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(57) Abstract: The aim of the invention 1s to provide transfer capsules which are received by the target cell type and which permanently
or transiently modify the target cell without thereby having toxic effects on the specific target cell type. The solution according to the
invention consists in using monodisperse cores 1n order to produce polyelectrolyte nanocapsules with cell-specific sizes therefrom,
wherein the sizes for hematopoietic cells range from 20-80 nm, preferably from 40-60 nm. The sizes of the particles must lie 1n a very
narrow range in order to prevent toxic effects from occurring. In order to keep the toxicity of the nanocapsules low, it 1s additionally
important to remove the nanoparticles around which the capsules (cores) have been produced prior to use. Methods for this purpose are
known from the prior art (¢.g. a removal using EDTA). Another aim of the invention 1s to stabilize the transfer capsules. The solution
according to the invention consists 1n modifying the capsules, the layers, and/or the cargo to be packaged using functional groups,
thereby allowing a stabilization and thus a long-term storage at room temperature. A third aim of the invention is to introduce the transfer
capsules 1in a controlled manner. The solution according to the invention 1s to functionalize the layers via chemical modifications and/
or supplement the layers with antibodies, proteins, or peptides.

(57) Zusammenfassung: Dic Aufgabe der Erfindung 1st damit die Bereitstellung eines von Transferkapseln die vom Zielzelltyp aut-
genommen werden und die Zielzelle dauerhaft oder transient modifizieren, ohne dabei toxische Effekte auf die Zelle auszuiiben. Die
Erfindungsgeméle Losung besteht in der Verwendung von monodispersen Kernen, um daraus Polyelektrolyt Nanokapseln mit zellspe-
zifischen Grofien herzustellen, wobel sich die Gréhen fiir himatopoetische Zellen in einem Bereich von 20-80 nm befinden, bevorzugt
in einecm Bereich von 40-60 nm. Die Grélien der Partikel miissen dabel in einem sehr engen Bereich sein, um zu verhindern, dass
toxische Effekte auftreten. Um die Toxizitdt der Nanokapseln gering zu halten 1st es zudem wichtig, die Nanopartikel, um die herum die
Kapseln aufgebaut wurden (Kemne) vor der Verwendung zu entfernen. Verfahren dazu sind aus dem Stand der Technik bekannt (Z.B.
Aufldésen durch EDTA). Eine weitere Aufgabe 1st die Stabilisierung der Transferkapseln. Die erfindungsgemile Losung besteht 1in der
Modifikation der Kapseln, der Layer und/oder des zu verpackenden Cargos durch funktionelle Gruppen, was eine Stabilisierung und
somit eine Langzeitlagerung be1 Raumtemperatur ermoglicht. Die dritte Aufgabe 1st das zielgerichtete Einbringen der Transferkapseln.
Die erfindungsgemilie Losung i1st eine Funktionalisierung der Layer iiber chemische Modifikationen und/oder Ergdnzung der Layer
mit Antikérpern, Proteinen oder Peptiden.
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Bestimmung der Kapselspezititat fur spezifische Zelltypen

Polyelektrolyt Nanckapseln als Transportmedium fir Biomolekile und ,Small molecular

compounds” in Zellen sind in der WO 002019020665 A1 beschrieben. Diese kénnen durch die

sog. Layer by Layer Technik um feste oder tlissige Kerne herum aufgebaut werden. Die Grol3e der
Nanokapseln hangt dabei von der Grof3e der verwendeten Kerne ab. Fiur die Auswahl und die
Ettizienz der Aufnahme in spezifische Zellen ist neben der Obertlachengestaltung auch die Grof3e

der Nanopartikel wichtig. In der WO 002019020665 A1 wird beschrieben, dass die Kapseln um

Kerne aus Calciumcarbonat gebildet werden, wobei diese Kerne durch eine Fallungsreaktion aus

einer Losung vom Calciumnitrat und Natriumcarbonat gebildet werden. Diverse Hilfsmittel
beeinflussen die Fallung und sorgen fir verschiedene Gréf3en der gefallten Calciumcarbonat-
Kerne.

Ein Problem dabei ist, dass es eine sehr gro3e Spanne in der GréBenverteilung gibt, d.h. bei der
Herstellung von Partikeln mit 60 nm entstehen auch Partikel mit Gber 100 nm und umgekehrt. Nun
ist es aber fur die erfolgreiche Anwendung bei bestimmten Zelltypen dieser Nanokapseln
unerlasslich, dass die Gro3e der Partikel auf ca. 10- bis max 20 nm genau festgelegt werden kann,
so dass die Aufnahme in ungewunschte Zellen reduziert werden kann. Denn hdmatopoetische

Zellen lassen sich vor allem mit Nanokapseln einer Grof3e von 20-60 nm transfizieren, und fur

Tumorzellen sind Grof3en von 100-200 nm bevorzugt. D.h., um unspezifische Wirkungen durch
eine unspezitische Aufnahme zu vermeiden mussen die Nanokapseln die richtige GroBe
aufweisen.

Ein weiteres bedeutendes Problem im Stand der Technik besteht in der Toxizitat von Partikeln Uber
100 nm tur Zellen hamatopoetischen Ursprungs wie z.B. CD34+ hamatopoetische Vorlaufer Zellen
und T-Zellen. Solche Zellen lassen sich bisher nur durch die Verwendung von Viren transduzieren
oder elektroporieren. Mit all den damit verbundenen Problemen.

Ein weiteres bedeutendes Problem im aktuellen Stand der Technik ist eine vergleichsweise
geringe Stabilitat der mit Cargo geflllten Kapseln. Bisweilen haben sich nur siRNA-beladene
Kapseln als auf3erst stabil herausgestellt; andere Molekule, vor allem mRNA und DNA sind in
Kapseln instabil und verhindern eine Langzeitlagerung, die in der Degradation des genomischen
Cargos und/oder der Kapselaggregation resultiert. AuBerdem kommt es bei der Langzeitlagerung
2u Diffusionseffekten bei small Molecules und chemotherapeutischen Medikamenten was eine
- effektive Anwendung dieser Stoffklassen zum momentanen Zeitpunkt ebenso nicht erméglicht.

Durch eine chemische Modifikation der Kapsel-Layer und/oder der RNAs oder DNA kann die

1
BESTATIGUNGSKOPIE



WO 2021/121646 PCT/EP2020/000212

Stabilitat deutlich verbessert werden. Zudem kann Uber diese Modifikationen ein zell- bzw.

organspezifisches Einbringen erreicht werden.

Die bisher im Bottom-up Verfahren hergestellten Partikel haben das Problem, dass sie eine breite
GroBBenverteilung haben und der Herstellungsprozess sehr variabel ist. Fir eine technische
Herstellung von gleichbleibend groBen Nanopartikeln ist das Verfahren deswegen nicht geeignet.
Im Top-Down Vweriahren hergestellte Partikel dagegen sind einfach und preiswert erhiltlich,

haben aber das Problem der uneinheitlichen Form.

Die erste Aufgabe der Erfindung ist damit die Bereitstellung einer Kapsel, die vom Zielzelltyp

aufgenommen wird und die Zielzelle dauerhaft oder transient modifiziert, ohne dabei toxische

Eftekte auf den spezifischen Zielzelltyp auszutiben. Die zweite Aufgabe ist die Stabilisierung der

Langzeitlagerung durch die oben angesprochenen chemischen Modifikationen.

Die erfindungsgemaf3en Kapseln bestehen in der Verwendung von monodispersen
Nanopartikein, um daraus Polyelektrolyt Nanokapseln mit zellspezifischen GroBen und nach
Bedart chemisch modifiziert herzustellen, wobei sich die GroB3en fur hamatopoetische Zellen in
einem Bereich von 20-80 nm befinden, bevorzugt in einem Bereich von 40-60 nm, fir Epithelzellen

und nicht hamatopoetische Zellen von 60-280 nm wie in WO0020199020665 beschrieben. Die

Grof3en der Partikel missen dabei in einem sehr engen Bereich sein, um zu verhindern, dass

toxische Effekte auftreten. Bioabbaubare Polymere, z.B. Dextran und poly-L-Arginin, die fir
Kapselautbau benutzt werden, konnen nach Bedarf chemisch modifiziert werden (durch die
Anbindung der Funktionalgruppen, wie z.B. Kohlenwasserstoff-, Sauerstoff-, Stickstoff-, Schwefel-

oder Phosphat-beinhaltende funktionelle Gruppen; Verfahren dazu sind aus dem Stand der

Technik bekannt), um die spontane Aggregation und die spontane Cargo-Diffusion der Kapseln
zu verhindern und die Stabilitat der Kapsel zu verbessern. Um die Toxizitat der Nanokapseln gering
zu halten ist es zudem in manchen Fallen vorteilhaft, die Nanopartikel, um die herum die Kapseln

aufgebaut wurden (sogenannte Kerne) vor der Verwendung zu entfernen. Verfahren dazu sind aus

dem Stand der Technik bekannt (z.B. Auflosen durch EDTA)

Fine hinreichend enge GroB3enselektion lasst sich mit dem durch Fallung gewonnenen Kerne nicht
effizient durchflhren, da die Verteilung der GroBBe sehr breit ist. Im Rahmen dieser Erfindung
werden Nanopartikel und Nanokapseln mit einer engen definierten GroBenverteilung von £15 nm
oder wahlweise £25% um den Mittelwert, bevorzugt +10 nm (oder+20% um den Mittelwert) als

monodispers bezeichnet.
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Das Problem der Grof3e der Kerne lasst sich auch Uberraschenderweise nicht allein durch die
Verwendung grolBensortierter mechanisch erzeugter Nanopartikel [6sen. So lassen sich durch das
Mahlen von Calciumcarbonat in Kugelmuihlen Nanopartikel einer GroBBe von 15-60 nm GroBe
erzeugen und dann durch Fraktionieren (durch Sedimentation bzw. Zentrifugation) einheitliche
Fraktionen erzeugen (=10 nm). Diese Partikel konnen dann im Layer-by-Layer Verfahren mit
Polymeren beschichtet werden. Die uneinheitliche Form dieser Partikel ist aber stérend, da die
Sortierung der Partikel dadurch gestort wird. Erst die weitere Aufreinigung dieser Partikel, etwa
durch Cross-Flow Filtration nach der Auflésung der Kerne ermoglicht eine ausreichend genaue

Grofdenselektion.

Nanokapseln lassen sich durch die bekannte Layer-by-Layer Methode herstellen. Zwischen die
Layer lassen sich Molekile wie chemotherapeutische Medikamente, small Molecules und
Makromolekule wie Nukleinsauren und Proteine einbringen,'die dann in der Zelle freigesetzt
werden konnen. So lassen sich z.B. chimare T-Zell Rezeptoren durch Einbringen von mit DNA
beladenen Nanokapseln in T-Zellen erzeugen. Auch lassen sich RNA Molekdle in Zellen einfihren,
um nur eine transiente Moditikation der Zellen zu erzeugen. Zudem konnen alle genannten
Molekule und Makromoleklile entweder einzeln oder in jeder erdenklichen Kombination
eingebracht werden. Diese Eigenschaft ermoglicht beispielsweise die Transtektion von
CRISPR/Cas Komplexen. Die genannten chemischen Modifikationen konnen sowohl fur die
Kapselpolymere als auch fur das Cargo verwendet werden, um die Stabilitat und folglich die

Freisetzung in den Zielzellen zu regulieren.

Primare Zellen sind Zellen die dem Korper entnommen wurden und nicht durch Kultivierung ihre
gewebespezifischen Eigenschaften verloren haben. Primare Zellen sind beispielsweise, aber nicnt
ausschlie3lich, Stammzellen, Keimzellen, hamatopoetische Zellen, Tumorzellen, oder auch

mesenchymale Stammzellen, Gewebezellen in vivo und ex vivo.

Als Stammzellen werden allgemein Korperzellen bezeichnet, die sich in verschiedene Zelltypen
oder Gewebe ausdifferenzieren konnen. Je nach Art der Stammzelle und ihrer Beeinflussung

haben sie das Potenzial, sich in jegliches Gewebe (embryonale Stammzellen) oder in bestimmte

festgelegte Gewebetypen (adulte Stammzellen/ Vorlauter) zu entwickeln.

Geeignete Polymere um Lagen (layer) der Nanokapseln aufzubauen sind Polykationen und
Polyanionen, die abwechselnd die Lagen der Nanokapseln bilden. Durch die gegensatzliche
Ladung konne die Polymere die Lagen durch Selbstorganisation ausbilden. Nach der Ausbildung

jeder Schicht ist dabei der unverbrauchte Anteil der Polymere von den Nanokapseln abzutrennen.
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Polymere im Sinne der Erfindung umfassen neben klassischen Polymeren und Copolymerem auch
Biopolymere wie z.B. Makromolekiile mit geordnetem Aufbau aus Aminosauren, Nukleinsauren
und Poly- bzw. Oligosaccharide.

Beispiele tlr Polykationen sind:

- polyethylenimine (PEL),

- chitosan (CS),

- poly(L-lysine) (PLL),

- Poly(amido amine)s (PAA),

- Oligolysine

- poly-(l) -ornithine (PLO)

- (poly(diallyldimethylammonium chloride) (PDAC)

- Histidin und lysinreiche Peptide und Proteine z.B. Cys-Gly-Ala-Gly-Pro-(Lys)3-Arg-Lys-Val-
Cys

Beispiele flr Polyanionen sind:

- poly(methacrylic acid) (PMA)

- poly(N-vinylpyrrolidone) (PVP).

- tannic acid (TA)

- poly(2-n-propyl-2-oxazoline)s (PnPropOx)
- Poly(1-vinylimidazole)

- poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA)

- dextran sulfate,

- polyethylene glycol,

- bovine serum albumin,

- Human serum albumin

- - Protamine sulfate

- 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide {

-” .
3

[ 1]

DC)

Substanzen die zur Stabilisierung der Nukleinsauren eingesetzt werden kénnen, sind Substanzen
die mit den Nukleinsauren in den Kapseln zusammen aufgebracht werden oder Substanzen die
durch Inkubation mit den fertigen Kapseln in die Kapseln und in das Lumen der Kapseln
dittundieren und dort bis zum Eintritt der Kapseln in die Zellen zumindest teilweise verweilen.
Beispiele fur solche Substanzen sind:

- Protamine sultfate

- Cell penetrating peptide

- Glutation

- TAT protein

- RNAse Inhibitoren

- DNAse Inhibitoren
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Beispiele fir Nanopartikel, die als Kerne fir die Herstellung von Nanokapseln geeignet
sind:

- Eisen Nanopartikel {inklusive Magnetite)

- Silica Nanopartikel

- Kommerziell erhatliche CaCOs; Nanopartikel

- Andere Carbonat-Nanopartikel wie MgCOs

- Vesikel

- Gold Nanopartikel

- Latex Nanopartikel

Die Obertlache der Nanopartikel kann durch weitere Gruppen modifiziert sein, um die Penetration

der Zielzellen zu verbessern. Solche Gruppen sind z.B. Folsauregruppen, COOH-Gruppen, NHs-

Gruppen. Diese Gruppen bieten sich auch zur Biokonjugation an um spezifisché Bindemolekdule

wie z.B. Liganden und Rezeptoren inklusive Antikorper daran zu  binden.

Beispiel 1: Fraktionieren von Calciumcarbonat Nanopartikeln
Calciumcarbonat Nanopartikel wurden von SkySpring Nanomaterials erworben. Die
durchschnittliche PartikelgroBBe betrug 15-40nm. Mit den Partikeln wurde eine 10 mg/ml

suspension in PBS erstellt. Um die Partikel zu vereinzeln wurde fir 5 Minuten Ultraschall

angewendet. Diese wurden dann durch fraktioniertes Zentrifugieren in einer Eppendort-
Zentrifuge nach GrofBen aufgereinigt. Es wurden 2 ml Suspension mit bei 500 RCF, 1000 RCF,
2000 RCF 5000 RFC, 10000 RCF, 15000 RFC und 20000 RCF zentritugiert. Dabei wurde mit der

niedrigsten RCF begonnen, der Uberstand abgenommen und mit der nachst hoheren RCF
zentrifugiert. Das Pellet der Zentrifugation wurde anschlieBend vermessen. Die 500 RCF Fraktion

wurde verworten (Partikel waren aggregiert oder zu grof3).

Beispiel 2: Herstellung der Polyelektrolyt Nanokapseln

Um die Nanopartikel zu beschichten wurde Dextransulfat (als Natriumsalz) und Poly-L-Arginin
hydrochlorid verwendet wie in der WO 002019020665 A1 beschrieben. Zwischen die Lagen
konnen dabei eine oder mehrere Nukleinsauren (plus zusatzliche Biomoleklle) eingebracht
werden. Die Nukleinsauren haften durch elektrostatische Bindung an die Kapselwand, so dal3 das
Inkubieren der Kapseln mit den Biomolekilen ausreichend ist. Das Vertahren ist in der

WO002019020665A1 beschrieben.

Diese konnten chemisch modifiziert werden, um die Stabilitat bei der Lagerung und die Abbauzeit

in der Zelle zu verandern. Chemische Modifikationen durch die Anwendung einer oder
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verschiedenen funktionelle Gruppen, wie z.B. Hydrocarbone, Sauerstoff-haltige, Stickstoff-haltige

Gruppen, Sulfur (S/SH)-, N/ NH - und andere P-haltige Gruppen wurden eingebracht und getestet.

Die chemischen Modifikationen zeigten in ersten Versuchen, dal3 eine Lagerung fir einen
groBBeren Zeitraum gewahrleistet werden konnte. Darliber hinaus konnten die Kapseln nun auch

flr einen Zeitintervall bei Raumtemperatur gelagert werden, was insbesondere fiir den Transport

(Fracht) eine massive Erleichterung darstellt, in dem es Kosten und der administrative Aufwand

(Stichtwort Zollregularien bei Trockeneis und Kihlprodukten) senken wird.

Beispiel 3: Aufreinigung der fertigen Nanokapseln durch Tangentialflussfiltration

Fertige Nanokapseln wurden dann zur Entfernung der eventuell vorhandenen gréBReren
Nanokapseln mit einem KrosFlo Research lli System mit einem 50 nm Filtermodul aufgereinigt.
Partikel mit einer Grof3e von mehr als 50 nm wurden zurickgehalten. Dazu wurden 50 ml einer
10mg/ml Suspension der Nanokapseln in PBS hergestellt. Diese wurde nach Anweisungen des

Herstellers filtriert.

Beispiel 4 Auftrennung nach asymmetrischer Fluss- Feldflussfraktionierung (AF4):

~ertige Nanokapseln wurden dann zur Entfernung der eventuell vorhandenen gréBeren

Nanokapseln mit einem Eclipse AF4 von Wyatt Technology aufgereinigt. Partikel wurden dabei

nach Ladung und GroBle aufgetrennt. Dazu wurden 50 ml einer 10mg/ml Suspension der

Nanokapseln in PBS hergestellt. Diese wurde nach Anweisungen des Herstellers separiert.

B

Beispiel 5: Transfektion von primaren Zellen

Vor allem fur hamatopoetische Zellen sind Nanokapseln mit einer GroBe von 40-80 nm deutlich
vorteilhafter. Protein, DNA, mRNA, miRNA und siRNA wurden als Cargo fiir Nanokapsel der GréRe
50 nm bis 80 nm verwendet. CD 34+ hematopoetische Stammzellen, CD4+ und CD8+ T Zellen

wurden mit den Kapseln flir 48 Stunden inkubiert. Dabei wurden 10 Kapseln/Zelle verwendet. Das
erfolgreiche Einbringen wurde mittels Konfokalmikroskopie im Falle der fluoreszenzmarkierten

Kapseln und PCR kontrolliert.

Beispiel 6: Transfektion von weiteren primaren Zellen

Fur embryonale Stammzellen, sowie fir induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) wurden
Nanokapseln mit der GroBe von 50-120 nm hergestellt. Protein, DNA, mRNA, miRNA und siRNA
wurden als Cargo flir Nanokapseln der Gréf3e 50 bis 120 nm verwendet. Embryonale Stammzellen

und iPS-Zellen wurden mit den Kapseln fiir 48 Stunden inkubiert. Dabei wurden 20 Kapseln/Zelle

verwendet. Das erfolgreiche Einbringen wurde mittels Konfokalmikroskopie im Falle der

fluoreszenzmarkierten Kapseln und PCR kontrolliert.
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Beispiel 7: Stabilisierung und Lagerung bei Raumtemperatur (RT) von Kapseln.

Far alle in den vorherigen Beispielen aufgefihrten Kapseln wurden weitere Modifikationen an den
Kernen oder an den Layern durch Einbringen von funktionellen Gruppen wie Hydrocarbone,
Sauerstoft-haltige, Stickstoff-haltige Gruppen, Sulfur (S/SH)-, N/ NH - und andere P-haltige
Gruppen durchgefuhrt, wodurch eine Stabilisierung der Kapseln und somit das gewinschte Ziel

der Lagerung bei RT erreicht werden konnte.

Beispiel 8: Beeintlussung des natlrlichen Abbaus der Kapseln

Uber die in Beispiel 2 und 7 eingefithrten Modifikationen von funktionellen Gruppen am Kern,

sowie an den Layern konnte der naturliche Abbau der Kapseln nach Einbringen in die jeweilige
Zielzelle beeinflusst werden. Hierfir ergaben sich Abbauzeiten pro Layer bei 4 Stunden

beispielsweise in mesenchymalen- und Tumorzelllinien, sowie Abbauzeiten von 24 Stunden in

Zellen von hamatopoetischen Ursprungs.

Beispiel 9: zielgerichtetes Einbringen: mit Hilfe von AK, Peptide, Proteine
Zur weiteren Spezifizierung des zielgerichteten Einbringens von Cargo in gewlinschte Zielzellen,
wurde in die auBBenliegenden Layer der Kapseln entsprechende Antikorper, Peptide oder Proteine

eingebracht

Beispiel 10: Stabilisierung von Kapseln mit small Molecules als Cargo
Um die Kapseln, welche mit small molecules oder chemotherapeutischen Medikamenten beladen

sind zu stabilisieren wurden die small Molecules oder chemotherapeutischen Medikamente in den

Kapseln mittels Click-Chemie immobilisiert und somit Diffusionseffekte verhindert.
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Anspruche:

1. Nanokapseln geeignet zum Einbringen von Zielmolekilen von primaren Zellen und
Stammzellen, dadurch gekennzeichnet, dass
- die Kapseln aus mindestens zwei biodegradierbaren Lagen bestehen
- zwischen diesen mindestens zwei Lagen sich mindestens eine Nukleinsaure, Protein
und/oder small Molecule, oder anderes Zielmolekll befindet
- die Nanopartikel-Kerne eine fest definierte Gro3e mit einer Varianz von maximal 25%
aufweisen
- ebenso konnen die Nanopartikel- Kerne zusatzlich zu der Grof3e nach Ladung aufgetrennt
werden
- nach Bedarf kann die Kapseloberflache und/oder einzelne Layer innerhalb der Kapsel mit
funktionellen Gruppen modifiziert werden.
- ebenso konnen Cargo-Elemente zwischen den Layern oder die Layer selber modifiziert

werden.

2. Nanopartikel-Kerne gemal3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Nanopartikel einer

festen Grof3e aus dem GroBenbereich von 20-80 nm ausgewahlt werden.

3. Nanopartikel-Kerne gemal3 Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Nanopartikel aus

dem Grol3enbereich von 30-60 nm ausgewahlt werden

4. Vertanren zum Einbringen von Cargo in primare Zellen oder Zelllinien, dadurch
gekennzeichnet, dass die Nanokapseln mit Zellen in Kontakt gebracht werden, wobei

- die Nanopartikel-Kerne eine fest definierte Grof3e mit einer Varianz von maximal 25% aufweisen
- die Nanokapseln aus mindestens zwei biodegradierbaren Lagen bestehen

- zwischen diesen mindestens zwei Lagen sich mindestens eine Nukleinsaure, Protein, small
Molecule und/oder chemotherapeutische Medikamente befindet

- ein oder mehrere Layer oder Cargo konnen durch die Anbindung der funktionellen Gruppen
modifiziert werden um die Stabilitat bei der Lagerung, oder Degradationszeit in den Zellen zu

regulieren.

5. Nanokapseln gemal3 Anspruch 1, verandert durch funktionelle Gruppen zu

Stabilisierungszwecken
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6. Nanokapseln gemal3 Anspruch 1, fir den gezielten Transfer

/. Vertahren nach Anspruch 5. wobei die Zellen gesunde oder maligne Zellen eines

hamatopoetischen Ursprungs sind

8. Vertahren nach Anspruch 6 wobei die Zellen transient transfiziert werden

9. Vertanren nach Anspruch 6 wobei die Zellen stabil transfiziert werden

10. Vertahren nach Anspruch 6, wobei die Zellen embryonale Zellen oder iPS-Zellen sind.

11. Vertahren zur Herstellung von Nanokapseln, dadurch gekennzeichnet, dass die Kerne zum
Autbau der Nanokapseln monodisperse Nanopartikel sind und dass die Nanokapseln mit

Nukleinsauren, Proteinen, small molecules oder chemotherapeutischen Medikamenten beladen

sind und modifiziert mit funktionellen Gruppen oder nicht-modifiziert angewendet werden
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