzulassen und in großem Maßstab kostengünstig 
bereitzustellen [12]. Neben ihrem Einsatz in der Impfstoffentwicklung finden RNA-haltige LNP auch 
Anwendung bei der Behandlung verschiedener Erkrankungen, beispielsweise im Bereich der 
Onkologie. LNP können jedoch ebenso mit DNA beladen werden [11], was im Vergleich zur Nutzung 
von RNA insbesondere für Anwendungen der transienten Proteinexpression erhebliche Kostenvorteile 
bietet und technologisch leichter zugänglich ist. Die kontinuierliche Herstellung beladener Lipid-
Nanopartikel wird derzeit von verschiedenen Forschungsgruppen intensiv untersucht [16, 22]. Der 
Einfluss fluiddynamischer Prozesse auf die Partikelgrößenverteilung der entstehenden LNP ist bislang 
jedoch nicht vollständig phänomenologisch beschrieben. Eine etablierte Plattform zur Herstellung 
verschiedenster rekombinanter Produkte wie Antikörper [9], Enzyme [2], Hormone [24] oder 
virusähnlicher Partikel [5, 6] basiert auf Insektenzelllinien, die mit rekombinanten Insektenviren infiziert 
werden. Hierfür müssen zunächst modifizierte Baculoviren erzeugt werden, bevor die eigentliche 
Produktion im Bioreaktor erfolgen kann. Ein solcher Produktionsprozess nimmt in der Regel etwa zwei 
bis drei Monate in Anspruch [8]. Als alternative Strategie kann die Proteinproduktion in Insektenzellen 
auch über transiente Transfektion erfolgen [4, 13, 15, 21, 26]. Die hierfür eingesetzten kommerziellen 
Transfektionsreagenzien stellen jedoch insbesondere im Produktionsmaßstab einen erheblichen 
Kostenfaktor dar. Zusätzlich weisen etablierte Reagenzien wie Polyethylenimin (PEI) bei höheren 
Konzentrationen zytotoxische Eigenschaften auf [14], wodurch die maximal einsetzbare DNA-Menge 
limitiert wird. Daraus ergibt sich ein deutlicher Bedarf an neuen Transfektionsmethoden, die sowohl 
kostengünstiger als auch einfacher handhabbar sind und gleichzeitig hohe Produktionsausbeuten 
ermöglichen. Für die Transfektion primärer oder schwer transfizierbarer Zelllinien stehen kommerziell 
spezielle Systeme wie der Nucleofector der Firma Lonza (Visp, Schweiz) zur Verfügung. Diese Systeme 
basieren auf Elektroporation und ermöglichen das Einbringen genetischer Information in Zielzellen. Die 
Methode ist jedoch für die Zellen mit erheblicher Belastung verbunden und führt häufig zu einem 
teilweisen Zellverlust. Darüber hinaus sind diese Systeme auf bestimmte Zelltypen optimiert, 
kostenintensiv und nur für kleine Ansätze geeignet. Mit der zunehmenden Bedeutung RNA-haltiger 
LNP, insbesondere im Zuge der Entwicklung mRNA-basierter Impfstoffe wie der BioNTech- und 
Moderna-Impfstoffe, ist auch das Interesse an mikrofluidischen Herstellungsverfahren stark gestiegen. 
Solche miniaturisierten Systeme ermöglichen eine reproduzierbare, automatisierbare und zusatzfreie 
Synthese von LNP. Im Bereich RNA-haltiger LNP ist mit Precision NanoSystems bislang im 
Wesentlichen ein Anbieter kommerziell verfügbarer Systeme am Markt vertreten. Im Unterschied dazu 
fokussierte das im vorliegenden Projekt entwickelte System gezielt auf die Herstellung von LNP für 
Anwendungen in der transienten Proteinsynthese und erforderte hierfür flexiblere, einfach 
austauschbare Mikrofluidikelemente mit höherem Durchsatz. Die Aufnahme von LNP in Zielzellen ist 
stark zelltypspezifisch und wird sowohl durch die Zusammensetzung der Lipide in der äußeren 
Partikelmembran [10] als auch durch den exakten Partikeldurchmesser beeinflusst. Die Herstellung von 
LNP mit definierten Größen erfordert daher präzise kontrollierte Mischungsprozesse, die maßgeblich 
von der Geometrie des eingesetzten Mischers abhängen [22]. Nach der Aufnahme in die Zelle müssen 
die LNP sowie ihre transportierte Fracht – im vorliegenden Fall DNA – aus den Endosomen freigesetzt 
werden, um biologisch wirksam zu sein. Der genaue Mechanismus dieses sogenannten „endosomal 
escape“ ist bislang nicht vollständig verstanden [19]. Zudem ist die Effizienz dieses Prozesses 
zellabhängig. Eine zentrale Rolle spielt hierbei das eingesetzte ionisierbare aminhaltige Lipid, welches 
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die Nukleinsäuren komplexiert. Dieses Lipid liegt im sauren Milieu protoniert vor und trägt wesentlich 
zur Freisetzung der Nukleinsäuren aus den Endosomen bei [10]. 

In einem ersten Schritt wurde die Herstellung zelltransfizierender, Plasmid-DNA (pDNA)-haltiger Lipid-
Nanopartikel im Mikromischer optimiert. Hierzu wurden kleinskalige Transport- und Mischungsprozesse 
charakterisiert, um einen robusten und reproduzierbaren Herstellungsprozess für pDNA-beladene LNP 
im Größenbereich von 80–160 nm zu entwickeln. Bis zur Bereitstellung eines geeigneten Mikromischers 
durch den Projektpartner MFCS erfolgte die Herstellung der LNP zunächst mittels eines manuellen 
Hand-Mix-Verfahrens, bei dem die einzelnen Lipidkomponenten und die pDNA manuell miteinander 
vermischt wurden. In einem zweiten Schritt wurde der Einfluss unterschiedlicher Lipidkomponenten auf 
die Eigenschaften der LNP sowie auf die intrazelluläre Freisetzung der transportierten DNA-Fracht 
untersucht. Ein besonderer Schwerpunkt lag hierbei auf dem Einsatz neuartiger ionisierbarer 
kationischer Lipide, denen eine zentrale Bedeutung für die Freisetzung der pDNA innerhalb der Zelle 
und damit für die Effizienz der rekombinanten Proteinproduktion zukommt [25]. Im Rahmen des Projekts 
wurden gezielt neue Lipidkomponenten entwickelt, die die Grundlage für eine effiziente, kostengünstige 
und skalierbare Transfektionsmethodik schaffen sollten, ohne die Vitalität der Zielzellen negativ zu 
beeinflussen. Auf dieser Basis wurde zunächst ein LNP-basiertes Verfahren zur transienten 
Transfektion eukaryotischer Suspensionszelllinien etabliert. Als Zielzelllinien wurden HEK293T- und 
Drosophila melanogaster S2-Zellen (kurz: S2-Zellen) eingesetzt. Die ersten Transfektionsexperimente 
wurden im kleinen Maßstab bei einem Zellkulturvolumen von etwa 30 mL in Schüttelkolben 
durchgeführt. Zur Bewertung der Transfektionseffizienz wurde das grün-fluoreszierende 
Reporterprotein eGFP eingesetzt. Die Effizienz wurde über das Verhältnis fluoreszierender zu nicht-
fluoreszierenden Zellen nach erfolgreicher Transfektion und Expression des Zielproteins bestimmt. Die 
quantitative Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie. 

Im Zuge der Etablierung der transienten LNP-Transfektionsmethode wurde der Einfluss der Zugabe von 
Apolipoprotein E (ApoE) auf die Transfektionseffizienz systematisch untersucht. ApoE ist ein zentraler 
Bestandteil von Lipoproteinen im Blutplasma und übernimmt eine Schlüsselrolle im Lipidtransport sowie 
in der Regulation des Cholesterinstoffwechsels, insbesondere durch die rezeptorvermittelte Aufnahme 
lipidhaltiger Partikel in Zielzellen. Dieser Prozess erfolgt über die Bindung an Rezeptoren der LDL-
Rezeptorfamilie, wie beispielsweise LDLR oder LRP, und führt zur Endozytose der Partikel in Zielzellen, 
insbesondere in Hepatozyten [20]. Strukturell besteht ApoE aus zwei funktionellen Domänen: einer N-
terminalen Helixbündel-Domäne, die die Rezeptorbindung vermittelt, sowie einer C-terminalen Domäne, 
die für die Lipidbindung verantwortlich ist. Die Interaktion mit Lipidpartikeln erfolgt über einen 
zweistufigen Mechanismus. Zunächst bindet die C-terminale Domäne an die Lipidoberfläche, woraufhin 
eine Konformationsänderung der N-terminalen Domäne erfolgt, die eine stabile Interaktion zwischen 
Protein und Lipidpartikel ermöglicht [20]. Diese strukturellen Eigenschaften sind entscheidend für die 
Fähigkeit von ApoE, sich an Lipid-Nanopartikel anzulagern und deren zelluläre Aufnahme gezielt zu 
beeinflussen. 

Ein wesentlicher Aspekt von ApoE ist das Auftreten von drei Hauptisoformen (ApoE2, ApoE3 und 
ApoE4), die sich durch Aminosäuresubstitutionen an den Positionen 112 und 158 unterscheiden. Diese 
strukturellen Unterschiede führen zu funktionellen Variationen. Während ApoE3 als physiologische 
Referenzform gilt, weist ApoE2 eine reduzierte Bindungsaffinität zum LDL-Rezeptor auf und zeigt 
dadurch eine eingeschränkte rezeptorvermittelte Aufnahme in Zielzellen. ApoE4 hingegen besitzt 
strukturelle Besonderheiten, die zu einer veränderten Lipidbindung und Interaktion mit Lipidpartikeln 
führen [17, 20]. Diese isoformspezifischen Eigenschaften beeinflussen unmittelbar die Effizienz der 
zellulären Aufnahme lipidhaltiger Partikel. Für Anwendungen im Bereich der Nanobiotechnologie ist 
insbesondere relevant, dass Apolipoproteine – einschließlich ApoE – eine hohe Affinität zu 
lipidbasierten Nanopartikeln besitzen und sich nach Kontakt mit biologischen Medien an deren 
Oberfläche anlagern können. Dabei bildet sich eine sogenannte „Protein-Corona“, welche die 
physikochemischen Eigenschaften der Nanopartikel verändert und deren Biodistribution sowie zelluläre 
Aufnahme maßgeblich beeinflusst. ApoE kann in diesem Zusammenhang als funktioneller Ligand 
wirken, der eine gezielte Aufnahme von Lipid-Nanopartikeln über rezeptorvermittelte Mechanismen 
ermöglicht und dadurch die Effizienz des intrazellulären Transports von Nukleinsäuren erhöhen kann 
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[7]. Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen des Projekts untersucht, inwieweit die gezielte Zugabe 
von ApoE die Effizienz der LNP-basierten transienten Transfektionsmethodik steigern kann, 
insbesondere unter serumfreien Bedingungen. Dabei wurde angenommen, dass ApoE die Interaktion 
der LNP mit zellulären Rezeptoren verstärkt und dadurch sowohl die zelluläre Aufnahme als auch die 
intrazelluläre Freisetzung der transportierten DNA verbessert. Zur experimentellen Umsetzung wurden 
verschiedene ApoE-Isoform-Konstrukte entwickelt. Die entsprechenden Gensequenzen wurden in 
geeignete Expressionsvektoren kloniert und in unterschiedlichen Expressionssystemen – E. coli, Hefe, 
S2-Zellen sowie HEK293T-Zellen – exprimiert und anschließend chromatographisch aufgereinigt. Die 
Herstellung erfolgte unter Berücksichtigung etablierter Protokolle sowie der bekannten strukturellen und 
funktionellen Unterschiede der einzelnen Isoformen. Dies war insbesondere deshalb relevant, da 
Qualität, Reinheit und Konformation der rekombinant hergestellten Proteine einen direkten Einfluss auf 
deren Funktionalität sowie auf die Interaktion mit Lipidpartikeln haben [17]. Die so gewonnenen ApoE-
Varianten wurden anschließend in die etablierte LNP-Transfektionsmethodik integriert. In den 
nachfolgenden Untersuchungen wurde der Einfluss der ApoE-Zugabe auf die Transfektionseffizienz 
systematisch evaluiert. Ziel dieser Arbeiten war es, die zelluläre Aufnahme der LNP zu verbessern und 
dadurch die Expression der transportierten Zielgene zu steigern. Die gezielte Nutzung von ApoE stellt 
damit einen vielversprechenden Ansatz dar, um die Leistungsfähigkeit nicht-viraler 
Transfektionssysteme weiter zu optimieren. 

In einem weiteren Schritt wurde durch MFCS ein mikrofluidisches Betriebsgerät entwickelt, bestehend 
aus einem Mikromischer sowie der zugehörigen Peripherie mit Pumpensystem, Steuerung und Analytik, 
um eine kontrollierte, reproduzierbare und perspektivisch automatisierbare Herstellung von Lipid-
Nanopartikeln zu ermöglichen. Ziel war die Entwicklung eines flexibel einsetzbaren Systems, das die 
Herstellung unterschiedlicher LNP-Formulierungen für verschiedene Anwendungsbereiche erlaubt und 
damit die Grundlage für eine standardisierte mikrofluidische Produktion schafft. Darauf aufbauend 
wurde ein LNP-basiertes Transfektionsverfahren für den Einsatz im Bioreaktor entwickelt, mit dem 
rekombinante Proteine durch transiente Transfektion eukaryotischer Suspensionszellen hergestellt 
werden können. Ein Schwerpunkt dieser Arbeiten lag auf der Optimierung der Lipidzusammensetzung, 
um sowohl die Effizienz der Transfektion als auch die anschließende Proteinexpression zu maximieren. 
Im Rahmen der Projektarbeiten konnte ein entsprechender Produktionsprozess im Bioreaktor 
erfolgreich demonstriert werden, bei dem ein rekombinantes Modellprotein für diagnostische 
Anwendungen hergestellt wurde. Aufgrund Verzögerungen bei der Bereitstellung des vollständigen 
mikrofluidischen Systems durch MFCS konnte die praktische Umsetzung des Transfektionsverfahrens 
im Bioreaktormaßstab jedoch lediglich bis zu einem Volumen von 1 L realisiert werden. In diesen 
Experimenten wurde die Insektenzelllinie Drosophila melanogaster S2 als Expressionssystem 
eingesetzt. 

Das entwickelte mikrofluidische System wurde grundsätzlich so konzipiert, dass perspektivisch 
ausreichend große Mengen an LNP innerhalb praxisrelevanter Zeiträume hergestellt werden können. 
Für die im Projekt tatsächlich umgesetzten Versuche im 1 L Bioreaktor erfolgte die LNP-Herstellung 
jedoch weiterhin auf Basis eines Mikromischers in Kombination mit einem Spritzenpumpensystem. 
Aufgrund der begrenzten Dimensionierung dieses Zwischenstands des Systems konnte eine weitere 
Skalierung auf größere Bioreaktorvolumina von 10 L beziehungsweise 40 L innerhalb der Projektlaufzeit 
nicht experimentell umgesetzt werden. 

II.3 Planung und Ablauf des Vorhabens 

Die Firma CHESS wurde im Rahmen eines Unterauftrags mit der Synthese neuartiger kationischer, 
ionisierbarer Lipide beauftragt. Die Entwicklung erfolgte in enger Abstimmung zwischen den 
Projektpartnern SIZ und IVS. Die synthetisierten Lipidkandidaten unterschieden sich sowohl 
hinsichtlich des aminhaltigen Molekülkerns als auch in der Struktur der randständigen 
aliphatischen Ketten. Ziel dieser Arbeiten war die Entwicklung neuer ionisierbarer kationischer 
Lipide für den Einsatz in der LNP-basierten transienten Transfektionsmethodik. Diese Lipide sollen 
nach der zellulären Aufnahme in endosomale Kompartimente infolge der dort herrschenden 
Ansäuerung protoniert werden und dadurch die Freisetzung der transportierten DNA-Fracht aus 
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den Endosomen begünstigen. Zur Umsetzung entwickelte CHESS eine geeignete 
Synthesestrategie für die kationischen Lipide, wobei die genaue Struktur der Zielmoleküle in enger 
Abstimmung mit IVS und SIZ festgelegt wurde. Zusätzlich etablierte CHESS analytische Methoden 
zur Charakterisierung der synthetisierten Verbindungen. Die initiale Herstellung erfolgte zunächst 
im Milligramm-Maßstab, um eine erste Bewertung der biologischen Aktivität der Lipidkandidaten 
zu ermöglichen. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden vielversprechende Kandidaten 
identifiziert und in einem größeren Maßstab synthetisiert. Ausgewählte Lipide wurden schließlich 
im Grammbereich hergestellt, was mit entsprechend erhöhten Kosten verbunden war. Die 
spezifische Expertise der Firma CHESS war für die erfolgreiche Umsetzung dieses Arbeitspakets 
essenziell, da die Synthese und analytische Charakterisierung der neuartigen kationischen Lipide 
durch die übrigen Verbundpartner in dieser Form nicht hätten realisiert werden können. Für die 
Etablierung der transienten LNP-basierten Transfektionsmethode stellten diese Lipide eine 
zentrale Voraussetzung dar, da gezielt neue, zuvor nicht beschriebene ionisierbare Lipide 
entwickelt und erfolgreich in das Projekt integriert wurden. 

Die biologische Aktivität der aus den neu entwickelten ionisierbaren Lipiden hergestellten LNP 
wurde am SIZ umfassend charakterisiert. Im Mittelpunkt standen dabei insbesondere die 
Untersuchung der Effizienz der zellulären Aufnahme, die transiente Expressionsrate eines 
Reporterproteins sowie die Bewertung möglicher zelltoxischer Effekte in unterschiedlichen 
Zelllinien. Auf Grundlage dieser Untersuchungen konnte eine optimierte Lipidzusammensetzung 
identifiziert werden, die sowohl eine effiziente Aufnahme der LNP in die Zielzellen als auch eine 
erfolgreiche intrazelluläre Freisetzung der transportierten DNA-Fracht ermöglichte. Für die 
Beladung der LNP wurden verschiedene pDNA-Konstrukte eingesetzt, die für das fluoreszierende 
Reporterprotein „enhanced green fluorescent protein“ (eGFP) kodieren. Die eingesetzten 
Plasmide unterschieden sich sowohl hinsichtlich des verwendeten Promoters als auch in ihrer 
Gesamtgröße, um den Einfluss dieser Parameter auf die Transfektionseffizienz systematisch zu 
untersuchen. Im Zuge der weiteren Etablierung der transienten LNP-Transfektionsmethodik wurde 
zusätzlich der Einfluss der Zugabe von ApoE auf die Transfektionseffizienz untersucht. Hierzu 
wurden verschiedene ApoE-Isoform-Konstrukte entworfen und entsprechende Plasmide bei der 
Firma BioCat GmbH bezogen. Die kodierenden Gensequenzen wurden anschließend in geeignete 
Expressionsvektoren kloniert und in unterschiedlichen Expressionssystemen – E. coli, Hefe, S2- 
sowie HEK293T-Zellen – exprimiert. Die Aufreinigung der rekombinant hergestellten ApoE-
Varianten erfolgte zunächst mittels Affinitätschromatographie. Insbesondere bei der Expression in 
E. coli zeigte sich, dass ApoE nicht in ausreichender Menge löslich produziert werden konnte. 
Darüber hinaus lagen die Zielproteine nach der chromatographischen Aufarbeitung lediglich in 
geringen Ausbeuten und teilweise mit Verunreinigungen in den Elutionsfraktionen vor. Da für den 
Einsatz der ApoE-Varianten innerhalb der LNP-Transfektionsmethodik eine hohe Reinheit des 
Zielproteins als entscheidend angesehen wurde, war eine Anpassung und Erweiterung der 
chromatographischen Aufreinigungsstrategie erforderlich. In diesem Zusammenhang wurden 
zusätzliche Genkonstrukte für das mikrobielle Expressionssystem beschafft, um die 
Expressionsausbeute zu verbessern. Parallel dazu wurde die Reinigungsstrategie um weitere 
chromatographische Prozessschritte ergänzt, um sowohl die Reinheit als auch die Qualität des 
rekombinanten ApoE gezielt zu erhöhen. Für die Expression in S2- und HEK293T-Zellen wurden 
stabile Zelllinien erzeugt, um eine kontinuierliche und reproduzierbare Herstellung der ApoE-
Varianten sicherzustellen. Die in den verschiedenen Expressionssystemen gewonnenen ApoE-
Präparate wurden anschließend an den Projektpartner SIZ übergeben und in die etablierte LNP-
Transfektionsmethodik integriert. Am SIZ erfolgte daraufhin eine systematische Untersuchung des 
Einflusses der ApoE-Zugabe auf die Transfektionseffizienz. Ziel dieser Arbeiten war es, die 
zelluläre Aufnahme der LNP zu verbessern und dadurch die Expression der transportierten 
Zielgene weiter zu steigern. 

Auf Grundlage der Ergebnisse aus den transienten Transfektionsexperimenten am SIZ sowie der 
beobachteten hohen Expressionsraten des Zielproteins ApoE im Expressionssystem Drosophila 

melanogaster S2 wurde die weitere Optimierung gezielt auf dieses System fokussiert. Hierzu wurden 
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neue Genkonstrukte für die Expression in S2-Zellen entwickelt, wobei gezielt unterschiedliche ApoE-
Isoformen variiert wurden, um deren Einfluss auf die Funktionalität innerhalb der LNP-basierten 
Transfektionsmethodik weiter zu untersuchen. Im Anschluss erfolgte die stabile Transfektion der neu 
konstruierten Genvarianten in S2-Zellen. Die daraus resultierenden stabilen Zelllinien wurden für die 
Expression der jeweiligen ApoE-Varianten genutzt, um weitere rekombinante Proteinchargen 
herzustellen. Die gewonnenen ApoE-Präparate wurden anschließend dem Projektpartner SIZ zur 
Verfügung gestellt und in die bestehende LNP-Transfektionsmethodik integriert. Am SIZ erfolgte 
daraufhin eine erneute systematische Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen ApoE-
Varianten auf die LNP-basierte transiente Transfektion von Zielzellen mit einem jeweiligen Gene of 
interest (GOI). Ziel dieser Arbeiten war es, die Transfektionseffizienz weiter zu optimieren sowie 
mögliche isoformspezifische Effekte auf die zelluläre Aufnahme der LNP und die anschließende 
Genexpression gezielt zu identifizieren. 

Nach erfolgreicher Etablierung der transienten LNP-Transfektionsmethodik am SIZ erfolgte der Transfer 
des entwickelten Verfahrens zum Projektpartner IVS. Dort wurde das Transfektionsprotokoll zunächst 
im kleinen Maßstab von 30 mL Zellkulturvolumen für S2- und HEK293T-Zellen evaluiert. Hierzu wurde 
zunächst pDNA eingesetzt, die für das fluoreszierende Reporterprotein eGFP kodiert, sodass die 
Transfektionseffizienz mittels Durchflusszytometrie über den Anteil fluoreszierender im Verhältnis zu 
nicht-fluoreszierenden Zellen quantifiziert werden konnte. Aufgrund Verzögerungen bei der 
Bereitstellung des mikrofluidischen Systems durch den Projektpartner MFCS erfolgte die Herstellung 
der LNP zunächst mittels der am SIZ etablierten manuellen Hand-Mix-Methode. Parallel zu den Arbeiten 
am SIZ wurden bei IVS verschiedene Optimierungsansätze zur weiteren Steigerung der 
Transfektionseffizienz verfolgt. Hierzu zählten insbesondere die Variation unterschiedlicher ApoE-
Chargen, die Anpassung der Zusammensetzung des Expressionsmediums sowie die Variation der 
Zellzahl zum Zeitpunkt der Transfektion. Darüber hinaus wurde auch der Herstellungsmaßstab des 
LNP-Ansatzes im Hand-Mix-Verfahren variiert, um mögliche Einflüsse auf die Bildung stabiler LNP-
pDNA-Komplexe und damit auf die resultierende Transfektionseffizienz zu untersuchen. Das 
Transfektionsprotokoll mit den höchsten erzielten Transfektionseffizienzen wurde anschließend für die 
Skalierung auf größere Zellkulturvolumina von über 400 mL im Schüttelkolben sowie für die Übertragung 
in den Bioreaktormaßstab bis 1 L eingesetzt. 

Nach Bereitstellung eines ersten mikrofluidischen Systems durch MFCS, bestehend aus einem 
Mikromischer und einem Spritzenpumpensystem, wurden die beiden Verfahren zur LNP-Herstellung – 
die etablierte Hand-Mix-Methode und das mikrofluidische Herstellungsverfahren – hinsichtlich ihrer 
Auswirkungen auf die Transfektionseffizienz systematisch miteinander verglichen. Ziel dieser Arbeiten 
war es, durch den Einsatz des mikrofluidischen Systems eine reproduzierbare Herstellung von LNP mit 
definierter Partikelgröße und gleichbleibenden Eigenschaften zu ermöglichen, um dadurch eine 
verbesserte und konsistente Transfektionseffizienz zu erreichen. Im weiteren Projektverlauf wurde 
durch MFCS die Skalierung der Mikromischer gezielt weiterentwickelt, um die Herstellung größerer 
LNP-Volumina innerhalb eines praktikablen Zeitrahmens zu ermöglichen. Dies stellte eine wesentliche 
Voraussetzung für den später angestrebten Einsatz im größeren Bioreaktormaßstab von 10 bis 40 L 
dar. Die unterschiedlichen Mikromischergrößen wurden in Kombination mit dem Spritzenpumpensystem 
experimentell untersucht und hinsichtlich ihrer Eignung für die skalierte LNP-Herstellung bewertet. 

Auf Grundlage der erzielten Ergebnisse entwickelte IVS ein Produktionsverfahren zur Herstellung 
rekombinanter Proteine im Bioreaktor durch transiente Transfektion von S2-Zellen mittels LNP. Im 
Rahmen dieser Arbeiten wurden sowohl die Produktivität des neu entwickelten Verfahrens als auch die 
Funktionalität des hergestellten rekombinanten Proteins anhand geeigneter Referenzsysteme 
analysiert und bewertet. Die erfolgreiche Etablierung eines Produktionsprozesses für die Herstellung 
eines rekombinanten Proteins im Bioreaktor stellte einen zentralen Meilenstein des Projekts dar. Als 
Referenz diente ein bereits etabliertes Expressionssystem mit konstitutiver Proteinexpression auf Basis 
stabiler Zelllinien. Ursprünglich war vorgesehen, sowohl S2- als auch HEK293T-Zelllinien in den 
direkten Vergleich einzubeziehen, um die Anwendbarkeit der entwickelten Methodik auf 
unterschiedliche eukaryotische Expressionssysteme zu bewerten. Aufgrund der Verzögerungen bei der 
Bereitstellung des vollständigen mikrofluidischen Systems durch MFCS musste dieser Vergleich jedoch 
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auf eine bereits etablierte stabile S2-Zelllinie beschränkt werden. Der direkte Vergleich mit dem 
etablierten stabilen Expressionssystem ermöglichte eine erste fundierte Bewertung der Funktionalität 
und Effizienz des neu entwickelten LNP-basierten Transfektionsverfahrens im Bioreaktormaßstab. Der 
geplante Produktionsprozess wurde anhand eines ausgewählten rekombinanten Zielproteins validiert 
und mit einer Referenzproduktion unter Verwendung stabiler Zelllinien verglichen. Dabei wurde die 
spezifische Produktivität quantitativ bestimmt. Zusätzlich erfolgte nach chromatographischer 
Aufreinigung des produzierten Proteins eine immunologische sowie proteinchemische 
Charakterisierung, um die Vergleichbarkeit mit dem etablierten Referenzprodukt zu bewerten. Aufgrund 
der genannten Verzögerungen bei der Bereitstellung des mikrofluidischen Systems konnte der 
Produktionsprozess jedoch lediglich bis zum Maßstab eines 1 L Bioreaktors umgesetzt werden. Das 
vollständige mikrofluidische Betriebsgerät wurde erst zum Ende des Projekts bereitgestellt, sodass eine 
weiterführende Skalierung in größere Bioreaktormaßstäbe innerhalb der Projektlaufzeit nicht mehr 
realisiert werden konnte. Abschließend wurde die LNP-Herstellung unter Einsatz des vollständig 
bereitgestellten mikrofluidischen Systems im direkten Vergleich zur etablierten Hand-Mix-Methode 
sowie zum zuvor eingesetzten Mikromischer mit Spritzenpumpensystem bewertet. Als zentrales 
Bewertungskriterium diente hierbei die erzielte Transfektionseffizienz, bestimmt über den Anteil 
fluoreszierender Zellen nach transienter Transfektion mit einem eGFP-kodierenden Reporterplasmid. 

Im Rahmen des Vorhabens wurden keine Investitionen getätigt. Die angefallenen Personal- und 
Materialkosten entsprachen der vorgesehenen Planung gemäß Projektplan. Ergänzend wird auf 
die regelmäßigen Projekttreffen und den zahlenmäßigen Nachweis verwiesen. 

II.4 Erzielte Ergebnisse 

Im Zuge der Etablierung der transienten LNP-Transfektionsmethode wurde der Einfluss der Zugabe von 
ApoE auf die Transfektionseffizienz systematisch untersucht. Zur experimentellen Umsetzung wurden 
verschiedene ApoE-Isoform-Konstrukte entworfen und entsprechende Plasmide bei der Firma BioCat 
GmbH bezogen. Die kodierenden Gensequenzen wurden anschließend in geeignete 
Expressionsvektoren kloniert und in unterschiedlichen Expressionssystemen (E. coli, Hefe, S2- sowie 
HEK293T-Zellen) exprimiert, um rekombinantes ApoE für die nachfolgenden Untersuchungen 
bereitzustellen. 

Zunächst wurde ein erstes Genkonstrukt der ApoE-Isoform 3 (humanes Apolipoprotein E, Aminosäuren 
19–317, C-terminaler StrepTag-II) für die Expression in E. coli unter Verwendung des 
Expressionsvektors pET-26b(+) eingesetzt. Die Vorkultur erfolgte in LB-Medium bei 37 °C und 100 rpm. 
Für die Hauptkultur wurde LB-Medium mit einer Start-OD600 von 0,6 verwendet. Die Induktion erfolgte 
bei einer OD600 von 1,6 mittels 1 M IPTG. Anschließend wurde die Kultur für 20 Stunden bei 20 °C und 
700 rpm inkubiert. Die Ernte erfolgte durch Zentrifugation bei 4 °C und 5000 x g für 20 Minuten. Aus 
dieser Testexpression resultierte die Testcharge P3719A mit einer Proteinkonzentration von 0,19 
mg/mL und einer Gesamtproteinmenge von 1,14 mg. Die Ergebnisse zeigten jedoch, dass das 
eingesetzte Konstrukt nicht in ausreichender Menge löslich exprimiert werden konnte und zudem keine 
effiziente Reinigung über den StrepTag möglich war. 

Daraufhin wurde ein alternatives Genkonstrukt für die Expression in E. coli entwickelt, ebenfalls auf 
Basis der ApoE-Isoform 3. Dieses enthielt zusätzlich einen N-terminalen Thioredoxin-Tag zur 
Verbesserung der Löslichkeit, einen 8xHis-Tag, eine TEV-Protease-Schnittstelle sowie einen C-
terminalen StrepTag. Das Genkonstrukt konnte erfolgreich in Rosetta2 DE3-Zellen transformiert 
werden, und der anschließende Expressionstest verlief positiv. Die Kultivierungsbedingungen 
entsprachen dem zuvor beschriebenen Versuchsaufbau. Aus 22 g Biomasse konnten insgesamt 3 mg 
ApoE (Charge P3699A) hergestellt werden, was einer Ausbeute von etwa 1 mg pro Liter Zellkultur 
entspricht. Die Analyse mittels Western Blot unter Verwendung von Anti-StrepTag- und Anti-ApoE-
Antikörpern bestätigte die erfolgreiche Expression des Zielproteins. Zusätzlich konnte gezeigt werden, 
dass das Fusionsprotein mit einem Protein-zu-TEV-Protease-Verhältnis von 1:80 über Nacht bei 4 °C 
vollständig verdaut werden konnte. Im Anschluss ließ sich das ApoE erfolgreich mittels Ni-NTA-Resin 
von der TEV-Protease sowie dem abgespaltenen Thioredoxin-Tag trennen. 
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Parallel wurde die Expression von ApoE im Hefesystem Pichia pastoris untersucht. Hierfür wurden zwei 
Genkonstrukte der ApoE-Isoform 3 entwickelt, die sich hinsichtlich der eingesetzten Signalsequenzen 
unterschieden, welche eine Sekretion des Zielproteins in den Zellkulturüberstand ermöglichen sollten. 
Als Expressionsvektor wurde pPICZalphaA gewählt. Beide Konstrukte enthielten zur späteren 
Affinitätsreinigung einen StrepTag. Nach erfolgreicher Transformation der Plasmide in P. pastoris 
mittels Elektroporation erfolgte eine Testexpression im Maßstab von 2 L Zellkultur. Die Vorkultur wurde 
in YPD-Medium bei 30 °C, 750 rpm und 72 Stunden durchgeführt. Die Hauptkultur erfolgte in YPD-
Medium bei 30 °C, 120 rpm, einer Start-OD600 von 1,0 und einer Kultivierungsdauer von 48 Stunden. 
Nach Ernte der Hefekultur durch Zentrifugation (4400 x g, 20 Minuten, 4 °C) erfolgte ein Zellaufschluss 
mittels Glas-Beads in einer Schwingmühle (20 Hz, 10 Minuten). Die Aufreinigung des Zielproteins wurde 
anschließend über Affinitätschromatographie durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten, dass ApoE 
grundsätzlich in P. pastoris exprimiert werden konnte. Allerdings war dies ausschließlich über 
intrazelluläre Expression mit anschließendem Zellaufschluss möglich; eine erfolgreiche Sekretion in den 
Zellkulturüberstand konnte nicht nachgewiesen werden. Die erzielte Ausbeute war mit 0,99 mg/L Kultur 
vergleichsweise gering. Aus der Testexpression resultierte die Testcharge P3700A mit einer 
Proteinkonzentration von 0,66 mg/mL und einer Gesamtproteinmenge von 6,6 mg. Das aufgereinigte 
Protein wurde bei -80 °C eingelagert. 

Für die Expression in S2-Zellen wurde die Klonierung eines Genkonstrukts der ApoE-Isoform 3 in den 
Vektor pFastBac1 durch die Firma BioCat GmbH beauftragt. Das Konstrukt enthielt einen C-terminalen 
StrepTag-II zur Affinitätsreinigung. Anschließend wurde das Genkonstrukt bei IVS erfolgreich in den 
Expressionsvektor pExpreS2.1 kloniert, was durch externe Sequenzierung bestätigt wurde. Es folgte 
die stabile Transfektion in S2-Zellen unter Verwendung des ExpreS2 Insect Transfektionsreagenzes 
sowie eine anschließende Antibiotikaselektion erfolgreich transformierter Zellen. Dadurch konnte eine 
polyklonale stabile Zelllinie zur konstitutiven Expression von ApoE etabliert werden. Die Expression des 
rekombinanten ApoE wurde anschließend im Zellkulturmaßstab von 400 mL untersucht (8 × 10⁶ 
Zellen/mL, 27 °C, 120 rpm, 96 Stunden, ExCell 420 Serum Free Medium). Nach der Kultivierung lag die 
Zellzahl bei 27 × 10⁶ vitalen Zellen/mL. Die Zellen zeigten gesundes Wachstum und waren 
makroskopisch frei von Kontaminationen. Nach Zentrifugation der Kultur (4400 x g, 20 °C, 20 Minuten) 
wurde der Überstand für die Affinitätschromatographie über eine StrepTactin-Säule verwendet. Die 
Elutionsfraktionen wurden anschließend dialysiert (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 % Glycerin, pH 
8,0). Die Proteinbestimmung mittels Bradford-Assay ergab eine Konzentration von 2,11 mg/mL. Bei 
einem Endvolumen von 15,64 mL entsprach dies einer Gesamtproteinmenge von 33 mg, was 
hochgerechnet einer Ausbeute von 82,5 mg rekombinantem ApoE pro Liter Zellkultur entspricht. Die 

resultierende Charge P3732 zeigte in der SDS-PAGE eine geschätzte Reinheit von >95 % (vgl. 
Abbildung 1). 

 
Abbildung 1: SDS-PAGE Analyse der rekombinanten ApoE Testcharge P3732.  

SDS-PAGE mit Coomassie-Blaufärbung Analyse der rekombinanten ApoE Testcharge P3732 aus S2-Zellen. 
Gelbelegung der Proben: 1 = Proteinmarker, 2 = 5 µg P3732, 3 = 10 µg P3732. Molekulargewicht ApoE: ca. 36 
kDa. 
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Für die Expression in HEK293T-Zellen wurde ein Genkonstrukt der ApoE-Isoform 3 in pcDNA3.1(-) 
durch BioCat GmbH kloniert. Auch hier wurde ein C-terminaler StrepTag-II integriert. Das Konstrukt 
wurde anschließend erfolgreich in den Expressionsvektor pLVX Puro eGFP kloniert und extern 
sequenzbestätigt. Zur Etablierung stabil exprimierender Zelllinien wurden zunächst lentivirale Partikel 
durch transiente Transfektion von HEK293T-Zellen mittels Calcium-Phosphat-Methode erzeugt. Die 
daraus gewonnenen Lentiviren wurden genutzt, um adhärente HEK293T-Zellen zu transduzieren und 
das Zielgen stabil in das Genom zu integrieren. Das eingesetzte Volumen lentiviraler Partikel wurde 
hierbei zwischen 25 µL und 500 µL variiert. Die erfolgreiche Selektion transduzierter Zellen erfolgte 
mittels Antibiotikaselektion unter Verwendung entsprechender Positiv- und Negativkontrollen. Zur 
Kontrolle von Transfektions- und Transduktionseffizienz wurde zusätzlich ein Kontrollvektor mit eGFP 
verwendet.  Die erfolgreiche Expression des Zielproteins ApoE wurde mittels Western Blot unter 
Verwendung eines konjugierten Anti-StrepTag-II-Antikörpers bestätigt. Für die Herstellung einer 
Testcharge wurde 1 L Zellkultur in T175-Zellkulturflaschen bei 37 °C, 5 % CO₂ und 96 Stunden kultiviert. 
Nach Ernte des Zellkulturüberstands durch Zentrifugation (4400 x g, 20 Minuten, 4 °C) erfolgte die 
Aufreinigung über Affinitätschromatographie mittels StrepTactin-Säule. Die Elutionsfraktionen wurden 
vereinigt, dialysiert (Lagerpuffer: 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerin, pH 8,0) und mittels 
Vivaspin Konzentratoren (Zentrifugation, Vivaspin 15R 10.000 MWCO) konzentriert. Die Charge 
P3762C erreichte eine Proteinkonzentration von 1,02 mg/mL bei einer Gesamtproteinmenge von 0,53 
mg. Damit war die Expression in HEK293T-Zellen zwar erfolgreich, die Ausbeute blieb jedoch im 
Vergleich zu S2-Zellen deutlich geringer. 

Von den erfolgreich etablierten stabil transfizierten Zelllinien (Drosophila melanogaster S2 und 
HEK293T) wurden zur langfristigen Sicherung Kryokonservate angelegt und in Flüssigstickstoff 
eingelagert. 

Von den in den unterschiedlichen Expressionssystemen hergestellten ApoE-Varianten wurden jeweils 
0,5 bis 1,0 mg dem Projektpartner SIZ zur Verfügung gestellt. Dort wurden die rekombinanten ApoE-
Präparate in die etablierte LNP-Transfektionsmethodik integriert, um deren Einfluss auf die Herstellung 
der Lipid-Nanopartikel sowie auf die anschließende transiente Transfektion von Zielzellen systematisch 
zu untersuchen. Als Zielgen (gene of interest, GOI) wurde zunächst ein Plasmid eingesetzt, das für das 
fluoreszierende Reporterprotein eGFP kodiert. Die Transfektionseffizienz wurde über den Anteil 
fluoreszierender Zellen im Vergleich zu nicht-fluoreszierenden Zellen bestimmt. Im Rahmen dieser 
Untersuchungen wurden die verschiedenen ApoE-Varianten aus den unterschiedlichen 
Expressionssystemen hinsichtlich ihres Einflusses auf die Transfektionseffizienz miteinander 
verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass die Zugabe von ApoE zu einer Steigerung der 
Transfektionseffizienz im Rahmen der transienten LNP-basierten Transfektionsmethodik bei der 
Transfektion von HEK293T-Suspensionszellen beitragen kann. Dabei erwies sich das rekombinant in 
S2-Zellen hergestellte ApoE (Charge P3732) als die wirksamste Variante und führte zur größten 
Verbesserung der Transfektionseffizienz. Auf Grundlage dieser Ergebnisse aus den 
Transfektionsexperimenten am SIZ sowie der gleichzeitig beobachteten hohen Expressionsraten von 
ApoE im Expressionssystem Drosophila melanogaster S2 wurde entschieden, die Arbeiten in diesem 
System gezielt weiterzuführen und zusätzliche ApoE-Varianten zu entwickeln. Hierzu wurden neue 
Genkonstrukte entworfen, bei denen gezielt unterschiedliche ApoE-Isoformen variiert wurden (vgl. 
Abbildung 2).  

 
Abbildung 2: Übersicht Genkonstrukte zur Expression von ApoE in S2-Zellen. 
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Die neu konstruierten ApoE-Plasmide wurden erneut bei der Firma BioCat GmbH beauftragt und nach 
Lieferung erfolgreich in den für das S2-Expressionssystem angepassten Expressionsvektor kloniert. 
Anschließend erfolgte die stabile Transformation von S2-Zellen mit den neuen Expressionsvektoren. 
Die daraus resultierenden transformierten Zelllinien wurden analog zum zuvor etablierten Verfahren für 
Testexpressionen eingesetzt, um weitere rekombinante ApoE-Testchargen herzustellen. Die neu 
gewonnenen ApoE-Chargen wurden erneut dem Projektpartner SIZ zur Verfügung gestellt, um den 
Einfluss der verschiedenen Varianten auf die LNP-basierte Transfektion von Zielzellen mit eGFP als 
GOI systematisch zu untersuchen. Dabei zeigte sich, dass insbesondere die ApoE-Charge P3937A, 
basierend auf dem Genkonstrukt N-BiP-Signalsequenz-ApoE-Isoform 4-TEV-Cleavage-Site-
StrepTagII-C, zu einer deutlichen Verbesserung der Transfektionseffizienz in HEK293T-Zellen führte. 
Diese Ergebnisse konnten im weiteren Projektverlauf auch durch IVS reproduzierbar bestätigt werden. 
Ohne Zugabe von ApoE lagen die Transfektionseffizienzen bei HEK293T-Zellen bei 5,0 % an Tag 1 
beziehungsweise 15,0 % an Tag 2 nach der Transfektion. Durch die Zugabe der optimierten ApoE-
Variante konnten diese Werte auf bis zu 42,9 % an Tag 1 beziehungsweise 63,2 % an Tag 2 gesteigert 
werden. Die Untersuchungen zeigten damit eindeutig, dass die gezielte Auswahl und Optimierung 
geeigneter ApoE-Varianten einen signifikanten Einfluss auf die Effizienz der transienten LNP-basierten 
Transfektionsmethodik hat und einen wichtigen Beitrag zur Verbesserung der zellulären Aufnahme 
sowie der Expression des transportierten Zielgens leisten kann. 

Im nächsten Schritt erfolgte der Transfer der am SIZ etablierten transienten LNP-Transfektionsmethodik 
zum Projektpartner IVS sowie deren Implementierung für die dort eingesetzten Zielzelllinien. Für die 
initiale Etablierung wurde zunächst ebenfalls pDNA eingesetzt, die für das fluoreszierende 
Reporterprotein eGFP als GOI kodiert. Die Bestimmung der Transfektionseffizienz erfolgte mittels 
Durchflusszytometrie über den Anteil fluoreszierender Zellen im Verhältnis zu nicht-fluoreszierenden 
Zellen, wobei eine Fluoreszenz als Nachweis der erfolgreichen Expression des Zielproteins gewertet 
wurde. Die Herstellung der LNP erfolgte zu diesem Zeitpunkt zunächst über die am SIZ entwickelte und 
auf IVS übertragene Hand-Mix-Methode, da das mikrofluidische Herstellungsverfahren durch MFCS zu 
diesem Zeitpunkt noch nicht vollständig zur Verfügung stand. Die ersten Experimente wurden im 
Maßstab von 30 mL Zellkulturvolumen in Erlenmeyerkolben als Schüttelkultur durchgeführt. Die 
transienten Transfektionsexperimente zeigten, dass die entwickelte Methodik erfolgreich auf die bei IVS 
eingesetzten Zielzelllinien übertragen werden konnte. Für HEK293T-Zellen konnten reproduzierbar 
Transfektionseffizienzen von bis zu 60 % an Tag 2 nach der Transfektion erreicht werden. Bei S2-Zellen 
wurden zuverlässig Transfektionseffizienzen von bis zu 90 % an Tag 2 erzielt. Diese Ergebnisse 
bestätigten die grundsätzliche Eignung der entwickelten LNP-basierten Methodik für beide Zelllinien. 

Parallel zu den Arbeiten am SIZ wurden bei IVS zusätzliche Optimierungsansätze zur weiteren 
Steigerung der Transfektionseffizienz durchgeführt. Ein Schwerpunkt lag hierbei auf der Untersuchung 
unterschiedlicher Kultivierungsmedien für die HEK293T-Zellen. Hierzu wurden das Medium HEK ONE 
S (Capricorn Scientific GmbH) sowie das FreeStyle™ 293 Expression Medium (Gibco™) sowohl einzeln 
als auch in einem Mischungsverhältnis von 50:50 getestet. Die Ergebnisse zeigten, dass die 50:50-
Mischung im Vergleich zum alleinigen Einsatz von HEK ONE S lediglich eine geringe Verbesserung der 
Transfektionseffizienz von weniger als fünf Prozentpunkten bewirkte. Demgegenüber zeigten die 
Transfektionsexperimente im FreeStyle™ 293 Expression Medium leicht verbesserte 
Transfektionseffizienzen, jedoch ein deutlich eingeschränktes Zellwachstum mit stark sinkenden 
Zellvitalitäten über die Versuchsdauer. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das Medium HEK ONE S als 
Standardmedium für die weiteren HEK293T-Transfektionen festgelegt, da hier ein ausgeprägtes 
Zellwachstum bei gleichzeitig hoher Zellvitalität beobachtet wurde. 

Zusätzlich wurden weitere Parameter untersucht, die einen Einfluss auf die Transfektionseffizienz 
haben könnten. Hierzu zählten die Variation verschiedener ApoE-Chargen, die Anpassung der Zellzahl 
zum Zeitpunkt der Transfektion sowie die Variation des Herstellungsmaßstabs des LNP-Ansatzes im 
Hand-Mix-Verfahren, um mögliche Auswirkungen auf die Bildung stabiler LNP-pDNA-Komplexe zu 
untersuchen. Auf Basis der erfolgreich etablierten Bedingungen wurden erste Upscaling-Experimente 
der transienten LNP-Transfektionsmethodik durchgeführt. Hierbei wurde der Maßstab von 30 mL auf 
400 mL Zellkulturvolumen in Erlenmeyerkolben als Schüttelkultur übertragen. Die Ergebnisse zeigten, 
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dass die Skalierung erfolgreich umgesetzt werden konnte und vergleichbare Transfektionseffizienzen 
wie im kleineren Maßstab erzielt wurden. Damit konnte die grundsätzliche Übertragbarkeit der 
entwickelten Methodik auf größere Kultivierungsvolumina im Schüttelkulturmaßstab nachgewiesen 
werden. Diese Arbeiten bildeten die Grundlage für die anschließende Übertragung der transienten LNP-
basierten Transfektionsmethodik in den Bioreaktormaßstab. 

Nach Bereitstellung eines mikrofluidischen Systems durch MFCS, das zunächst aus einem 
Mikromischer mit kleiner Mischergeometrie sowie einem Spritzenpumpensystem bestand, wurden die 
beiden Verfahren zur Herstellung der LNP – die etablierte Hand-Mix-Methode und das mikrofluidische 
Herstellungsverfahren – hinsichtlich ihres Einflusses auf die Transfektionseffizienz systematisch 
miteinander verglichen. Die Untersuchungen erfolgten zunächst im Maßstab von 30 mL 
Zellkulturvolumen unter Verwendung von S2- sowie HEK293T-Zellen. Ziel dieser Arbeiten war es, durch 
den Einsatz des mikrofluidischen Systems eine reproduzierbare Herstellung von LNP mit definierter und 
einheitlicher Partikelgröße zu ermöglichen und dadurch eine verbesserte sowie konsistentere 
Transfektionseffizienz der Zielzellen zu erreichen. Neben dem Vergleich der Herstellungsverfahren 
wurde in enger Zusammenarbeit zwischen MFCS und TUHH-IMS der Einfluss zentraler 
Prozessparameter auf die LNP-Herstellung untersucht. Hierzu zählten insbesondere die 
Mischergeometrie sowie die Fließgeschwindigkeiten der ethanolischen lipidhaltigen Phase und der 
wässrigen pDNA-haltigen Phase. Für die kleine Mischergeometrie wurden als geeignete 
Prozessparameter Fließgeschwindigkeiten von 3,3 µL/Sekunde für die wässrige pDNA-Lösung sowie 
0,83 µL/Sekunde für die ethanolische lipidhaltige Lösung identifiziert. Die nachstehende Tabelle 1 zeigt 
beispielhaft die Ergebnisse der im Rahmen dieser Vergleichsuntersuchungen durchgeführten 
Experimente. 

 

Tabelle 1: Beispielhafte Darstellung der Ergebnisse der transienten Transfektionen von HEK293T- und S2-Zellen 
(30 mL Zellkulturvolumen). Vergleich der LNP-Herstellungsverfahren: Hand-Mix-Methode und mikrofluidisches 
System (Mikromischer und Spritzenpumpensystem).  

Zelllinie LNP-
Herstellungsverfahren 

Transfektionseffizienz [%] 

Tag 1 nach Transfektion Tag 2 nach Transfektion 

HEK293T Hand-Mix 40 61 

HEK293T Hand-Mix 38 62 

HEK293T Mikrofluidisches System 31 55 

HEK293T Mikrofluidisches System 33 54 

S2 Hand-Mix 28 47 

S2 Hand-Mix 18 43 

S2 Mikrofluidisches System 23 43 

S2 Mikrofluidisches System 21 40 

 

Der Vergleich der beiden Verfahren zur LNP-Herstellung zeigte, dass sowohl die etablierte Hand-Mix-
Methode als auch das mikrofluidische System bestehend aus kleiner Mischergeometrie und 
Spritzenpumpensystem grundsätzlich vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der erzielten 
Transfektionseffizienz liefern. Dabei zeigte die Hand-Mix-Methode jedoch eine leichte Überlegenheit mit 
geringfügig höheren Transfektionseffizienzen. 

Im nächsten Schritt erfolgte die Übertragung der transienten LNP-basierten Transfektionsmethodik in 
den Bioreaktormaßstab. Hierzu wurden zunächst mehrere Kultivierungsläufe mit HEK293T-Zellen in 1 
L Single-Use-Bioreaktoren (BioBLU® 1c, Eppendorf SE) unter Verwendung des Bioreaktorsystems 
BioFlo® 320 durchgeführt. Die Kultivierungsbedingungen wurden auf 37 °C, pH 7,05, 40 % gelösten 
Sauerstoff (DO) und eine Rührgeschwindigkeit von 150 rpm eingestellt. Die Inokulationsdichte betrug 
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0,5 × 10⁶ Zellen/mL bei einem Startvolumen von 500 mL. Zwei Stunden nach dem Animpfen erfolgte 
die transiente Transfektion der Zielzellen mit einer LNP-pDNA-Lösung, die über das Hand-Mix-
Verfahren hergestellt worden war. Als Zielgen wurde zunächst pDNA eingesetzt, die für das 
fluoreszierende Reporterprotein eGFP kodiert, um die Transfektionseffizienz über die 
Fluoreszenzbestimmung quantifizieren zu können. Im Bioreaktor konnten mit HEK293T-Zellen 
Transfektionseffizienzen von bis zu 22,9 % an Tag 3 nach der Transfektion erreicht werden. Diese Werte 
lagen jedoch deutlich unter den zuvor in Schüttelkulturen im Erlenmeyerkolben erzielten Ergebnissen, 
was auf einen Einfluss der geänderten Prozessbedingungen im Bioreaktorsystem und der Art der 
Zuführung der LNP-pDNA-Lösung zur Zellkultur hinweist. 

Im Anschluss erfolgte die Übertragung der transienten LNP-basierten Transfektion auf S2-Zellen im 
selben Bioreaktorsystem. Die Kultivierungsbedingungen wurden auf die Anforderungen der S2-Zellen 
angepasst und auf 27 °C, pH 6,2, 40 % DO sowie 120 rpm eingestellt. Die Inokulationsdichte betrug 8 
× 10⁶ Zellen/mL bei einem Startvolumen von 800 mL. Analog zu den HEK293T-Experimenten erfolgte 
die Transfektion zwei Stunden nach dem Animpfen durch Zugabe der mittels Hand-Mix hergestellten 
LNP-pDNA-Lösung. Auch in diesem Fall wurde zunächst pDNA mit eGFP als Zielprotein eingesetzt. Für 
die S2-Zellen konnte bereits an Tag 1 nach der Transfektion eine Transfektionseffizienz von 48,0 % 
erzielt werden. Dieses Ergebnis lag im Bereich der zuvor in Erlenmeyerkolben als Schüttelkultur 
erreichten Werte und bestätigte damit grundsätzlich die erfolgreiche Übertragbarkeit der transienten 
LNP-basierten Transfektion in den Bioreaktormaßstab für diese Zelllinie. Aufgrund einer Kontamination 
musste das Experiment jedoch vorzeitig beendet werden, sodass keine weiterführenden Analysen über 
Tag 1 hinaus durchgeführt werden konnten. 

Im weiteren Projektverlauf wurde durch MFCS die Skalierung der Mikromischer angepasst, um die 
Herstellung größerer LNP-Volumina innerhalb eines praktikablen Zeitrahmens zu ermöglichen. Hierzu 
wurden unterschiedliche Mikromischergrößen mit kleiner und großer Mischergeometrie in Kombination 
mit dem Spritzenpumpensystem entwickelt und im direkten Vergleich zur etablierten Hand-Mix-Methode 
experimentell untersucht. Für diese Vergleichsuntersuchungen wurden HEK293T-Zellen im Maßstab 
von 30 mL Zellkulturvolumen analog zu den zuvor beschriebenen Transfektionsexperimenten mit LNP-
pDNA-Komplexen transient transfiziert, wobei jeweils die Methode zur Herstellung der LNPs variiert 
wurde. Die erzielten Ergebnisse hinsichtlich der Transfektionseffizienz zeigten, dass die große 
Mischergeometrie vergleichbare Resultate sowohl im Vergleich zur kleinen Mischergeometrie als auch 
zur etablierten Hand-Mix-Methode liefert. Damit konnte gezeigt werden, dass die Skalierung des 
mikrofluidischen Herstellungsverfahrens grundsätzlich möglich ist, ohne die Leistungsfähigkeit der 
transienten LNP-basierten Transfektionsmethodik wesentlich zu beeinträchtigen. 

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde ein Produktionsverfahren zur Herstellung eines rekombinanten 
Proteins im Bioreaktor durch transiente Transfektion von S2-Zellen mittels LNP entwickelt und praktisch 
umgesetzt. Das Experiment wurde in 1 L Single-Use-Bioreaktoren (BioBLU® 1c, Eppendorf SE) unter 
Verwendung des Bioreaktorsystems BioFlo® 320 durchgeführt. Für die Kultivierung der S2-Zellen 
wurden die Prozessparameter auf 27 °C, pH 6,2, 40 % gelösten Sauerstoff (DO) sowie 120 rpm 
eingestellt. Die Inokulationsdichte betrug 8 × 10⁶ Zellen/mL bei einem Startvolumen von 800 mL. Zwei 
Stunden nach dem Animpfen erfolgte die transiente Transfektion der Zielzellen mit einer LNP-pDNA-
Lösung, die über das mikrofluidische System unter Verwendung der großen Mischergeometrie und des 
Spritzenpumpensystems hergestellt worden war. Die eingesetzte pDNA kodierte für ein rekombinantes 
Zielprotein, das bei IVS bereits über eine etablierte stabile S2-Zelllinie hergestellt wurde und somit als 
direkte Referenz diente. Die Zellkultur wurde am vierten Tag nach der Transfektion geerntet. Die 
Aufreinigung des rekombinanten Zielproteins erfolgte analog zum zuvor beschriebenen Verfahren 
mittels Affinitätschromatographie mit anschließender Dialyse und Konzentrierung. Hieraus resultierte 
die Charge P4005A mit einer Proteinkonzentration von 2,6 mg/mL und einer Gesamtproteinmenge von 
51 mg aufgereinigtem rekombinantem Zielprotein. Dies entspricht einer Ausbeute von etwa 64 mg pro 
Liter Zellkultur. Die Reinheit des Produkts wurde mittels SDS-PAGE analysiert und auf > 95 % geschätzt 
(vgl. Abbildung 1). Das Experiment zeigte, dass die transiente Transfektion von S2-Zellen mittels LNP 
unter Einsatz eines mikrofluidischen Herstellungsverfahrens erfolgreich im Bioreaktormaßstab 
umgesetzt werden konnte und eine Herstellung des Zielproteins in relevanter Ausbeute möglich ist. 
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Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden sowohl die Produktivität des neuen Verfahrens als auch die 
Funktionalität des hergestellten Proteins anhand einer vorhandenen Referenz bewertet. Als Vergleich 
diente ein rekombinantes Referenzantigen, das über eine etablierte stabile S2-Zelllinie in einem 10 L 
Bioreaktor hergestellt worden war. Aus dieser Referenzproduktion resultierte die Charge P3149A mit 
einer Proteinkonzentration von 1,94 mg/mL und einer Gesamtproteinmenge von 272 mg, entsprechend 
einer Ausbeute von etwa 27,2 mg pro Liter Zellkultur. Im direkten Vergleich zeigte sich, dass mit der 
transienten LNP-basierten Transfektionsmethode eine mehr als doppelt so hohe spezifische 
Proteinausbeute erzielt werden konnte. Zur weiteren Bewertung wurde die diagnostische Eignung der 
beiden rekombinanten Proteine im IgG-ELISA-Format untersucht. Hierbei wurde die Reaktivität der 
beiden Antigenchargen gegenüber ausgewählten, vorcharakterisierten erreger-spezifischen 
Studienseren analysiert. Die Durchführung erfolgte nach internen Versuchsvorschriften unter 
standardisierten Bedingungen. Die Ergebnisse zeigten eine klare Übereinstimmung der Reaktivität 
beider Antigenchargen (P4005A und P3149A) gegenüber den untersuchten Studienseren. Beide 
Antigene ermöglichten eine zuverlässige Differenzierung zwischen erreger-spezifisch positiven und 
negativen Seren. 

Damit konnte gezeigt werden, dass das mittels transienter LNP-Transfektion in S2-Zellen hergestellte 
rekombinante Zielprotein sowohl hinsichtlich seiner Produktivität als auch bezüglich seiner 
immunologischen und proteinchemischen Eigenschaften mit dem etablierten Referenzprotein 
gleichwertig einsetzbar ist. Mit diesem Versuch konnte der letzte Meilenstein von IVS innerhalb des 
Verbundprojekts erfolgreich erreicht werden. 

II.5 Darstellung des während des Vorhabens bekannt gewordenen Fortschritts auf 
diesem Gebiet bei anderen Stellen 

Das SIZ konnte durch die systematische Untersuchung verschiedener von der Firma CHESS 
synthetisierter ionisierbarer Lipidvarianten zeigen, dass die gezielte Variation der Kopfgruppen und 
hydrophoben Untereinheiten der Lipide einen erheblichen Einfluss auf die Effizienz des entwickelten 
LNP-basierten Transfektionsverfahrens hat. Auf diese Weise konnte eine optimierte 
Lipidzusammensetzung identifiziert werden, die eine effiziente zelluläre Aufnahme sowie eine 
erfolgreiche intrazelluläre Freisetzung der transportierten DNA ermöglicht. 

MFCS konnte in Kooperation mit der TUHH-IMS nachweisen, dass die Herstellung von LNP mittels 
mikrofluidischer Systeme erfolgreich realisierbar ist. Hierzu wurden durch die TUHH-IMS 
Strömungssimulationen durchgeführt, um geeignete Mischergeometrien für die effiziente Vermischung 
der wässrigen und ethanolischen Phase während der LNP-Herstellung zu identifizieren. Auf dieser 
Grundlage entwickelte MFCS entsprechende mikrofluidische Chips, die für den Einsatz in einem 
zusätzlich entwickelten mikrofluidischen Betriebsgerät zur LNP-Herstellung geeignet sind. Ziel dieses 
Systems ist die reproduzierbare und kontrollierte Herstellung von LNP mit definierten Eigenschaften. 

II.6 Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit der Ergebnisse 

Die erfolgreiche Etablierung der transienten LNP-Transfektionsmethodik ermöglicht eine 
kostengünstige und flexible Transfektion ausgewählter Zielzellen. Die entwickelte Methode soll künftig 
in die Produktentwicklung integriert werden und insbesondere bei der schnellen Evaluierung und 
Auswahl geeigneter Genkonstrukte für die Expression von Zielproteinen eingesetzt werden. Da mit 
dieser Methode hergestellte Antigene im Vergleich zu Produkten aus etablierten stabilen Zelllinien eine 
vergleichbare Produktivität sowie vergleichbare immunologische Eigenschaften aufwiesen, erweist sich 
die transiente LNP-basierte Transfektionsmethode als besonders vielversprechender Ansatz für die 
schnelle und wirtschaftliche Entwicklung rekombinanter Proteine. Ziel ist es darüber das Angebot der 
SERION Immunologics nachhaltig zur vergrößern, unter anderem durch Screenings und Produktionen 
im Kundenauftrag. Hier besteht großes Potential, welches bisher für komplexe und anspruchsvolle 
Proteine mangels eines geeigneten Expressionssystems nicht genutzt werden konnte. Die 
Übertragbarkeit der im Projekt erzielten Ergebnisse muss jedoch in weiteren Untersuchungen mit 
zusätzlichen potenziellen Zielproteinen bestätigt werden. 
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II.7 Zusammenarbeit mit anderen Stellen außerhalb des Verbundprojektes 

Für die Synthese der ionisierbaren Lipide wurde im Rahmen eines Unterauftrags die Firma CHESS 
(Mannheim) beauftragt. Die erfolgreiche Zusammenarbeit im Projektverlauf hat gezeigt, dass CHESS 
über die erforderliche Expertise in diesem Spezialgebiet verfügt und sich als kompetenter Partner für 
mögliche zukünftige Entwicklungsprojekte in diesem Bereich etabliert hat. Eine weitere über die Firma 
CHESS hinausgehende Zusammenarbeit mit anderen Stellen hat seitens der IVS nicht stattgefunden. 

II.8 Veröffentlichungen, Vorträge Referate, etc. 

Innerhalb des Verbundprojekts wurden regelmäßig Projekttreffen organisiert, in deren Rahmen die 
jeweiligen Teilergebnisse der Verbundpartner vorgestellt, diskutiert und gemeinsam bewertet wurden. 
Diese Treffen ermöglichten einen intensiven fachlichen Austausch sowie die koordinierte Abstimmung 
der weiteren Arbeitsschritte. Ergänzend erfolgte ein kontinuierlicher Austausch über E-Mail-
Kommunikation und weitere Online-Meetings, in denen Daten, Ergebnisse und Erkenntnisse zwischen 
den Projektpartnern fortlaufend ausgetauscht wurden. Dies unterstützte die effiziente Bearbeitung des 
Projekts und trug maßgeblich zum Fortschritt der gemeinsamen Entwicklungsarbeiten bei. 

Seitens des Projektpartners IVS wurden bis dato keine Veröffentlichungen vorgenommen und auch 
keine Präsentationen gehalten. Dies ist jedoch für die Zukunft bei weiterer Nutzung der Technologie 
geplant, insbesondere auf Messen wie der ADLM (USA), der CACLP (China) und der MEDICA 
(Deutschland). 

Folgende Veröffentlichungen wurde seitens der Projektpartner vorgenommen: 

Gaube P., Manfred M., Martens R., Jin Y., Hoffmann M., Töpfer E., Gärtner C.:  
”Scalable microfluidic-enhanced synthesis of DNA-Lipid Nanoparticles for eucaryotic protein  
expression“, Posterpräsentation auf der „The 29th International Conference on Miniaturized Systems  
for Chemistry and Life Sciences - Micro-Total Analysis Systems (µTAS 2025)”, 02.-06.11.2025,  
Adelaide, Australien. 
 
Gaube P., Manfred M., Martens R., Jin Y., Hoffmann M., Töpfer E., Gärtner C.:   
“Scalable microfluidic-enhanced synthesis of DNA-Lipid Nanoparticles for eucaryotic protein  
expression“, Präsentation auf der Tagung “Microfluidics Standardization Meets Technological Gaps &  
Future Investment”, Veranstalter: “The Microfluidics Association”, 10.-11.12.2025, Jena, Deutschland.  
 
Manuskript zur Einreichung bei einer internationalen Fachzeitschrift, z.B. Journal of Micromechanics 
and Microengineering (JMM):  
Jin Y., Gaube P., Töpfer E., Martens R., Frey M., Hoffmann M., Schlüter M.: “A CFD Simulation Study  
of the Mixing Performance in Different Micromixers” 
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