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1 Einleitung

1.1 Biomaterialien

1.1.1 Definition

Als Biomaterialien werden in der Medizin Stoffe bezhnet,
die sich durch eine gute Gewebevertraglichkeit @igbnen,
nicht toxisch wirken und die kdrpereigene Strukiure
ersetzen. Man nutzt sie in vielfacher Weise zunsjel zur
Herstellung von Implantaten, Prothesen oder ganz

Organen wie dem Kunstherz. Aber auch fir so eirdac

T
Dinge wie den chirurgischen Faden werden sie bghdten '
selbstauflosenden sowie den permanent im Korp ‘
verbleibenden. Hier trift man auf eine weitere 2 -_-_;
r

Unterscheidungsmadglichkeit der Biomaterialien, némin
die biologisch abbaubaren, die als biodegradierb
bezeichnet werden, und die dauerhaft verbleibendeémn,
Uber eine bestimmte Stabilitdt verfigen miussen, dien

definierte Funktion zu erfullen.

1.1.2 Ruckblick

Schon sehr frih in unserer Zeitrechnung begannenséien, korperfremdes Material als
Ersatz fur verlorene Gliedmalien oder Zadhne einzesetDas belegt ein Fund aus dem
zweiten Jahrhundert, bei dem Eisen als Zahnersatmem menschlichen Korper gefunden
wurde. Funde aus der Mayakultur dagegen zeigenmBtrund Seemuscheln als gangigen
Zahnersatz. Doch erst Anfang des 19. Jahrhundeganm man Metallimplantate gezielt in

Studien zu untersuchen. 1891 implantierte der dhathirurg Themistocles Gluck den

ersten Hiftersatz aus Elfenbein, der sich jedodmntndurch langen Erfolg auszeichnete.
Einen Durchbruch in der modernen Geschichte demBierialien stellte 1952 der erste
Einsatz einer Gefal3prothese dar, mit der ein Ratiehrere Jahre problemlos Uberlebte.
1939 wurden erstmals Kunststoffe als Biomaterialientersucht, und bereits 1920

entwickelte Hermann Staudinger die heutige Strukistellung von Polymeren, fir die er

1953 den Nobelpreis erhielt. Auch heute noch weidelymere vielfach als Biomaterialien

in der Medizin angewendet.



1.1.3 Probleme der Biomaterialien

So lange die Biomaterialien auch existieren undrsersetzlich und hilfreich sie auch in der
heutigen Medizin sind, so bringen sie nach wiezadrlireiche Probleme und Komplikationen
mit sich. Die haufigste Komplikationsart stellennmar noch Infektionen dar (De Lalla, F.,
1999). Wie bereits Elek und Conen 1957 (Elek, S@onen, P.E., 1957) nachweisen
konnten, erh6hen Fremdkorper die Infektiositat baktler Erreger. Dadurch kommt es beim
Einsetzen von Implantaten gehéuft zu Entzindungsssen sowohl im Weichteilgewebe,
was ein grundliches chirurgisches Débridement notigemacht, als auch beispielsweise im
Knochen. Nicht selten macht eine solche Entzindeagion eine Explantation
unumganglich, im schlimmsten Fall kann sogar eingpAtation der betroffenen Gliedmalde
notwendig werden (Kramhoft, M., et al., 1994). [2iesProblem versuchte man bereits in
zahlreichen Arbeiten Abhilfe durch lokalen Antibl@einsatz zu schaffen (Gollwitzer, H.,
etal.,, 2003). Eine weitere schwerwiegende Komplka stellen thromboembolische
Reaktionen bei intravasalem Einsatz von Biomatenaldar (Lersch, C., et al., 1999;
David, M., Andrew, M., 1993), die schlimmstenfalsm Tod des Patienten fihren kénnen.
Auch hier versucht man bereits vielfach eine Vesbasng zu erzielen, indem man sich
bemiht antithrombogene Polymere herzustellen (K&W., 1996; Pierce, C.M., et al.,
2000). Zudem konnen Fremdmaterialien Allergien adenunologische Reaktionen bis hin
zu gravierenden Abstol3ungsreaktionen induzierem Bersucht man vorzubeugen, indem
man moglichst biokompatible Materialien verwendigh weiteres Problem stellen die an das
Implantat gestellten Anforderungen dar. Zum Einarssnes in Harte, Elastizitat, Plastizitat
und Stabilitat dem kdrpereigenen Gewebe moglichsliéh sein, zum Anderen soll es einen
dauerhaften Ersatz liefern, so das beste BeispieKanstherz, welches idealerweise ein
Leben lang wahrt. Eine mangelnde Gewebeintegrattes Implantates kann die
Lebensqualitdt eines Patienten erheblich reduziesenkann es zum Beispiel zu einer
Lockerung des Implantates kommen, welche schlimmfeis zu einer Explantation und dem
damit verbundenem Funktionsverlust der entspredreraliedmalle fihren kann. Um ein
solches Risiko zu minimieren und ein besseres Hhsen des Implantates in den Knochen
zu ermdglichen, wurden Studien durchgefiihrt, beiedein die Oberflachenbeschichtung
eingebrachte Wachstumsfaktoren die KnochenneulgldumterstitzenDeppe, H., et al.,
2003; Schmidmaier, G., et al., 2004; Wildemann, B., et 2004). In dieser Arbeit wird
dieses Thema mit einem neuen Konzept aufgegritiemmittels nicht-viralen Gentransfers
dem Implantat wachstumsférdernde Eigenschaftenezleitien. (zu Biomaterialien s. auch
Ratner, B., 2004; Anderson, J.M., 2001)



1.2 Polymere

Ein Polymer ist eine chemische Verbindung, ein sagates Makromolekil, welches aus
Ketten- bzw. verzweigten Molekilen gebildet wirde daus gleichen oder gleichartigen
Einheiten, den sogenannten Monomeren bestehen.
Polymere werden vielseitig in der Industrie verwemdhaben jedoch als Implantatwerkstoffe
und Arzneimitteltrager auch in der heutigen Medizareits einen hohen Stellenwert erlangt.
Es gibt eine Vielzahl von Polymeren die sich dudik verschiedensten Eigenschaften
auszeichnen, ein Unterscheidungsmerkmal ist dabeBestandigkeit und Resorbierung. Je
nach den Anspriichen, die an das jeweilige Polynestedt werden, gibt es permanent
verweilende Polymere, die man zum Beispiel zur tédtsng von Implantaten oder
chirurgischen Faden verwendet, oder biologisch @, biodegradierbare Polymere. Die
letzteren Stoffklassen eignen sich gut fur den &msls Arzneistofftrager zur Bildung eines
sogenanntedrug delivery system (LaVan, D.A., et al., 2003; Rosen, H., Abribat, Z005).
Hier ist eine weitere Unterscheidung wichtig, n&mlin die hydrolytisch und enzymatisch
abbaubaren Polymere. Da Wasser Uberall im Korpekomomt, werden die hydrolytisch
abbaubaren Polymere ungerichtet Uberall im Korpegebaut. Dagegen kann der
enzymatische Abbau gezielt an definierten Wirkoresfolgen, an denen das bendtigte
Enzym in ausreichender Konzentration vorhandenDatses Vorgehen bezeichnet man als
drug targeting. Des weiteren unterscheidet man die Art des AbbaussePolymers: zum
Einen den Abbau in der Masse — bezeichnetbal& degradation, zum Anderen den
Oberflachenabbau — bezeichnet sidace erosion (Lendlein, A., 1999). Zudem ist nattrlich
auch die Abbaugeschwindigkeit ein wichtiger Fak#dl.diese Eigenschaften haben Einfluss
auf die Wirkungsweise eines Arzneistoff-Trager-8gst. In einer perfekten Kombination
und der Wahl des richtigen Polymers konnte ein leteedSystem geschaffen werden,
angepasst an die jeweiligen Anforderungen. Vorteites solchenrug delivery system auf
der Basis eines bioresorbierbaren Polymers sinderunanderem die lokale
Anwendungsmaoglichkeit und somit eine Minimierung dgstemischen Belastung durch den
Arzneistoff und bei Implantaten der Wegfall eineweitoperation zur Entfernung des
Arzneistofftragers (Baker, R.W., Lonsdale, H.K.74%
Langer und Peppas haben 1981 (Langer, R., PeppAas, M81) ein ideales Tragersystem
folgendermalfien definiert:

- eine konstante Wirkstofffreisetzung

- Kompatibilitdt mit dem umgebenden Gewebe



- Gute Handhabbarkeit fir den Anwender
- Ein hohes Wirkstoff-Trager-Verhaltnis
- Eine einfache und kostengunstige Herstellung
- Eine sichere Anwendbarkeit
- Gute mechanische Stabilitat
- Eine einfache Sterilisation.
Im Folgenden soll auf bestimmte Polymerklassenegjaggen werden, die speziell fir diese

Arbeit von Bedeutung sind.

1.2.1 Polyglykolsaure und Polymilchsaure

Polyglykolsaure (PGA soly (glycolic acid)) und Polymilchsaure (PLA poly (lactic acid))
sind beides Polymere, die bereits frih fur die Aneeng in der Medizin entdeckt wurden.
Sie zahlen zu den-Hydroxycarbonsauren, da sie eine Hydroxylgruppedén a-Position
tragen. lhre Grundstruktur wird in Abbildung 1.Iraeutlicht.

A H O B H O
o |
—0—Cc—C— —0—Cc—C—
| |
H CH:

Abbildung 1.1 Chemische Struktur der Monomere dewolydtykolsaure (A) und
Poly-L-Milchsaure (B)

Dabei ist zu beachten, dass PLA aufgrund seinera{itit in mehreren Formen vorliegen
kann. Es kommt unter anderem vor als D-Enantioely-D-Milchsédure (PDLA Zpoly (D-
lactic acid)) genannt, als L-Enantiomer, als Poly-L-Milchsa(P&LA = poly (L-lactic acid))
bezeichnet, oder als eine Mischung der beidenageranntes Racemat, welches Poly-D,L-
Milchsaure (PDLLA =poly (D,L-lactic acid)) genannt wird.

Auch eine Mischung aus PGA und PLA ist mdglich, chel dann als Copolymer bezeichnet
wird (PLGA = poly (lactic-co-glycolic acid)). Schon in den 50er Jahren wurde diese
Kombination als resorbierbares Nahtmaterial eingésBabei hat man sich die Eigenschaft
zu Nutze gemacht, dass PLA wesentlich langsamearbiest wird als PGA, und so ein

langer wéhrendes Nahtmaterial geschaffen (Kohnlahger, R., 1996). Beide Polymere
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werden rein hydrolytisch gespalten, wobei man belote hat, dass der Abbaun vitro
kirzer dauert alm vivo, was auf die Ausbildung einer Pseudokajselvo sowie die hdhere
Verfugbarkeit von Wassein vitro zurickzufuhren ist (Schakenraad, J.M., Dijkstral.,P.
1991). Da sich alle hier aufgefiihrten Polymere kdugute Biokompatibilitat im Sinne
geringer Fremdkdrperreaktionen, guter Gewebevdithdgit und eine vollstandige
Resorption auszeichnen (Heidemann, W., et al., R@bitsprechen sie den von uns gestellten
Ansprichen an einen idealen Arzneimitteltrager.

Sowohl PDLLA- als auch PLGA-Polymere werden von &#mma Boehringer Ingelheim

hergestellt und werden uns in dieser Arbeit nodienéieschaftigen.

1.2.2 Poly-Desaminotyrosyl-Tyrosinethylester

Die Geschichte der Poly-Desaminotyrosyl-Tyrosinksster begann in den 70er Jahren, als
man versuchte Aminosauren in Biomaterialien bzw. lyfRere zu integrieren
(Anderson, J.M., et al., 1974). Als nicht-toxisclemzymatisch abbaubare Substanzen mit
mannigfaltig verzweigten Seitenketten eignetenssod potentiell gut fur die Ankopplung
von Wirkstoffen und den Einsatz im menschlichen p&dr Eine erschwerte Ldslichkeit,
Aufquellen in wassrigen Medien sowie mdgliche Aatigaten bei Kopplung mehrerer
Aminosauren waren jedoch die limitierenden Faktof&nderson, J.M., et al., 1985). So
kamen Langer und Kohn auf die Idee, ,Pseudo-Polyasduren” zu entwickeln (Kohn, J.,
Langer, R., 1996), die in ihrem Grundgerist modifiz den Ansprichen der
Biokompatibilitdt geniigten (Ertel, S.I., Kohn, 1994). So entstanden die seit kurzem in der
Orthopéadie eingesetzten Poly-Desaminotyrosyl-Tyretiylester, welche biokompatibel,
nicht toxisch sowie vollstandig abbaubar sind uné @rforderlichen mechanischen
Eigenschaften mit sich bringen. Die Grundstruktuer dvon Tyrosin abgeleiteten

Polyiminocarbonate wie Polycarbonate zeigt Abbilgldr?.
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-0
CH2 0 CH2

CH - C - HN - CH

X1 X2

Abbildung 1.2 Grundgerist der von Tyrosin abgeteite Polyiminocarbonate (R=NH) und
Polycarbonate (R=0)

Dabei beeinflusst die Art der angehéngten Gruppéh (nd X2) die mechanischen
Eigenschaften des Polymers (Pulapura, S., Kohn1992). Die Biodegradation dieser
Polymere findet je nach Zusammensetzung wahrenderehMonate statt und ist in ihrer
Kinetik den Polylaktiden gleichwertig. Die Biokontgalitdt dagegen erscheint leicht
vorteilhaft vor allem in Bezug auf die Wechselb&meg zwischen Knochen und
Polykarbonaten (Choueka, J., et al., 1996). Di¥seteil scheint auf der Ausbildung einer
Chelatbindung zwischen Kalzium und der Oberflacee Bolymers zu beruhen (James, K.,
et al., 1999).

In dieser Arbeit haben wir uns mit den zwei Polyemgpoly (DTE-co-5% DT carbonate)
(=DTESDT) undpoly (DTE-co-30% DT carbonate) (=DTE30DT) ndher auseinandergesetzt,
die freundlicherweise von Prof. J. Kohn von derdeus State University of New Jersey zur

Verfligung gestellt wurden.

1.3 Gentherapie

Die Gentherapie ist ein von jeher umstrittenes ¢haragsgebiet, da sie einerseits ein sehr
hohes Potential birgt und revolutionére Heilungscea verspricht, zum Anderen aber noch
nicht ausreichend erforscht ist und daher hohe&®&ismit sich bringt. Man versteht darunter

das Einbringen von Nukleinsauren (DNA bzw. RNA)Zielzellen von Patienten, um damit
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Krankheiten oder genetische Defekte zu heilen. @mundstein wurde 1966 bei der
Fachtagung ,Reflections on Research and the Fub@irdedicine” an der Columbia-
Universitat in New York bei einem Vortrag von JoaHiederberg und Edward Tatum gelegt
(Tatum, E.L., 1966)Das erste Mal vorgeschlagen und diskutiert wurde Elasatz der
Gentherapie 1972 von Friedmann und Roblin (Friedman Roblin, R., 1972). Nach einem
anfanglich groRen Aufschwung und der Erweckung grdfoffnungen erlitt man aber noch
in den 1990er Jahren herbe Rickschlage beim Eimgata herapie in klinischen Studien
(Marshall, E., 1999; Assessment of adenoviral vesédety and toxicity, 2002; Raper, S.E.,
et al.,, 2003). Auch wenn seitdem das o6ffentlichiersse an weiteren Studien verhallt ist,
geht dennoch die aktuelle Forschung weiter. Bislangden ca. 1400 klinische Studien
weltweit durchgefihrt. Deutschland liegt dabei anttet Stelle nach den USA und
GrofRbritannien. Vor allem wird die Gentherapie msZmmenhang mit Krebserkrankungen
erforscht, gefolgt von kardiovaskularen und monegisohen Erkrankungen. Aber auch auf
dem Gebiet infektiéser Krankheiten und vielen weiteGebieten verspricht sie dauerhafte
therapeutische Erfolge (Gene Therapy Clinical Sri#orldwide). Es werden dabei drei
Therapieansatze zu Grunde gelegt, die man wie foéjinieren kann. Zum einen die
Substitutionstherapie, bei der es sich um Ersaiz. borrektur fehlerhafter oder fehlender
Genfunktionen bei monogenetischen Erberkrankungeandéit, des weiteren die
Additionstherapie bei der es um eine Verstarkung pte/siologischen Genfunktion geht,
zum Beispiel der Immunabwehr bei Krebserkrankungeond zuletzt die
Suppressionstherapie, bei der man versucht, pateoggenaktivitaten auszuschalten
(Interdisziplinare  Arbeitsgruppe ,Gentechnologiebent®, 2008). Fur alle drei
Therapieansatze sind suffiziente Transportmechamistiir die Gene in die Zelle bzw. den

Zellkern von Noten. Dabei bedient man sich sogeteardenvektoren.

1.4 Genvektoren

Genvektoren konnte man auch als ,Genfahren* bemeith die den Transport von
Nukleinsduren (DNA sowie RNA) in die Zielzelle bzden Zellkern ermdglichen. Hierbei
werden bislang zwei Hauptgruppen unterschieden: Euran virale Genvektoren basierend
auf dem physiologischen Eindringmechanismus deerVin die Wirtszelle, dieser Vorgang

wird Transduktion genannt, zum Anderen nicht-virdBenvektoren, also synthetisch
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hergestellte ,Genfahren®, welche mittels physikdiesr aber auch chemischer Methoden in

die Zelle gelangen. Diese Vorgédnge werden als Tektisn bezeichnet.

1.4.1 Virale Genvektoren

Virale Genvektoren nahmen ihren Ursprung aus debBehtung physiologischer Vorgange
bei einer Virusinfektion und der Fahigkeit der Viren die Wirtszelle einzudringen sowie ihr
eigenes Genom unter Verwendung zelleigener Mecimamszu vervielfaltigen. Somit hatte
man ein natdrliches Transportsystem fur Nukleinsédwgefunden, das zwar wie geschaffen
war, eine Zelle zu infizieren und das gewtiinschted@ezu replizieren, doch nicht unbedingt
darauf ausgerichtet, die infizierte Zelle am Lelzenerhalten oder das exprimierte Gen zu
bewahren. Dennoch waren replikationsunfahige Viredgren Genom gegen ein
therapeutisches ausgetauscht worden war, die ge&evektoren im klinischen Einsatz.
Retroviren und Adenoviren sind die derzeit meishugeten Viren fur klinische Studien
(Gene Therapy Clinical Trials Worldwide). Es werdedoch auch Adeno-assoziierte Viren,
Herpesviren, Pockenviren, Lentiviren, Hepatitismirend Vakziniaviren eingesetzt. Viren
sind bei der Transduktion von Genen in den Zellkeyaheffizient, so bendtigt man nur eine
geringe Anzahl, um eine Zelle zu infizieren.

Der erste groRe Erfolg in der Geschichte der Geaghe wurde bei der Behandlung der
severe combined immunodeficiency-X1 (=SCID-X1) erzielt (Cavazzana-Calvo, M., et al.,
2000). Dabei wurden durch modifizierte Retrovirgignauer dermurine leukemia virus
(=MLV), in vitro Gene in das Genom hamatopoetischer Stammzellerleacht. Diese
wurden spéater mittels einer autologen StammzeHesplantation den Patienten zugefihrt.
Alle zehn der behandelten Kinder konnten geheiltder, zwei davon jedoch erkrankten
kurze Zeit spater an Leukdmie und mussten mit e@leemotherapie behandelt werden
(Hacein-Bey-Abina, S., et al.,, 2003). Man hat alssddhe dieser schwerwiegenden
Erkrankung eine Spatfolge der Gentherapie idemgifizDadurch, dass Retroviren ihre Gene
dauerhaft in das Genom von Zellen einbauen, kaes diwie in dem genannten Fall -
mutagene Folgen nach sich ziehen.

Adenoviren (McConnell, M.J., Imperiale, M.J., 200#rgen dagegen kein so hohes Risiko
der Mutagenitat, da sie das Genom nicht dauerle#indern. Zudem konnen sie sowohl in
sich teilende als auch in ruhende Zellen eindringgmantin, B., et al., 1992). Dennoch wird
der klinische Einsatz durch eine natirliche Immémitles menschlichen Koérpers gegen
Adenoviren, die schwerwiegende immunologische Rea&h hervorrufen kann, limitiert. Es

wurden ernsthafte Nebeneffekte beobachtet wie Thoaytopenie, intravasale Koagulation
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bis hin zum multiplen Organversagen, das bereiisiali zum Tod eines Patienten gefiihrt hat
(Marshall, E., 1999; Assessment of adenoviral vesédety and toxicity, 2002; Raper, S.E.,
et al., 2003). Deswegen hat man im Gegensatz zad\ilen deffirst generation, bei denen
nur ein Gensegment verandert wurde (Van DorengKal., 1984), versucht, eine weitere
Gefahrreduktion durch Ersatz aller viralen Geneerzielen (Kreppel, F., Kochanek, S.,
2004; Morsy, M.A., et al., 1998). Diese neue Getm@navurde algyutiess Viren bezeichnet.
Doch auch bei diesen kam es zu Entziindungsreaktisowie einer starken Immunantwort
(Schiedner, G., et al., 2003; Niidome, T., Huang,2002; Alba, R., et al., 2005). Somit ist
diese wohl weniger abhéngig vom Virentypus odeselessenom, sondern vielmehr durch
den Transduktionsprozess selbst sowie die viralapsElproteine bedingt. Das Minimieren
der Risiken einer Gentherapie ist das Ziel undHBeausforderung neuer gentherapeutischer
Konzepte (Thomas, C.E., et al., 2003; Glover, [@tJal., 2005).

1.4.2 Nicht-virale Genvektoren

Nicht-virale Genvektoren stellen die zweite grofdaigpe der ,Genfahren* dar. Sie haben
Vor- aber auch Nachteile gegeniiber den viralen &fekt Zum einen sind sie leichter und
kostengunstiger in der Herstellung. Zudem verfiginmiber eine gréf3ere Flexibilitat

(Wang, R., et al., 2004), da sie durch chemischwiesphysikalische Einflisse einfacher
veranderbar sind. Auch rufen sie weitaus wenigerkkine Immunreaktionen hervor, da sie
sehr wenige oder keine immunogenen Proteine bearhalvielmehr auf chemisch

hergestellten Lipiden bzw. Polykationen basieremr @roRe Nachteil der nicht-viralen

Genvektoren beruht bis heute auf ihrer geringemdafektionseffizienz, die nur zum Tell

durch das Einbringen groRer Mengen DNA in den mididen Korper kompensiert werden
kann. Diese geringen Transfektionsraten beruhen Eimen auf dem Unvermdgen der
Vektoren, in die Zielzelle bzw. den Zellkern eindaden. Um dieses zu steigern, wurden
bereits mehrere chemische wie auch physikalischiadden (Niidome, T., Huang, L., 2002)

erprobt, wie zum Beispiel diRarticle gun, durch welche kleine Goldktigelchen in die Zelle
geschossen werden, auf dessen Oberflache die ¢utissghen Gene haften. Ein weiteres
Verfahren stellt die Elektroporation dar, bei den &tromstold die Zellmembranen
vorubergehend durchldssig macht, sodass die DNAkBamM die Zelle eindringen kénnen.

Auch andere Verfahren wurden bereits vielfach dipraergaben bis jetzt aber kein
hinreichend zufriedenstellendes Ergebnis (Mehiembert, S., Guy, R.H., 2005). Ein

weiteres Problem stellen Serumnukleasen dar, diehdeorzeitigen enzymatischen Abbau

das Erreichen der Zielzelle verhindern. Um der Dh&hr Stabilitdt zu verleihen und ihr
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einen Schutz vor dem enzymatischen Abbau zu bietarden Gen-Komplexe mit

kationischen Lipiden und Polymeren (Luo, D., Sakmm W.M., 2000), beruhend auf
elektrostatischen Interaktionen, hergestellt, sagate Lipoplexe bzw. Polyplexe. Dabei
handelt es sich um kleinste Partikel im Nanometeibk. Zur Herstellung wurden dabei
naturlich vorkommende Proteine wie die Histone déletamine genutzt sowie synthetisch
hergestellte Polyaminosauren, zum Beispiel Polyrgsler Poly-Arginin (Eichman, J.D., et
al., 2001; Zuber, G., et al., 2001). Hierbei hahsPolyethylenimin (=PEIl) als eines der
effizientesten Reagenzien herauskristallisiert ustéllt derzeit eine der -effektivsten

Tragersubstanzen fir nicht-viralen Gentransfer(Baussif, O., et al., 1995).

1.4.2.1 Vektoren mit PEI

Eine erste erfolgreiche Verwendung von Polyethyieni zur Beférderung von DNA ist
Jean-Paul Behr et al. gelungen (Kichler, A. et1899). In der heutigen Forschung wird PEI
in zwei strukturellen Formen verwendet, sowohldinals auch verzweigt, wie man Abb. 1.3
entnehmen kann. Auch besteht eine weite Streuungeethiedenen Molmassen, in denen
PEI verfugbar ist.

A HsC-CH2-NH- [CH2-CH2-NH] n-CHz-CH2-NHs

B “NH “NH-

T

“N’\/N\/“N’\/N.../\N’\/NHZ
H 2 H H
N’\/N\/\N"\
¢ H

Abbildung 1.3 Darstellung der linearen (A) und derzweigten (B) Strukturformel von PEL.

PEI ist ein organisches Makromolekll mit der héehdDichte protonierbarer Aminogruppen
und somit wie geschaffen, um Nukleinsauren in Nanigel zu komplexieren

(Wagner, E., 2004). Die Grol3e der komplexierten BRE-Partikel hangt unter anderem
von dem molaren Verhdaltnis der Aminogruppen (N) s zu den negativ geladenen
Phosphatgruppen (P) der DNA ab, welches durch dRe-Ratio ausgedrickt wird. Zum
Anderen wird es von der Salzkonzentration des umggdn Bildungsmilieus entscheidend

beeinflusst.
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Unter physiologischen Bedingungen im Bereich pH ifid sbei weitem nicht alle
Aminogruppen des PEI vollstadndig protoniert. Diexlingt eine gewisse Pufferkapazitat,
welche wiederum eine wichtige Voraussetzung fur Bersatz des PEI als ,Genfahre* im
Korper ist. Nach einer unspezifischen Bindung d&AEPEI-Partikel an negativ geladene
Proteoglykane der Zellmembran (Mislick, K.A., Baddbwieler, J.D., 1996; Kopatz, I., et al.,
2004) werden sie durcBndozytose in die Zelle aufgenommen (Duncan, Ral.et1979;
Leonetti, J.P., et al., 1990; Tang, M.X., Szok&;.F1997). Da dieser Vorgang ungerichtet
erfolgt und eine Kontrolle bzw. zielgenaue Steugrdier Komplexe nicht méglich ist, ist
bereits vielfach versucht worden, PEI-Polyplexe spezifischen Rezeptor-Liganden wie
Peptiden (Erbacher, P., et al., 1999; Kircheis,dR.al., 2001; Kreppel, F., Kochanek, S.,
2004), Wachstumsfaktoren (Blessing, T., et al.,12080ohlenhydraten (Zanta, M.A., et al.,
1997; Diebold, S.S., et al., 1999) oder Antikdrpeam kombinieren, um dadurch das
Eindringen in die Zielzelle zu erleichtern und désl genauer zu definieren. Da diese
Komplexe den viralen Transduktionsweg nachahmereiblenet man sie auch astificial
viruses (Wightman, L., et al., 2001). Nach endosomaler naliimne in das Zellinnere
verhindert die Pufferkapazitat des PEI trotz endwaer Ansauerung durch Protonen einen
pH-Abfall und schitzt so die Komplexe vor lysosoemalAbbau. Dadurch bleibt ein Teil der
DNA-PEI-Partikel erhalten und kann ins Zellinnereeigesetzt werden, wo der
Weitertransport der Gene in den Zellkern erfolgtl wlort eine Umsetzung der genetischen
Information stattfindet (Godbey, W.T., et al., 1998dina-Kauwe, L.K., et al., 2005). Die
Freisetzung aus den Endosomen erfolgt durch derensogten proton-sponge-effect
(Dunlap, D.D., et al.,, 1997). Dabei folgt auf diems@uerung eine passive Diffusion von
Chlorid-lonen in das Innere des Endosomes, wodeschu einem Anstieg des osmotischen
Drucks kommt und letztendlich zu einem Platzen\desikels (Legendre, J.Y., et al., 1997).
Dennoch ist dies bei geringen Konzentrationen eiiee Haupthirden fir effizienten
Gentransfer mit PEI-Polyplexen (Ogris, M., et 001). Deswegen hat man den Versuch
unternommen, inaktivierte Viren mit PEI-Polyplexea kombinieren (Bettinger, T., et al.,
2001), um die Effizienz zu steigern. Hier jedockllstsich wiederum das Problem der
korpereigenen Immunitat gegenuber Viruspartikeld der Entztindungsreaktionen, die sie
hervorrufen. So ist man dazu Gbergegangen, memtira@&ubstanzen in die Komplexe zu
integrieren, welche von viralen Proteinen (Xu, ét,al., 1999) und Toxinen (Lukacs, G.L.,
et al., 2000; Suh, J., et al., 2003) abgeleitet &dastlich synthetisiert wurden (Brunner, S.,
et al., 2000; Arigita, C., et al., 1999). Dabei Isath die Substanz Melittin als eine der
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effektivsten in Kombination mit PEI-Komplexen (Clam, J.P., et al., 2003; Godbey, W.T.,
et al., 2001) oder auch Lipoplexen (Finsinger,dDal., 2000) herausgestellt.

1.4.2.2 Entstehung der COPROGs

Ein weiteres Problem der PEI-Polyplexe stellte T¢sache dar, dass sie zvilawnitro hohe
Transfektionsraten aufwiesen, jedoch bei gewnivo-Applikation bei Mausen als positiv
geladene Teilchen sehr schnell aus dem Korper&rdisliminiert wurden und hauptsachlich
in der Lunge kumulierten. Auch die Expressionsraten transfizierten Gene waren in der
Lunge weitaus hoher als in anderen Organen (Pfanlet al., 1992). Zudem war Gentransfer
in therapeutisch wirksamen Dosen mit akuten Intatkdnen verbunden. Dies resultiert
daraus, dass die positiv geladenen Polyplexe meit zielgerichtet an Zielmembranen
ankoppeln, sondern auch mit anderen Zellen uncoBsandteilen interagieren. So hat man
bei ex vivo-Versuchen beobachtet, dass Polyplexe Erythrozytegilamerate verursachen
kbnnen. Man vermutet, dass sowohl die erhdhte Esmpe in der Lunge wie auch die
Toxizitat durch das Entstehen der Konglomerate Ralgplexen und Blutbestandteilen und
der Einbettung dieser in den Lungenkapillaren \sacint wurde. Deswegen versuchte man
die positive Ladung der Teilchen durch die Anbinglueines weiteren Polymers
abzuschirmen und benutzte hierzu das Polyethylkagly(PEG). Durch diese
.PEG-ylierung“ der PEI-Polyplexe wurden zwar dieddaeffekte reduziert (Plank, C., et al.,
1992; Kim, T., et al., 2004), aber auch die Traktsbasrate, da die Teilchen nun weder an
Blutbestandteile noch an Zielzellen ankoppeltenfdgsechte man weiter und fand ein negativ
geladenes Schutz-Polymer, ein sogenanni®tective Copolymer, welches Uber
elektrostatische Wechselwirkungen an die positivadgnen PEI-Polyplexe angehangt
werden kann. Dieses Copolymer (=P6YES5C) setzt sitsammen aus einer negativ
geladenen Peptidgruppe (YE5C) sowie einer PEG-Hin(ie6). Diese sind Uber ein
entsprechendes Linker-Molektl miteinander verbund@® so entstandenen (siehe auch
Abb. 1.4) Copolymer-geschitzten PEI-Polyplexe wer@és Copolymer Protected Gene
Vectors (=COPROGS) bezeichnet (Finsinger, D., et al., 2000
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Abbildung 1.4 Bildung vorCopolymer Protected Gene Vectors (=COPROGS) Uber elektrostatische
Wechselwirkungen

COPROGs bhieten eine Vielzahl positiver Eigenscimaftée zum Beispiel eine Verringerung
der Komplementaktivierung sowie durch die neutrdledung eine Reduzierung der
Interaktionen zwischen Polyplexen und Serumproteined somit eine Herabsetzung der
Toxizitat. Ein weiterer Vorteil ist die reversibBindung des Copolymers an PEI-Polyplexe.
Dadurch ist eine Verdrangung der PEI-Polyplexe dieser Bindung durch geladene
Proteinstrukturen, wie zum Beispiel die extrazélital Matrix, mdglich und damit eine
Ankopplung an Zellmembranen. Zudem sind COPROGs aigifach und kostengtinstig in
der Herstellung. Bei der Vielzahl an Einsatzmodimiten bieten sie eine attraktive
Alternative zur Optimierung nicht-viraler Transfgsgeme und wurden bereits in zahlreichen

Untersuchungen erfolgreich eingesetzt (Wagne2@4).

1.5 Tissue Engineering

Tissue Engineering (Langer, R., Vacanti, J.P., 1993; Vacanti, J.Rnder, R., 1999) ist der
Versuch, natirliche Gewebe unter Laborbedingungerhzuzichten. Damit moéchte man
zum Einen Heilungsprozesse unterstitzen (durch piedssveise Abdeckung offener
Wunden), aber auch funktionsuntauglich gewordendsr @erstértes Gewebe ersetzen
(Griffith, L.G., Naughton, G. 2002). Ein Fernziat idie Zichtung ganzer Organe vor dem
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Hintergrund, dass das heutige Spenderangebot beeM/@icht den gestiegenen Bedarf an
Ersatzgeweben und -organen decken kann.

Es handelt sich hierbei um ein interdisziplinaresorsEhungsfeld an dem
Materialwissenschaften, Zellbiologie und Medizinnggnsam beteiligt sind. Eine der
Herausforderungen besteht darin, ein geeignetedisGeru entwickeln, an dem sich
korpereigene Zellen orientieren und mehrschich8gikturen bilden kdnnen. Im Idealfall
verwendet man hierfur selbstauflésende Biomatenalidie vollstandig resorbiert werden,
sodass in der Folge lediglich das auf diese Wegdergnite Organ bestehen bleibt. Zudem
missen entsprechende Bedingungen geschaffen wesdtar, denen die Zellen wachsen,
sich vermehren und in die verschiedenen Gewebetgumsdifferenzieren konnen. Diese
Zellen kdnnen autologer (vom Patienten selbs®gather (vom Individuum gleicher Spezies)
oder xenogener (von anderen Lebewesen, zum Beibj@ein) Herkunft sein. Dabei haben
autologe Zellen den Vorteil, dass sie keine immaogisichen AbstoRungsreaktionen
induzieren. Von besonderem Interesse sind in diesamammenhang multipotente
Stammzellen, die in verschiedene Zelltypen ausdiffeieren koénnen (Bianco, P.,
Robey, P.G., 2001; Rahaman, M.N., Mao, J.J., 20Bib).Vorteil hierbei ist, dass in relativ
kurzer Zeit, groRe Mengen gleichartiger Zellen Yerfigung stehen. Da jedoch der Einsatz
embryonaler Stammzellen (Thomson, J.A., et al.8)2®&is vorwiegend ethischen Griinden
strengen Kontrollen unterliegt, riicken adulte Stamlten (Pittenger, M.F., et al., 1999)
immer mehr in den Mittelpunkt des Interesses (Coni@., Huss, R., 2005). Um die
Ausdifferenzierung sowie das Wachstum dieser ZeHansteuern, ist eine Vielzahl an
Mediatoren notwendig, unter anderen Wachstumsfakiafytokine oder Hormone (Pei, M.,
et al., 2002; Metcalfe, A.D., Ferguson, M.W., 20BYyirch die gentherapeutische Forschung
ist es moglich geworden, in diese Regelmechanisshéim einzugreifen und so zielgerichtet

Gewebe entstehen bzw. wachsen zu lassen.

1.5.1 Genaktivierte Biomaterialien

Auch genaktivierte Biomaterialien kann man weitebend demTissue Engineering
zuschreiben. Man versteht darunter Biomaterialiendie Gene eingearbeitet sind, welche
beim Einsatz des Biomaterials im Korper freigesetetden und lokal auf die umgebenden
Zellen wirken. Zwar handelt es sich dabei nicht Gewebe- bzw. Organersatz im engeren
Sinne, aber je nach Funktion, fur welche die eiaggsn Gene kodieren, kbénnen sie zu
Gewebeerneuerung bzw. -wachstum vor Ort beitragexd wsich somit an den

Heilungsprozessen im Korper beteiligen. Der Vorteiher solchen lokal beschréankten
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Gentherapie ist, dass sie gezielt an dem Ort edtgiewerden kann, an welchem sich das
erkrankte Gewebe befindet. Damit umgeht man eirgerysche Belastung durch die
Gentherapie und verringert das Risiko eventuellebéviwirkungen oder der Beeinflussung
gesunden Gewebes. Ein solcliesg delivery system bietet vielerlei Einsatzmaoglichkeiten
und am richtigen Einsatzort eine vielversprechenuguartige Therapieoption. Zur
Herstellung eignen sich vor allem biokompatible momiodegradierbare Polymere (s. auch
Kap. 1.2), die man zum Beispiel zur Beschichtung lraplantaten verwendet oder auch zur
Herstellung von Schrauben. Dort eingearbeitete Geemlen beim Abbau des Polymers
langsam freigesetzt und férdern, zum Beispiel igherStimulierung von Zellen zur Bildung
von Wachstumsfaktoren, die Frakturheilung. Da ra€KNA sehr geringe Transfektionsraten
aufweist, virale Genvektoren dagegen viele Nebdawigen sowie Immunreaktionen
induzieren kdénnen, bieten nicht-virale Genvektaggnzukunftsorientiertes Konzept (s. auch
Kap. 1.4). In der vorliegenden Arbeit wird man sidrwiegend mit einer speziellen Gruppe

nicht-viraler Genvektoren befassen, namlich den ROB8s.

1.6 Zielsetzung

Medizinische Implantate werden vielfach in der ©phdie sowie auch Unfallchirugie
verwendet. Sie dienen dort hauptsachlich der mestiaen Stabilisierung von
Knochenbrichen bzw. -defekten. Die Hauptproblenteedsind die Infektanfalligkeit sowie
die biologische (Un-)Vertraglichkeit der kunstlich&titzgewebe. Deswegen hat man nach
Beschichtungen bzw. Tragersubstanzen geforschcheetowohl biokompatibel als auch
biodegradierbar und als Trager fur Arzneistoffeigeet sind — beispielsweise Antibiotika.
Hierbei hat sich dagoly (D/L lactic acid) (=PDLLA) als eine sehr vielversprechende
Tragersubstanz herauskristallisiert und wurde benei Gebrauch mit Antibiotika umfassend
getestet (Gollwitzer H., et al.,, 2003). Auch in Kombination itmrekombinanten
Wachstumsfaktoren wie dem BMP-2, dem IGF und derk-I3& wurde das PDLLA bereits
erprobt (Schmidmaier, G., et al., 2004; WildemaBn, et al., 2004). Dabei hat man bei
vivo-Versuchen eine beschleunigte Callusbildung descKews beobachtet sowie eine daraus
resultierende verbesserte Frakturheilung (RahamiaN,, Mao, J.J., 2005). Da jedoch der
Einsatz rekombinanter Wachstumsfaktoren mit selvehdkosten verbunden ist, hat man
nach Alternativen gesucht und ist hierbei auf eigemtherapeutischen Ansatz gestof3en,
namlich den nicht-viralen Gentransfer. Die Idee mittels nicht-viraler Genvektoren, im
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Besonderen der COPROGs (Finsinger, D., et al., R&@0pereigene Zellen zur Bildung von
Wachstumsfaktoren anzuregen und so deren Wachstdandern.

Ziel dieser Arbeit ist nun die Untersuchung diestathodik sowie deren Effizienz. Dabei
will man zunachst das PDLLA als bereits erprobtegg&rmaterial einsetzen und versuchen
ein optimales Polymer-COPROGs-Verhaltnis zu findeei, dem die Gen-Expression der
Zellen, die Transfektionseffizienz und die Gen-get&zung moglichst hoch sind, gleichzeitig
aber die Toxizitat der Genvektoren bezogen aufZaé#en moglichst gering gehalten wird.
Fur diese Untersuchungen wurden folgende Plasnidgsetzt: pB-luc zur Expression des
Reportergenghotinus pyralis luciferase und pEGFP-N1 zur Expression des Reportergens
enhanced green fluorescent protein. Desweiteren will man vier verschiedene Polymees d
PDLLA, PLGA, DTE5DT und DTE30DT, und deren Eigenaftan als Tragersubstanzen
gegeneinander testen und abwiegen, um das sorefestalrug delivery system nochmals zu

optimieren bzw. an die individuellen Anforderundsimin vivo-Einsatz anzupassen.
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2 Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Reagenzien

Als Grundsubstanz der durchgefiuihrten Versuche elresynthetische Polymere, zum Einen
die Polymerepoly (D/L lactic acid)(=PDLLA) mit dem Handelsnamen Resomer® R 203 S
und poly (D/L lactic-co-glycolic acid) (=PLGA) mit dem Handelsnamen
Resomer® RG 503 H, erworben von der Firma Boehringgelheim Pharma (Ingelheim,
Deutschland). Zum Anderen kamen die Polymgmy (DTE-co-5% DT carbonate)
(=DTES5DT) und poly (DTE-co-30% DT carbonateJ=DTE30DT) zum Einsatz, die
freundlicherweise von Professor J. Kohn (RutgersteStUniversity of New Jersey,
New Jersey Center for Biomaterials, Piscataway\NfR) zur Verfligung gestellt wurden.

Als Ldsungsmittel dienten Ethylacetat von der Firnsagma-Aldrich (Deisenhofen,
Deutschland), Chloroform von der Firma Merck KGaBRafmstadt, Deutschland) und
Isopropanol aus der hauseigenen Apotheke des KhmskRechts der Isar. Chloroform und
Isopropanol wurden zusammen in einem Mischvertsiltan 19:1 verwendet. Zudem wurden
weitere Losungsmittel von der Firma Sigma-Aldricbe{senhofen, Deutschland) wie
Methanol, Aceton und 2-Buthanol zu Lésungsversudteangezogen.

Zur Herstellung von Genvektoren wurden zwei unta@estiiche eukaryotische
Expressionsplasmide verwendet. Das Plasmid pB-&rejorben von der Firma Roche
(Mannheim, Deutschland), zur Expression des Remmtsphotinus pyralis luciferaseanter
der Kontrolle des CMV-Promotors und das Plasmid PE®I1, erworben von der Firma
Clontech (Palo Alto, CA, USA), zur Expression depBrtergengnhanced green fluorescent
protein (=EGFP) unter Kontrolle des CMV-Promotors. Des terein wurde verzweigtes
Polyethylenimin mit einem mittleren Molekulargewiclon 25 kDa (=PEI 25) von der Firma
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland) bezogéil. 25 wurde in Wasser gel6st, mit HCI
neutralisiert, gegen Wasser dialysiert und nachilffteation in einer Konzentration von 2,9
mg/ml verwendet. Das PEG (=Polyethylen glycol)-Cgpwr P6YES5C wurde in der
Arbeitsgruppe nach Finsinger et al. (Finsinger,dDal., 2000) synthetisiert, aufgereinigt und
das Reaktionsprodukt gegen Wasser dialysiert.

Fur die Zellkultur wurdeDublecco’s Modified Eagle Mediurder Firma Biochrom AG
(Berlin, Deutschland) verwendet, 10 % (v/v) fotakeslberserum (=FCS) der Firma PAA
(Linz, Osterreich) sowie Penicillin und Streptomyailer Firma Biochrom AG (Berlin,
Deutschland). AulRerdem wurden Trypsin EDTA der Rirninvitrogen (Karlsruhe,
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Deutschland) undphosphate-buffered saling=PBS) der Firma Biochrom AG (Berlin,
Deutschland) eingesetzt.

Zur Messung der Genexpression wurden ein Lyse-Ruffsstehend aus 0,1 % Triton-X in
250 mM Tris pH 7.8, verwendet sowie ein SubstrdtdPu hergestellt aus 60 mM
Dithiothreitol, 10 mM Magnesiumsulfat, 1 mM ATP, 30MD(-)-Luciferin der Firma
Boehringer (Mannheim, Deutschland) und 25 mM Gh@iycin pH 7.8. Des weiteren die
Standardsubstanz rekombinante Luciferase der FRothe (Mannheim, Deutschland).

Fur Proteinbestimmungen wurden das Bio-Rad Profesay Kit Il der Firma Bio-Rad
(Minchen, Deutschland) basierend auf der Methode Bxadford (Bradford, M.M., 1976)
und Bovines Serum Albumin (= BSA) mit der BezeichgyProtein Standard II“ derselben
Firma genutzt.

Zudem wurde das Zellproliferationsreagens V&SI der Firma Roche (Mannheim,
Deutschland) zur Messung der metabolischen Aktigitigesetzt.

Dasfluorescence activated cell sortifgFACS) —Puffer, bestehend aus PBS, 1 % FCS und
0,02 % Na-Acid, wurde zur Messung der Transfekedfitsenz verwendet.

Alle weiteren Chemikalien und Reagenzien wurden wier Firma Sigma-Aldrich
(Deisenhofen, Deutschland) bezogen.

2.2 Genvektoren

2.2.1 Formulierung geschtutzter Genvektoren (=COPRO§

Zur Herstellung derCopolymer protected gene vectolsCOPROGs) wurden drei
Bestandteile herangezogen, eine Plasmid-DNA (=pDMA)der Konzentration 5 mg pro ml,
das Polyethylenimin (=PEI 25) mit einer Konzentrativon 2,9 mg pro ml und das
PEG-Copolymer P6YES5C mit einer Konzentration vord,61mM. Nach Festlegen der
bendtigten pDNA-Menge wurden die Mengen der anddreiden Bestandteile nach den
folgenden Formeln definiert. Die Menge von PEI 25urde nach der Formel
N/P = (ug PEI/ 43) * (330 / ug pDNA) bestimmt, vebldlie hierbei verwendete N/P Ratio 8
betrug. Das Schutzpolymer P6YESC wurde nach der meébr
(ul PBYESC) = 1000 * (ug pDNA / 330) * (Ladungsaqu.c (P6YE5C) mM) mit
3 Ladungsaquivalenten entsprechend der negativeduniga der eingesetzten pDNA
berechnet. Alle drei Bestandteile wurden separasterilien GefalRen vorgelegt und das

Endvolumen mit Wasser angeglichen (siehe Abb. R.1 a
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Wie in Abb. 2.1 b) schematisch dargestellt, wurdergt unter ,Vortexen“ pDNA-L6sung der

PEI-L6sung zugefuhrt und fur einige Sekunden zusamgeschiittelt. Nach Einhalten einer
Inkubationszeit von 15 Minuten bei Raumtemperaildelben sich unter Kondensierung der
beiden Komponenten positiv geladene DNA-KomplexeesP wassrige LOsung aus
pDNA - PEI 25 - Komplexen wurde wiederum unter ,Yéxen* der P6YE5C-LOsung

beigemengt und flr einige Sekunden weiter gesdhiitach einer weiteren Inkubationszeit
von 30 Minuten bei Raumtemperatur formte sich degativ geladene PEG-Copolymer um
die positiv geladenen DNA-Komplexe. Die so entstared wassrige COPROGs-LOsung,
bestehend aus pDNA - PEI 25 - P6YESC - Komplexarrge in einem sterilen zylindrischen

Glashomogenisator/Potter (15 ml) der Firma Schéabtdrtechnik (Goéttingen, Deutschland) in
einer Mischung aus Trockeneis und Ethylalkohol ustéandigem Riuhren schockgefroren und

Uber Nacht lyophilisiert. Die Endkonzentration @endensierten pDNA betrug 0,04 pg/ul.

a) {[TITT (L]

7 =
4”:v
pDNA PEI25 P6YESC

5 (N a

15 Min. 30 Min.
-

iy | m=ms- L yOphilisation

A:.A‘» T o
>
| [ [+1 [l [+11+111

Abbildung 2.1 a) und b) Herstellung der COPROGs
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2.2.2 Nackte DNA

Die entsprechende Menge nackter pB-luc pDNA mitKi@nzentration 5 pg pro pl wurde am

Vortag der Beschichtung in Wasser gelost, in eiagiimdrischen Glashomogenisator (15 ml)
in einer Mischung aus Trockeneis und Ethylalkohaieu standigem Rihren schockgefroren

und Uber Nacht lyophilisiert.

2.3 Zellkultur

2.3.1 Zelllinie

Alle Messungen wurden an NIH 3T3 Zellen (murine emohale Fibroblasten) der Firma
LGC Promochem (Wesel, Deutschland) durchgefiihrt.e DZellen wurden in
Dublecco’s Modified Eagle Mediymwelches mit 10 % (v/v) fotalem Kalberserum,
100 U Penicillin pro ml und 100 pug Streptomycin pnberganzt wurde, kultiviert und unter
Standardbedingungen bei 37 °C, 5 %,Cand 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank der
Firma Thermo Quest (Egelsbach, Deutschland) inktibie

2.3.2 In vitro Transfektion

Es wurden je 7000 Zellen in 200 pl Zellkulturmediymo Well auf einer 96-Well-
Zellkulturschale aufgetragen und unter Standardigeotigen bei 37 °C, 5 % GQund 95 %
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank der Firma Thermo &3t (Egelsbach, Deutschland) fiir den
jeweiligen Zeitraum bis zur Messung inkubiert. Bgiubationszeiten grofRer als 48 Stunden
wurde das Zellkulturmedium regelmafdig alle zwei dagewechselt um eine optimale

Versorgung der Zellen zu gewahrleisten.

2.4 Polymerbeschichtungen

2.4.1 Oberflachen aus PDLLA

Oberflachen aus PDLLA wurden mittels Ethylacetatrb&hloroform/Isopropanol (v/v = 9/1)
als Losungsmittel hergestellt. Das Polymer wurderdg@i in den Konzentrationen 50 und
100 mg pro ml verwendet. Die entsprechende MengelLLRD wurde auf einer

Prazisionswaage der Firma Sartorius AG (Gottindgzeutschland) in einem sterilen Gefald
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abgewogen, anschlieBend wurde das Losungsmittaudpitigt und das Gefal? bis zur
vollstandigen Losung des Pulvers geschittelt. Désung wurde bis zur endgultigen
Verwendung dicht verschlossen auf Trockeneis gelagef eine 96-Well-Zellkulturschale

aus Polypropylen der Firma Greiner Bio-One (Fri¢clersen, Deutschland) wurden je
100 bzw. 50 pl proWell aufgetragen, so dass nach Verdampfen des Losutbgismi
Beschichtungen von 5000 pg PDLLA pro Loch entstandese wurden nun mit je 7000
Zellen in 200 pl Zellkulturmedium besiedelt und Imagner Inkubationszeit von 24 Stunden
unter Standardbedingungen bei 37 °C, 5 % @@d 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank
zur Messung der metabolischen Aktivitat verwer{digthe Abb. 2.2).

P

= Ethylacetat

~— oder
= Chloroform+
NS Isopropanol
PDLLA PDLLA
Ldsung
£ 50/100 pl
50/100 ul
m Hochvakuumtrocknung im Lyophilisator
5000 pg
NIH/3T3 t ‘
Zellen Polymer

|

= Metabolische Aktivitat

Abbildung 2.2. Schematische Darstellung der Hdrstglvon Oberflachen aus PDLLA und Testung
der metabolischen Aktivitat.

2.4.2 Oberflachen aus DTE5DT und DTE30DT

Oberflachen aus DTE5DT und DTE30DT konnten nach reren Lésungs- und
Optimierungsversuchen nur mithilfe von Chlorofosoftropanol (v/iv = 19/1) als
Losungsmittel hergestellt werden. Die Polymere wardn den Konzentrationen 50 und
100 mg pro ml verwendet. Die entsprechenden Melgea5DT und DTE30DT wurden auf

einer Préazisionswaage der Firma Sartorius AG (@get, Deutschland) in einem sterilen
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Gefall abgewogen, anschlieRend wurde das Losungshitzugefugt und das Gefald bis zur
vollstandigen Losung des Pulvers geschittelt. Désung wurde bis zur endgultigen
Verwendung dicht verschlossen auf Trockeneis gelagef eine 96-Well-Zellkulturschale
aus Polypropylen der Firma Greiner Bio-One (Fri¢clersen, Deutschland) wurden je
100 bzw. 50 pl proWell aufgetragen, so dass nach Verdampfen des Losutbgismi
Beschichtungen von 5000 pug DTE5DT bzw. DTE30DT tantden. Diese wurden nun mit je
7000 Zellen in 200 pl Zellkulturmedium besiedeltdunach einer Inkubationszeit von
24 Stunden unter Standardbedingungen bei 37 °C,G&3%und 95 % Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank zur Messung der metabolischen Aktivigiwendet (siehe Abb. 2.3).

Chloroform+
Isopropanol
N

DTE5DT/ DTESDT/
DT30DT DT30DT

L6sung
£ 50/100 pl
50/100 ul
m Hochvakuumtrocknung im Lyophilisator
v
NIH/3T3 L g%?om‘ﬁ
Zellen Y
\/

=>» Metabolische Aktivitat

Abbildung 2.3 Schematische Darstellung der Hernstell von Oberflachen aus DTESDT bzw.
DTE30DT und Testung der metabolischen Aktivitéat

2.4.3 Oberflachen aus PDLLA mit pB-luc COPROGs

Zunachst wurde das Polymer PDLLA mit den Konzemren 20, 40, 80, 160 und
240 mg/ml in Ethylacetat bzw. Chloroform/Isopropbfoyv = 19/1) gel6st und in sterilen
GefaRen dicht verschlossen auf Trockeneis gelagétierauf wurden die im
Glashomogenisator lyophilisierten COPROGs, bestélaus der pDNA pB-luc, PEI 25 und
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dem Schutzpolymer P6YESC, mittels eines TeflonHRistler Firma Schuitt Labortechnik
(Gottingen, Deutschland) in Ethylacetat dispergidbiese Dispersion wurde auf die
Plasmid-Konzentrationen 0,4; 0,2; 0,1; 0,05; 0,d26125; 0,00625 und 0,003125 pg/pl mit
Ethylacetat verdiinnt und ebenfalls in sterilen @Gefédauf Trockeneis gelagert. Daraufhin
wurden je 25 pl Polymerlosung und 25 pl COPROGg®®on in  einer
96-Well-Zellkulturschale aus Polypropylen der FirnGreiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland) durch auf- und abpipettieren miteieanermischt. Die COPROGs-Dispersion
wurde jeweils vor dem Auftragen kurz geschittety die darin dispergierten COPROGs
gleichmalRig zu verteilen. Nach Verdampfen des Lgsomttels und anschlieBender
Hochvakuumtrocknung/Lyophilisation verblieben Pofmfiime aus 500, 1000, 2000, 4000
und 6000 pg PDLLA, die COPROGs mit einer Plasmidilyee von 0,078; 0,156; 0,3125;
0,625; 1,25; 2,5; 5 und 10 ug pB-luc enthieltere Benaktivierten Oberflachen wurden nun
mit NIH 3T3 Zellen besiedelt. Dabei wurden je 7G4llen in 200 ul Zellkulturmedium auf
die Wells pipettiert und Uber den direkten Kontakt mit CORBOtransfiziert. Nach einer
Inkubationszeit von 48 Stunden unter Standardbediggn bei 37 °C, 5 % COund
95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank wurden Messengder metabolischen Aktivitat, der
Luciferase-Expression und der Proteinkonzentratioansfizierter Zellen durchgefihrt
(siehe Abb. 2.4).
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Abbildung 2.4 Schematische Darstellung der Hersteglivon Oberflachen aus PDLLA mit COPROGs
und Testung der Transfektion.

2.4.4 Oberflachen aus PLGA mit pB-luc COPROGs

Zunachst wurde das Polymer PLGA mit den Konzemnatn 20, 40, 80, 160 und 240 mg/ml
in Ethylacetat geldst und in sterilen GefaRen dwbrtschlossen auf Trockeneis gelagert.
Hierauf wurden die im Glashomogenisator lyophilia COPROGs, bestehend aus der
pDNA pB-luc, PEI 25 und dem Schutzpolymer P6YESGttets eines Teflon-Pistills der
Firma Schitt Labortechnik (Goéttingen, Deutschland) Ethylacetat dispergiert. Diese
Dispersion wurde auf die Plasmid-Konzentrationeh 0,2; 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625
und 0,003125 pg/pl mit Ethylacetat verdinnt unchédiks in sterilen GefalRen auf Trockeneis
gelagert. Daraufhin wurden je 25 pl Polymerlésund 85 pl COPROGs-Dispersion in einer
96-Loch-Zellkulturschale aus Polypropylen der FirrGaeiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland) durch auf- und abpipettieren miteieanermischt. Die COPROGs-Dispersion

wurde jeweils vor dem Auftragen kurz geschittety die darin dispergierten COPROGs
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gleichmalRig zu verteilen. Nach Verdampfen des Lgsomttels und anschlieRender
Hochvakuumtrocknung/Lyophilisation verblieben Pofnmfiime aus 500, 1000, 2000, 4000
und 6000 pg PLGA, die COPROGs mit einer Plasmid-g¢emon 0,078; 0,156; 0,3125;
0,625; 1,25; 2,5; 5 und 10 ug pB-luc enthieltere Benaktivierten Oberflachen wurden nun
mit NIH 3T3 Zellen besiedelt. Dabei wurden je 7G4llen in 200 ul Zellkulturmedium auf
die Wells pipettiert und Uber den direkten Kontakt mit CORBOtransfiziert. Nach einer
Inkubationszeit von 48 Stunden unter Standardbediggn bei 37 °C, 5 % COund
95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank wurden Messengder metabolischen Aktivitat, der
Luciferase-Expression und der Proteinkonzentratioansfizierter Zellen durchgefihrt
(siehe Abb 2.5).

Homogenisator

a

Ethylacetat
— #
i
NS
lyophilisierte COPROGs PLGA
COPROGSs Disptlersion |-<'55|U”9
25 ul ¢ 25 ul
£ Lo
50 pl

Hochvakuumtrocknung im Lyophilisator

genaktivierte

NIH/3T3 \__’ﬁ & ‘ Oberflache

Zellen

= Metabolische Aktivitat
= Luciferase Expression
=> Proteinkonzentration transfizierter Zellen

Abbildung 2.5 Schematische Darstellung der Hergtgllvon Oberflachen aus PLGA mit COPROGs
und Testung der Transfektion.
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2.4.5 Oberflachen aus DTESDT und DTE30DT mit pB-lucCOPROGs

Zunachst wurden die Polymere DTESDT und DTE30DT dah Konzentrationen 40 und
80 mg/ml in Chloroform/Isopropanol (v/iv = 19/1) gsl und in sterilen Gefal3en dicht
verschlossen auf Trockeneis gelagert. Hierauf wurddie im Glashomogenisator
lyophilisierten COPROGSs, bestehend aus der pDNAlygB-PEI 25 und dem P6YESC,

mittels eines Teflon-Pistills der Firma Schitt Lekohnik (Gottingen, Deutschland) in
Chloroform/lsopropanol (v/iv. = 19/1) dispergiert. eéSe Dispersion wurde auf die
Plasmid-Konzentrationen 0,4; 0,2; 0,1; 0,05; 0,28,125; 0,00625 und 0,003125 pg/pul mit
Chloroform/lsopropanol (v/iv. = 19/1) verdinnt undeefalls in sterilen GefalRen auf
Trockeneis gelagert. Losungen von PDLLA in Chlorofdsopropanol (v/v = 19/1) mit den

Konzentrationen 40 und 80 mg/ml wurden als Kongraingesetzt. Daraufhin wurden je
25 ul Polymerlosung und 25 pul COPROGs-Dispersioaimer 96-Loch-Zellkulturschale aus
Polypropylen der Firma Greiner Bio-One (FrickenteaysDeutschland) durch auf- und
abpipettieren miteinander vermischt. Die COPROGspBision wurde jeweils vor dem
Auftragen kurz geschiittelt, um die darin dispetgierCOPROGSs gleichmé&lidig zu verteilen.
Nach Verdampfen des Losungsmittels und anschliedtend
Hochvakuumtrocknung/Lyophilisation verblieben Pognfiime aus 1000 und 2000 pg
DTE5SDT, DTE30DT bzw. PDLLA, die COPROGs mit einelasmid-Menge von 0,078;

0,156; 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5 und 10 pg pB-kmthielten. Die genaktivierten

Oberflachen wurden nun mit NIH 3T3 Zellen besiedBlabei wurden je 7000 Zellen in

200 pl Zellkulturmedium auf diéNells pipettiert und Uber den direkten Kontakt mit
COPROGs transfiziert. Nach einer Inkubationszeit n vo48 Stunden unter

Standardbedingungen bei 37 °C, 5 %.,Q@@d 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank wurden
Messungen der metabolischen Aktivitdt, der LucBer&xpression und der

Proteinkonzentration transfizierter Zellen durclidpet (siehe Abbildung 2.6).
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Abbildung 2.6 Schematische Darstellung der Henstell von Oberflachen aus DTE5SDT bzw.
DTE30DT mit COPROGSs und Testung der Transfektion.

2.4.6 Oberflachen aus PDLLA und PLGA mit nackter pOINA

Zunachst wurden die Polymere PDLLA und PLGA mit damnzentrationen 20, 40, 80, 160
und 240 mg/ml in Ethylacetat gelost und in steril&efaen dicht verschlossen auf
Trockeneis gelagert. Hierauf wurde die im Glashoemgator lyophilisierte nackte pDNA

mittels eines Teflon-Pistills der Firma Schitt Lekohnik (Goéttingen, Deutschland) in

Ethylacetat dispergiert. Diese Dispersion wurde @ief Plasmid-Konzentrationen 0,4; 0,2;
0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625 und 0,003125 lugittEthylacetat verdiinnt und ebenfalls
in sterilen GefalRen auf Trockeneis gelagert. D&wauivurden je 25 ul Polymerlésung und
25 ul pDNA-Dispersion in einer 96-Loch-Zellkulturede aus Polypropylen der Firma
Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland) dwaaf und abpipettieren miteinander
vermischt. Die pDNA-Dispersion wurde jeweils vomadéuftragen kurz geschiittelt, um die
darin befindliche pDNA gleichmé&fRig zu verteilen.ddaVerdampfen des Losungsmittels und
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anschlieBender Hochvakuumtrocknung/Lyophilisatioarblieben Polymerfilme aus 500,
1000, 2000, 4000 und 6000 pg PDLLA bzw. PLGA, caekie pDNA in den Mengen 0,078;
0,156; 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5 und 10 pg pB-kmthielten. Die genaktivierten
Oberflachen wurden nun mit NIH 3T3 Zellen besiedBlabei wurden je 7000 Zellen in
200 pl Zellkulturmedium auf digVells pipettiert und tber den direkten Kontakt mit nackt
pDNA transfiziert. Nach einer Inkubationszeit va® 8tunden unter Standardbedingungen bei
37 °C, 5 % CQ@ und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank wurden ddangen der
metabolischen Aktivitat und der Luciferase-Expresstransfizierter Zellen durchgefihrt
(siehe Abb. 2.7).
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Ethylacetat
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genaktivierte
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Abbildung 2.7 Schematische Darstellung der Herstgllvon Oberflachen aus PDLLA und PLGA mit
nackter pDNA und Testung der Transfektion.
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2.4.7 Oberflachen aus PDLLA und PLGA mit pEGFP-N1COPROGs

Zunachst wurden die Polymere PDLLA und PLGA mit dkonzentrationen 40 und
80 mg/ml in Ethylacetat gelost und in sterilen @efd dicht verschlossen auf Trockeneis
gelagert. Hierauf wurden die im Glashomogenisatophiilisierten COPROGS, bestehend aus
der pDNA pEGFP-N1, PEI 25 und dem Schutzpolymer EBY, mittels eines Teflon-Pistills
der Firma Schuitt Labortechnik (Gottingen, Deutsatijain Ethylacetat dispergiert. Diese
Dispersion wurde auf die Plasmid-Konzentratione®50,0,025; 0,0125 und 0 pg/pl mit
Ethylacetat verdiinnt und ebenfalls in sterilen @Geféaauf Trockeneis gelagert. Daraufhin
wurden je 25 pl Polymerlosung und 25 pl COPROGg®®on in  einer
96-Loch-Zellkulturschale aus Polypropylen der FirrGaeiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland) durch auf- und abpipettieren miteieanermischt. Die COPROGs-Dispersion
wurde jeweils vor dem Auftragen kurz geschittety die darin dispergierten COPROGs
gleichméalRig zu verteilen. Nach Verdampfen des Lgsomttels und anschlieRender
Hochvakuumtrocknung/Lyophilisation verblieben Pognfiime aus 1000 und 2000 ug
PDLLA bzw. PLGA, die COPROGs mit einer Plasmid-Mengon 0; 0,3125; 0,625 und
1,25 pg pB-luc enthielten. Die genaktivierten Oldetien wurden nun mit NIH 3T3 Zellen
besiedelt. Dabei wurden je 7000 Zellen in 200 ulkaéurmedium auf dieWells pipettiert
und Uber den direkten Kontakt mit COPROGs transfiziNach einer Inkubationszeit von
48 Stunden unter Standardbedingungen bei 37 °C, GCyund 95 % Luftfeuchtigkeit im

Brutschrank wurde die Messung der Transfektionsefiiz transfizierter Zellen durchgefuhrt.

2.4.8 Oberflachen aus PDLLA und PLGA mit radioaktiv markierten pB-luc COPROGs
Zunachst wurden die Polymere PDLLA und PLGA mit d@nzentrationen 20, 40, 80 und
160 mg/ml in Ethylacetat gel6st und in sterilen &&fn dicht verschlossen auf Trockeneis
gelagert. Hierauf wurden die im Glashomogenisayoplhilisierten, radioaktiv markierten
COPROGs, bestehend aus der-markierten pDNA pB-luc, ‘f-markiertem PEI 25 und
dem Schutzpolymer P6YESC, mittels eines TeflonHRistler Firma Schitt Labortechnik
(Gottingen, Deutschland) in Ethylacetat dispergidbiese Dispersion wurde auf die
Plasmid-Konzentrationen 0,2; 0,1; 0,05 und 0,023ulgnit Ethylacetat verdinnt und
ebenfalls in sterilen GefalRen auf Trockeneis gelagParaufhin wurden je 25 pl
Polymerlosung und 25 pul COPROGs-Dispersion in eifé¢rLoch-Zellkulturschale aus
Polypropylen der Firma Greiner Bio-One (FrickenteaysDeutschland) durch auf- und
abpipettieren miteinander vermischt. Die COPROGspBision wurde jeweils vor dem

Auftragen kurz geschiittelt, um die darin dispetgierCOPROGs gleichmalRiig zu verteilen.
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Nach Verdampfen des Losungsmittels und anschliedtend
Hochvakuumtrocknung/Lyophilisation verblieben Pognfime aus 500, 1000, 2000 und
4000 pg PDLLA bzw. PLGA, die radioaktiv markiert®©ROGs mit einer Plasmid-Menge
von 0,625; 1,25; 2,5 und 5 pg pB-luc enthieltere Benaktivierten Oberflachen wurden mit
200 pl Dublecco’s Modified Eagle Mediurbeschichtet, unter Standardbedingungen bei
37 °C, 5 % CQund 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiemd zur Messung der
Freisetzung von pDNA und PEI 25, wie unter 2.1Cchasben, verwendet.

2.5 Integritat von pDNA nach Dispersion in Ethylacéat

Im Glashomogenisator lyophilisierte COPROGSs bestdlais der pDNA pB-luc, PEI 25 und
dem Schutzpolymer P6YESC wurden mittels eines heRstills in Ethylacetat dispergiert.
So entstandene Dispersionen mit Plasmid-Konzeotati von 40, 20 bzw. 7,5 pg pB-luc
wurden bei getffnetem Deckel gelagert und bis zocKene eingedampft. Daraufhin wurden
sie mit jeweils 500 pl Wasser rehydratisiert. Esrdeu ein Elektrophorese-Gel mit
0,6 % Agarose in 0,05 M NaOH und 1 mM EDTA hergéistend mit den wassrigen
Lésungen der COPROGs beladen. Dabei wurden COPR@tRBIasmid-Mengen von 800,
400 und 150 ng pB-luc appliziert. Als Kontrollgrigpienten frisch formulierte COPROGs
ebenso bestehend aus der pDNA pB-luc, PEI 25 uhdt8aolymer P6YESC mit Plasmid-
Mengen von 400 und 200 ng pB-luc sowie 200 ng ma@f@NA. Zur Durchfihrung der
Elektrophorese wurde die Elektrophoresekammer HE MiBi Submarine der Firma
Hoefer Inc. (San Francisco, CA, USA) in Verbindumgt einer Stromquelle der Firma
Bio-Rad (Munchen, Deutschland) verwendet. Nach reifigektrophorese-Dauer von
30 Minuten bei 60V in Gegenwart von Ethidiumbron{tBr) mit der Konzentration
Ceer = 0,5 pg/ml, wurde die Integritdt der pDNA nactsjarsion in Ethylacetat im UV-Licht

untersucht.

2.6 Metabolische Aktivitat

Zur Messung der metabolischen Aktivitat wurde dafipfoliferationsreagens W1 der

Firma Roche (Mannheim, Deutschland) verwendet. €&ieReagens wurde direkt nach
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Mediumwechsel in Mengen von 20 pl pro 200 ul Zdtlkumedium den auf den Oberflachen
befindlichen Zellen zugefuhrt. Diese wurden hieranfer Standardbedingungen bei 37 °C,
5% CQ und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank der Firmiaermo Quest (Egelsbach,
Deutschland) bis zum Messzeitpunkt inkubiert. V@8I wird durch mitochondriale
Dehydrogenasen aktiver Zellen gespalten, wobei eloodes Formazan entsteht. Dessen
Konzentration wurde nach Ablauf der Inkubationszedturch Uberfilhren des
Mediumuberstands auf eine durchsichtige 96-Loclkdiurplatte aus Polystrychol der
Firma TPP (Trasdingen, Schweiz) bei einer Welleggamon 450 nm im Multilabel Counter
Wallac Victof 1420 der Firma Perkin Elmer (Boston, MA, USA) kireetrisch bestimmt.
Gegen Referenzmessung bei einer Wellenlange von @30 wurde die gemessene
Formazan-Konzentration direkt mit der Zahl metadmdli aktiver Zellen ins Verhaltnis
gesetztIn den graphischen Darstellungen spiegelt die Hidgregemessenen Absorption die
Hohe der metabolischen Aktivitat transfizierterlZelwider.

Bei fortlaufenden Messreihen betrugen die Inkulmestzeiten von einer halben bis zu drei
Stunden ab Mediumwechsel, wobei die Ergebnissdmédieg alle 30 Minuten bestimmt und
spater in einem Liniendiagramm aufgetragen wuréen.punktuellen Messungen betrug die
Inkubationszeit genau drei Stunden, die Ergebmgsden in Blockdiagrammen dargestellt.

2.7 Luciferase Expression

Zur Messung der Expression des pB-luc Plasmids evuddr Mediumiberstand nach
entsprechender Inkubationszeit vorsichtig abgesagehdie Zellen, wie in Finsinger et al.
(Finsinger, D., et al., 2000) beschrieben, mit 3H0PBS gewaschen. Hierauf fand bei
Raumtemperatur die Lyse der Zellen mit 100 pl 0,Tdton-X in 250 mM Tris bei einem

pH-Wert von 7,8 statt. Nach 10 Minuten wurde desdworgang durch Verlagerung der
Zellkulturplatte auf Trockeneis gestoppt. 50 pl Iigsht wurden zur Bestimmung der
Biolumineszenz entnommen und auf eine schwarze c@bHZellkulturplatte der Firma

Corning Incorporated (New York, USA) dberfuhrt. Baurden 100 pl Substrat-Puffer
Luciferase Assay System der Firma Promega (MannhBentschland) hinzugefigt und die
Lumineszenz der Proben unverziglich im Microplatentdlation & Luminescence Counter

TopCount der Firma Canberra Packard (Dreieich, §&u#nd) vermessen. Mithilfe der
Standardsubstanz rekombinante Luciferase der FRathe (Mannheim, Deutschland) wurde
eine Eichgerade erstellt.
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Luciferase-Expression wurde in Picogramm pro Midigm Protein dargestellt. Die
Inkubationszeit betrug bei Einzelmessungen 48 Stanbei fortlaufenden Messreihen Uber
sieben Tage betrugen die Inkubationszeiten 2472896, 120, 144 und 168 Stunden.

2.8 Proteinkonzentration

Zur Messung der Proteinkonzentration wurde dasH&d- Protein Assay Kit Il der Firma
Bio-Rad (Munchen, Deutschland) eingesetzt, welehdiner von Bradford 1976 (Bradford,
M.M., 1976) entwickelten Methode basiert. Dieseubérauf der Beobachtung, dass sich das
Absorptionsmaximum einer sauren Coomassie Brillgloe G-250 Lésung nach Bindung an
Proteine von 465 nm auf 595 nm verschiebt. Mantetehsich nach dem Protokoll des
Herstellers.

Der Mediumuberstand wurde nach entsprechendebétlanszeit vorsichtig abgesogen und
die Zellen, wie in Finsinger et al. (Finsinger, Bt,al., 2000) beschrieben, mit 150 ul PBS
gewaschen. Hierauf fand bei Raumtemperatur die tgseZellen mit 100 pl 0,1 % Triton-X
in 250 mM Tris bei einem pH-Wert von 7,8 statt. Nd® Minuten wurde der Lysevorgang
durch Verlagerung der Zellkulturplatte auf Trockisngestoppt. 10 pl des Zelllysats wurden
zur Bestimmung der Proteingesamtmenge entnommeneine durchsichtige 96-Well-
Zellkulturplatte aus Polystrychol der Firma TPP g3aingen, Schweiz) Uberfihrt und mit
150 pl Wasser verdunnt. Es wurden 40 ul Bio-Radei#roAssay Reagenz hinzugefugt und
unter Schitteln fur 5 Minuten inkubiert. AnschlieBewvurde die Absorption der Proben bei
einer Wellenlange von 590 nm im Multilabel Countéallac Victor2 1420 der Firma Perkin
Elmer (Boston, MA, USA) vermesseMithilfe des Bovinen Serum Albumins (= BSA) wurde
eine Eichgerade erstellt.

Die Inkubationszeit betrug bei Einzelmessungen dthd&n, bei fortlaufenden Messreihen
Uber sieben Tage betrugen die Inkubationszeited&472, 96, 120, 144 und 168 Stunden.
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2.9 Durchflusszytometrie (FACS)

Zur Messung der Transfektionseffizienz des pEGFP-NPlasmids wurde der
Mediumuberstand nach entsprechender Inkubatiangaesichtig abgesogen und die Zellen
mit 150 pl PBS gewaschen. Hierauf wurden sie mit [HO Trypsin-EDTA von der
genaktivierten Oberflache geltst. Dieser Abloseangg wurde kontrolliert unter einem
Lichtmikroskop durchgefiihrt und mit 100 Plublecco’s Modified Eagle Mediugestoppt.
Daraufhin wurden die Zellen zweimal mit einer FA@8Herldsung aus PBS, 1 % FCS und
0,02 % Na-Acid gewaschen und bis zum MesszeitpaukEis gelagert. Zur Differenzierung
zwischen lebenden und toten Zellen wurde der Zgtksnsion Propidiumjodid (P1) mit einer
Endkonzentration vonec= 1 - 0,1 pg/ml beigemischt, da nach Verlust ddi-Ihtegritat eine
Anfarbung der DNA im Zellkern mit Pl moglich ist. D Prozentsatz an lebenden,
transfizierten Zellen wurde mit dem Messgeréat FAZ&htage der Firma BD Biosciences
(San Jose, CA, USA) bestimmt. Dabei wurde die zemnsachende Zellpopulation aus einem
Streuungsdiagramm (vorwarts/seitwarts) ausgewtEluoreszenz wurde als Mal3 flr den
Anteil toter Zellen bei einer Anregungswellenlangeon 488 nm und einer
Emissionswellenlange von 585 + 42 nm detektiertFE&-luoreszenz als Mal} fur den Anteil
transfizierter Zellen bei einer Anregungswellengngvon 488 nm und einer
Emissionswellenlange von 530 + 30 nm. Die Bestimgndar Transfektionseffizienz wurde
jeweils mit 5000 Zellen durchgefihrt.

2.10 Freisetzung von pDNA und PEI 25

2.10.1 Messvorgang

Zur Messung der Freisetzung von pDNA und PEI 25denrbeide Substanzen radioaktiv
markiert (siehe unten) und wie unter 2.4.8 besbkniezur Herstellung von Oberflachen
verwendet. Diese wurden je mit 200[ublecco’s Modified Eagle Mediuiiberschichtet und
fur die Gesamtinkubationszeit von 4 Wochen untan&irdbedingungen bei 37 °C, 5 % L0
und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubielie einzelnen Messzeitpunkte lagen bei
1,2, 4, 24,48, 72, 168, 240, 336, 504 und 67adkn, wobei die Mediumuberstande jeweils
gesammelt und durch frisches Zellkulturmedium etseturden. Die Radioaktivitat der

einzelnen Mediumiberstande wurde im Gamma Countlad/1480 Wizard 3”7 der Firma
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Perkin Elmer (Boston, MA, USA) vermessen. Die kuative Freisetzung vort®-markierter
pDNA und [B-markiertem PEI 25 wurde prozentual zur eingesetienge an pDNA und
PEI 25 dargestellt.

2.10.2 Radioaktivmarkierung von pB-luc pDNA mit I*?°

Die Radioaktivmarkierung der pDNA pB-luc wurde mmadioaktivem 12> anhand einer
Vorschrift der Arbeitsgruppe entsprechend der CorfongMethode durchgefuhrt, welche
eine leichte Modifikation des von Terebesi et @kergbesi, J., et al., 1998) vertffentlichten
Protokolls darstellt. Die Effizienz det?f-Markierung von pDNA wurde durch Messung der
Absorption bei 260 nm (DNA-Konzentrationsbestimmungnd durch Messung der
Radioaktivitdt im Gamma Counter Wallac 1480 Wizardder Firma Perkin Elmer (Boston,
MA, USA) bestimmt. Uber Gelelektrophorese und Aatbographie wurde't>-markierte
pDNA analysiert, im Verhaltnis 1:4 mit nicht-markier pDNA gemischt und fur die

Herstellung von geschitzten Genvektoren eingesetzt.

2.10.3 Radioaktivmarkierung von PEI 25 mit -

Die Radioaktivmarkierung von PEl 25 wurde mit raditvem [

durchgefihrt. Der
Markierungsansatz setzte sich aus 1 ml einer vgissrPEI 25-Losung (10 mg/ml) und
2 eq. Bolton-Hunter Reagenz der Firma Sigma-Aldri¢beisenhofen, Deutschland)
zusammen (2 eq. = 210,56 = 21,06 ul einer Lésung von 10 mg/ml in DMF). Nach
einstindiger Inkubationszeit wurden jeweils 50D des Markierungsansatzes auf zwei
lodogen-Tubes der Firma Perbio (Bonn, Deutschlanffjeteilt und mit 0,1 mCi{'versetzt.
Nach einer Reaktionszeit von 5-10 Minuten wurde Rlaaktionsprodukt tiber Sephadex G25
PD-10-Séaule der Firma GE Healthcare (Minchen, Rétdaad) in 1,5 M NaCl aufgereinigt.
Im Anschluss wurde das gereinigte Produkt dreimabeg Wasser dialysiert. Die
Konzentrationsbestimmung mittels CuSCest ergab eine PEI-Endkonzentration von
c=149 mg/ml. Mittels Radioaktivmessung wurde eeirspezifische Aktivitat von
16898 CPMug ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Losungsverhalten der Polymere

3.1.1 Poly (D/L lactic acid)

Das verwendete Polymepoly (D/L lactic acid) ist sowohl in Ethylacetat wie auch in
Chloroform gut I6sbar, jedoch entschied man sidgrand der bei Gollwitzer (Gollwitzer, H.
2001) beschriebenen Vorteile fir die Verwendung usethylacetat als Losungsmittel.
Chloroform/Isopropanol wurde lediglich aus Grindlam besseren Vergleichbarkeit mit den
Poly-Desaminotyrosyl-Tyrosinethylestern DTESDT UnGE30DT angewendet.

3.1.2 Poly (D/L lactic-co-glycolic acid)
Das Polymepoly (D/L lactic-co-glycolic acid)iel3 sich ebenfalls gut in Ethylacetat auflésen,

von weiteren Lésungsversuchen hat man bei diesdpmEpabgesehen.

3.1.3 Poly-Desaminotyrosyl-Tyrosinethylester

Da die Poly-Desaminotyrosyl-Tyrosinethylestpaly (DTE-co-5% DT carbonate)nd poly
(DTE-c0-30% DT carbonatehicht in Ethylacetat |6sbar waren, war man gezwenngach
einem anderen LOosungsmittel zu suchen. Fiur DTES&@te sich Chloroform als potentes
Losungsmittel, jedoch traf dies nicht fiur DTE30DUW. Dieses Polymer liel3 sich weder in
reinem Chloroform, noch in Methanol, Aceton, 2-Baribl oder Isopropanol alleine auflésen.
Erst als man Chloroform zusammen mit Isopropanal. [(#2Buthanol verwendete, liel3 sich
eine Losung des Polymers DTE30DT herstellen.

PDLLA PLGA DTESDT DTE30DT
Chloroform mit
Ethylacetat Isopropanol Chloroform mit
Chloroform mit Ethylacetat Isopropanol
Isopropanol (Chloroform mit
2-Buthanol) (Chloroform mit
(Chloroform) 2-Buthanol)
(Chloroform)

Tabelle 3.1 Loslichkeit der Polymere - Ubersicht eerwendeten Losungsmittel
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Hierauf wurden verschiedene Mischverhaltnisse dids@ésungsmittel am Beispiel des
Polymers DTE30DT untersucht und einige davon auwmhdem Polymer DTESDT erprobt
(s. Tab. 3.2).

DTE5SDT DTE30DT
Chloroform/Isopropanol Chloroform/Isopropanol
1.0 1:1
4:1 4:1
10:1
19:1 19:1
24:1
49:1 49:1
99:1
Chloroform/2-Buthanol Chloroform/2-Buthanol
19:1
49:1 49:1

Tabelle 3.2 Mischverhéltnisse der Losungsmittellzisung von DTESDT und DTE30DT

Man entschied sich wegen der besseren Beschiclexgeimisse, die unter einem
Lichtmikroskop ausgewertet wurden, gegen 2-Buthandl fir Isopropanol als Mischpartner.
Die besten Ergebnisse, d.h. eine gleichmaRige Bd#dahg lUber das ganzé/ell ohne
Licken und Risse, wurden dabei in einem Verhal@hsoroform zu Isopropanol von 19:1
beobachtet.

3.1.4 Loslichkeit

Bei weiteren Versuchen wurde festgestellt, dass ldislichkeit der beiden Polymere
DTESDT und DTE30DT bei gleichem Losungsmittel gganist als die von PDLLA und
PLGA. Wenngleich man mit PDLLA und PLGA ohne we#grKonzentrationen von bis zu
320 mg pro ml herstellen konnte, waren mit DTESDW WTE30DT nur Lésungen bis zu
100 mg pro ml mdglich. Die genauen Ldslichkeitenrden allerdings nicht bestimmit.
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3.2 Integritat der pDNA

Die Prufung der Integritdt der pDNA wurde durchdefiium sicher zu stellen, dass die
pDNA bei dem zur Herstellung voopolymer protected gene vectosCOPROGS)
notwendigen Lyophilisationsvorgang, die spatere haaische Behandlung im
Glashomogenisator zur Herstellung einer Dispersiaod zuletzt durch das Ldésungsmittel
Ethylacetat nicht beschadigt wurde. Dazu wurden ROBs bestehend aus pB-luc, PEI 25
und dem Schutzpolymer P6YESC vorbereitet, lyopleittsund in Ethylacetat dispergiert.
Hierauf wurden diese COPROGSs, die 800, 400 undnt50DNA enthielten, im Vergleich zu
unbehandelten, nicht-dispergierten COPROGs mitutiD200 ng pDNA und im Vergleich
zu 200 ng unkomplexierter pDNA (Ausgangsmateriailtets Gelelektrophorese untersucht.
Abbildung 3.1 zeigt das Ergebnis dieser Untersughwelches keine herstellungsbedingten
Schaden der pDNA erkennen lasst. Somit konnte Isemieverden, dass die zu COPROGs
verarbeitete und in genaktivierte Oberflachen ditifee pDNA dieselbe Qualitat aufwies
wie unbehandelte pDNA.

Abbildung 3.1 Uberprifung der DNA-Integritat; Fotder Gelelektrophorese: Geltaschen 1-3
dispergierte COPROGs; Geltaschen 4 und 5 unbela@eftaschen 6 und 7 nicht-dispergierte
COPROGsS; 8 unkomplexierte pDNA (Ausgangsmaterial).
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3.3 Einfluss des Ldsungsmittels auf die metabolisehAktivitat

Hierzu wurden Beschichtungen aus PDLLA gelést in hykcetat  bzw.
Chloroform/lsopropanol (v/v = 19/1) sowie Beschigiden aus DTESDT bzw. DTE30DT
gel6st in Chloroform/lsopropanol (v/iv = 19/1) argtifyt, die jeweils 5000 pg Polymer pro
Well enthielten. Diese Oberflachen wurden mit je 70081 RT3 Zellen proWell besiedelt
und anschlipend fur einen Gesamtzeitraum von drei Stunden 8temdardbedingungen im
Brutschrank inkubiert. Messungen wurden alle 30 Wwken ab Zugabe des

Zellproliferationsreagens W1 im Multilabel Counter Wallac Vict6rl420 durchgefiihrt.

3.3.1 Vergleich PDLLA in Ethylacetat versus PDLLA n Chloroform/Isopropanol

Die Abbildung 3.2 zeigt einen direkten Vergleichr d@DLLA-Beschichtungen geldst in
Chloroform/lsopropanol (A und B) bzw. Ethylacet& (und D) betrachtet unter einem
Durchlichtmikroskop bei 40- bzw. 100facher Vergriffgy. Man erkennt auf den Bildern
zum Einen die darauf angesiedelten Zellen, dereniclghéRige Verteilung und
Beschichtungsdichte im Well sowie den sichtbaren Unterschied in der
Oberflachenbeschaffenheit, bedingt durch die udtéesllichen Losungsmittel. Dabei zeigte
das in Chloroform/Isopropanol geloste PDLLA sehheitliche, klare, beinahe durchsichtige
Oberflachen, das in Ethylacetat geldste dagegenfeghstrukturierte Oberflachen, die aber
dennoch einheitlich waren und keine Verklumpungeweesen.

Im Verlauf der Messungen zeigten die Zellen auf BBIgeldst in Chloroform/Isopropanol
insgesamt eine schlechtere metabolische Aktivigijeme auf PDLLA gel6st in Ethylacetat
(s. Abb. 3.3).

44



Abbildung 3.2 Bilder von Oberflachen aus PDLLA galin Chloroform/Isopropanol (A und B)
bzw. Ethylacetat (C und D) mit NIH 3T3 Zellen unte&inem Durchlichtmikroskop
(A und C x40); (B und D x100).

Absorption (450 - 630 nm)
[N

0 0,5 1 15 2 2,5 3
Zeit (h)

‘—O—PDLLA mit Ethylacetat —#— PDLLA mit Chloroform/Isopropanol ‘

Abbildung 3.3 Metabolische Aktivitdt von NIH 3T3 fen auf PDLLA in Abhangigkeit vom
Lésungsmittel

45



3.3.2 Vergleich PDLLA, DTE5DT und DTE30DT

Die NIH 3T3 Zellen auf Oberflachen aus DTE5DT bzMdTE30DT gelbst in
Chloroform/Isopropanol zeigten sich dagegen unblesst vom Losungsmittel und boten
unabhangig von Polymer und Losungsmittel dieselb&abolische Aktivitat (s. Abb. 3.4)

1,5 A

0,5 -

Absorption (450 - 630 nm)
-

0 0,5 1 15 2 2,5 3
Zeit (h)

—&— PDLLA mit Ethylacetat

—— DTESDT mit Chloroform/Isopropanol

DTE30DT mit Chloroform/Isopropanol

Abbildung 3.4 Metabolische Aktivitat von NIH 3T3 len auf PDLLA, DTESDT und DTE30DT
in Abh&angigkeit vom Losungsmittel

3.3.3 Kontrollgruppen

Als Kontrollgruppen wurden Medium, lebende wie tdtdlen inWellsohne Beschichtungen
herangezogen und deren metabolische Aktivitat vesere (s. Abb. 3.5). Weder im Medium
noch bei toten Zellen wurde eine signifikante meliszlbhe Aktivitdt beobachtet, diese
Gruppen lieferten nahezu eine perfekte Nullliniee Gruppe der lebenden Zellen dagegen

zeigte Werte der metabolischen Aktivitdt verglemhbmit Zellen auf PDLLA geldst in
Ethylacetat.
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1,5

0,5

Absorption (450 - 630 nm)
-

0 0,5 1 15 2 2,5 3

Zeit (h)
‘—0— Medium —il—lebende Zellen tote Zellen

Abbildung 3.5 Metabolische Aktivitat der Kontrollgspen

3.4 Einfluss von COPROGs auf Oberflachen und Zellen

Hierzu wurden Beschichtungen aus PDLLA gelést in hykcetat  bzw.
Chloroform/Isopropanol (v/v = 19/1) sowie Beschigiden aus DTESDT bzw. DTE30DT
gel6st in Chloroform/Isopropanol (v/iv = 19/1) argyifyt, die jeweils 5000 pg Polymer sowie
je 10, 5 bzw. 2,;.ug pDNA proWell in Form von COPROGSs enthielten. Diese Oberflachen
wurden mit 7000 NIH 3T3 Zellen prdaNell besiedelt und anschfiend fir einen
Gesamtzeitraum von drei Stunden unter Standardpedgen im Brutschrank inkubiert.
Messungen wurden alle 30 Minuten ab Zugabe degrdéferationsreagens W1 im
Multilabel Counter Wallac Vict6r1420 durchgefiihrt.

3.4.1 Strukturelle Unterschiede der Beschichtungen

Abbildung 3.6 zeigt Oberflachen aus DTESDT und DUEE mit je 10 ug pDNA praVellin
COPROGs-Formulierungen vor der Besiedlung mit Zeiie direkten Vergleich unter einem
Durchlichtmikroskop bei 200facher Vergrof3erung. ©blv man kleinere strukturelle
Unterschiede erkennen kann, bildeten beide Polymssar einheitliche und Kklare
Oberflachen. In keiner dieser Oberflachen wardieser Auflosung eine Beeinflussung der
Oberflache durch die COPROGs erkennbar.
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Abbildung 3.6 Bilder von Oberflachen aus DTE5DT (A) und DTE30DB) (geldst in

Chloroform/lsopropanol mit pB-luc COPROGs (140g pDNA pro Well) unter einem
Durchlichtmikroskop(x 200).

Abbildung 3.7 zeigt Oberflachen aus PDLLA in Etlogeat mit 2,5 bzw. 10 ug pDNA pro
Well vor der Besiedlung mit Zellen im direkten Vergleighter einem Durchlichtmikroskop
bei 200facher Vergrof3erung. Hier erkennt man eimelddie Anwesenheit von COPROGs
bedingte strukturelle Veranderung der Beschichtopngeelche umso ausgepragter war je
hoher die zugegebene COPROGs-Konzentration.

Abbildung 3.7 Bilder von Oberflachen aus PDLLA galin Ethylacetat mit pB-luc COPROGs
(2,519 pDNA (A) und 10ug pDNA (B) proWell) unter einem Durchlichtmikroskop (x 200).

3.4.2 Metabolische Aktivitat

Im Verlauf der Messungen zeigten die NIH 3T3 Zelleei aufsteigender COPROGs-
Konzentration eine niedrigere metabolische Aktiv(g& Abb. 3.8). Dieses Verhalten war auf
fast allen Oberflachen unabhéngig von der Art descBichtungspolymers erkennbar, am
deutlichsten ausgepragt bei DTE30DT. Bei DTESDT riten dagegen kein direkter

Zusammenhang zwischen metabolischer Aktivitat u@dPROGs-Menge hergestellt werden.
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Abbildung 3.8 Metabolische Aktivitat von NIH 3T3 en auf verschiedenen Polymeroberflachen in
Abhangigkeit von der COPROGs-KonzentrationWal.
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3.5 Luciferase Expression im zeitlichen Verlauf

Hierzu wurden Oberflachen mit dem pDNA zu Polymerhéltnis 1:1000, 1:500 und 1:250
eingesetzt. Es wurden genaktivierte OberflachenPddd A geldst in Ethylacetat hergestellt,
die 2000, 1000 bzw. 500 pg Polymer und 2 pg pDN@& \ell in Form von COPROGs
enthielten, Oberflachen mit 1000, 500 bzw. 250 paymer und 1 pg pDNA in den
COPROGs-Formulierungen sowie Oberflachen mit 580, 2w. 125 pg Polymer und 0,5 pg
pDNA in den COPROGs-Formulierungen. Diese wurden#®00 NIH 3T3 Zellen pravell
besiedelt und fur einen Gesamtzeitraum von siebamye unter Standardbedingungen im
Brutschrank inkubiert. Messungen wurden nach 24,72896, 120, 144 und 168 Stunden im
Microplate Scintillation & Luminescence Counter Taxunt durchgefuhrt.

Im Verlauf von sieben Tagen stieg die Luciferas@rgégsion der NIH 3T3 Zellen auf einen
Maximalwert am Tag zwei und fiel daraufhin bis tetizten Messung am Tag sieben wieder
kontinuierlich ab (vergl. Abb. 3.9). Dies geschamabhéngig von der Konzentration der
eingesetzten pDNA wie auch des Polymers. Es wueatch ein grofRRer Unterschied
hinsichtlich der Expression festgestellt, die algignst von der Menge der applizierten
COPROGs im Polymer. Messungen an Kontrollgruppeas antransfizierten NIH 3T3
Zellen angesiedelt auf PDLLA-Oberflachen ohne CORBRQergaben keine messbaren

Expressionswerte.
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Abbildung 3.9 Luciferase Expression der NIH 3T3I&elim Verlauf 1 Woche auf genaktivierten
Oberflachen aus PDLLA.

3.6 Oberflachen aus PDLLA bzw. PLGA mit pB-luc COPROGs

Diese Oberflachen aus 500, 1000, 2000, 4000 bzwO0 0y Polymer praNell gelést in
Ethylacetat enthielten jeweils COPROGs mit pDNA-iem von 0,078; 0,156; 0,3125;
0,625; 1,25; 2,5; 5 und 10 pg pB-luc. Darauf wurgen/000 NIH 3T3 Zellen pravell
angesiedelt und uber direkten Kontakt mit COPRQ@ssfiziert. Nach einer Inkubationszeit
von 48 Stunden unter Standardbedingungen im Bm#skh wurden Messungen der
metabolischen Aktivitdt, der Luciferase-Expressionnd der Proteinkonzentration

transfizierter Zellen durchgefihrt.

51



3.6.1 Metabolische Aktivitat

Die metabolische Aktivitat der Zellen wurde einrgatiach Einhalten der Inkubationszeit von
48 Stunden, drei Stunden nach Zugabe des Zellpratibnsreagens W&F1 im Multilabel
Counter Wallac Victdr 1420 vermessen (s. Abb. 3.10 A und B). Es wurdeokb bei
PDLLA als auch bei PLGA festgestellt, dass ZellerGegenwart der niedrigen COPROGs-
Konzentrationen (pDNA-Mengen von 0,078; 0,156 undl@5 pg proWell) sich vollig
unbeeinflusst hinsichtlich des Zellwachstums védtaire Ab einer pDNA-Konzentration von
0,625 pg pro Well allerdings beobachtet man eiretiget Abnahme der metabolischen
Aktivitat. Des weiteren konnte beobachtet werdeagsdbeide Polymere eine Schutzfunktion
ausubten: je héher die Polymermenge \Mell desto geringer der COPROGs-Einfluss auf die
Zellen, wobei dieses Phanomen bei PDLLA ausgepragtieennbar war als bei PLGA.
Wenngleich bei PDLLA-Mengen von 4000 bzw. 6000 pg Well die Zellen sogar bis zu
einer pDNA-Konzentration von 10 pg pkell von den COPROGs nahezu unbeeinflusst
blieben, war bei vergleichbaren PLGA-Mengen dochdsutlicher Abfall der metabolischen

Aktivitdt zu verzeichnen.

3.6.2 Luciferase Expression

Die Messung der Luciferase Expression fand nacérditkubationszeit von 48 Stunden im
Microplate Scintillation & Luminescence Counter Txunt statt und wurde im Verhaltnis zu
der ebenfalls nach 48 Stunden im Multilabel Countéallac Victor? 1420 vermessenen
Proteinkonzentration aufgetragen (s. Abb. 3.10 @ Dh Hierbei konnte sowohl bei PDLLA
als auch bei PLGA ein deutliches Expressionsmaxinbeimeiner pDNA-Konzentration von
0,625 ug proNell ermittelt werden. Mit steigender Polymermenge, liéimab 4000 pg pro
Well, verschob sich dieses gegen 1,25 ug pDNA in deRRXQGs-Formulierungen, und bei
PLGA-Mengen von 6000 pg provell lag es bei einer pDNA-Konzentration in den
COPROGs von 2,5 ug .
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Abbildung 3.10 Metabolische Aktivitat (A, B) und tiferase Expression (C, D) zur Bestimmung der
Abhéngigkeit von COPROGs und des verwendeten Pos/mech Kontakt der NIH 3T3 Zellen mit COPROGs

in PDLLA (A,C) und PLGA (B,D).

3.6.3 Zusammenfassung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit Q$ZINA in Form von COPROGs

und der Polymermenge 2000 pg piell eine optimale COPROGs-Polymer-Kombination

gefunden wurde. Bei dieser waren hohe LuciferagardSsionen bei gleichzeitigem geringen

Einfluss der COPROGs auf das Zellwachstum zu detekt Dieses Optimum sollte

allerdings bei héheren Polymermengen neu definenden, so bei 4000 pg Polymer pro
Well mit 1,25 pug pDNA in COPROGs-Formulierungen. Bei@A_lag das Optimum von
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6000 pg Polymer praVell sogar bei 2,5 ug pDNA in Form von COPROGs - fulLE®
konnte dieser Wert nicht belegt werden.

3.7 Oberflachen aus PDLLA bzw. PLGA mit nackter pDNA

Diese Oberflachen aus 500, 1000, 2000, 4000 bz0@0 @@ der entsprechenden Polymere pro
Well gelost in Ethylacetat enthielten jeweils nackteNgDin Mengen von 0,078; 0,156;
0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5 und 10 pug pB-luc. Damaurden je 7000 NIH 3T3 Zellen pro
Well angesiedelt und Uber den direkten Kontakt mit texckDNA transfiziert. Nach einer
Inkubationszeit von 48 Stunden unter Standardbediggn im Brutschrank wurden
Messungen der metabolischen Aktivitat und der lareide-Expression durchgefiihrt.

3.7.1 Metabolische Aktivitat

Die metabolische Aktivitat der Zellen wurde einrgatiach Einhalten der Inkubationszeit von
48 Stunden, drei Stunden nach Zugabe des Zellpratibnsreagens W&F1 im Multilabel
Counter Wallac Victdr 1420 vermessen (s. Abb. 3.11 A und B). Bei die&gr von
Oberflachen wurde anhand der metabolischen Aktiviggtgestellt, dass unabhangig von
Polymerart als auch von Polymer- und pDNA-Konzedidra pro Well die nackte pDNA

keinerlei zytotoxischen Einfluss auf die Zellengtei

3.7.2 Luciferase Expression

Die Messung der Luciferase Expression wurde naoér énkubationszeit von 48 Stunden im
Microplate Scintillation & Luminescence Counter Tyunt durchgefihrt und hierbei
keinerlei messbare Luciferase-Expression nachgewiesufgrund dieser Daten hat man auf
eine zusatzliche Messung der Proteinkonzentragonichtet.
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Abbildung 3.11 Metabolische Aktivitat zur Bestimngurder Abhé&ngigkeit von pDNA und des
verwendeten Polymers nach Kontakt der NIH 3T3 Zeltait nackter pDNA in PDLLA (A) und
PLGA (B).

3.8 Oberflachen aus DTESDT bzw. DTE30DT mit COPROGs

Diese Oberflachen aus 1000 bzw. 2000 pg Polymer phell gelost in
Chloroform/lsopropanol  (v/iv. = 19/1) enthielten jelse COPROGs mit
pDNA-Konzentrationen von 0,078; 0,156; 0,3125; 6,62,25; 2,5; 5 und 10 pg pB-luc.
Darauf wurden je 7000 NIH 3T3 Zellen pvell angesiedelt und Uber den direkten Kontakt
mit COPROGs transfiziert. Nach einer Inkubationszeion 48 Stunden unter
Standardbedingungen im Brutschrank wurden Messunigemmetabolischen Aktivitat, der

Luciferase-Expression und der Proteinkonzentratiamsfizierter Zellen durchgefihrt.

3.8.1 Metabolische Aktivitat

Die metabolische Aktivitat der Zellen wurde einrgatiach Einhalten der Inkubationszeit von
48 Stunden, drei Stunden nach Zugabe des Zellpratibnsreagens W&F1 im Multilabel
Counter Wallac Victdr 1420 vermessen (s. Abb. 3.12 A und B). Bei die&gr von
Oberflachen wurde anhand der metabolischen Aktiviegtgestellt, dass unabhangig von
Polymerart als auch von Polymer- und pDNA-Konzeérmdira pro Well, die COPROGs
keinerlei zytotoxischen Einfluss auf die Zellengten.
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3.8.2 Luciferase Expression

Die Messung der Luciferase Expression fand nacérditkubationszeit von 48 Stunden im
Microplate Scintillation & Luminescence Counter Txunt statt und wurde im Verhaltnis zu
der ebenfalls nach 48 Stunden im Multilabel Coundéallac Victor? 1420 vermessenen
Proteinkonzentration aufgetragen (s. Abb. 3.12 @ Dih Die gemessenen Expressionswerte

waren hierbei jedoch so vernachlassigbar kleins d&s einer Nullexpression gleich gesetzt

werden kénnen.
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Abbildung 3.12 Metabolische Aktivitat (A, B) und tiflerase Expression (C, D) zur Bestimmung der
Abhéngigkeit von COPROGs und des verwendeten Poy/mach Kontakt der NIH 3T3 Zellen mit

COPROGs in DTE5DT (A, C) und DTE30DT (B, D).

56




3.9 Oberflachen aus PDLLA geldst in Chloroform/Isopopanol

Diese Oberflachen aus 1000 bzw. 2000 pg Polymer pheell gelost in
Chloroform/lsopropanol (v/iv. = 19/1) enthielten jelse COPROGs mit pDNA-
Konzentrationen von 0,078; 0,156; 0,3125; 0,622512,5; 5 und 10 pug pB-luc. Darauf
wurden je 7000 NIH 3T3 Zellen pr@/ell angesiedelt und tber den direkten Kontakt mit
COPROGs transfiziert. Nach einer Inkubationszeit n vo48 Stunden unter
Standardbedingungen im Brutschrank wurden Messundigemetabolischen Aktivitat, der

Luciferase-Expression und der Proteinkonzentratiamsfizierter Zellen durchgefihrt.

3.9.1 Metabolische Aktivitat

Die metabolische Aktivitat der Zellen wurde einrgatiach Einhalten der Inkubationszeit von
48 Stunden, drei Stunden nach Zugabe des Zellpratibnsreagens W&F1 im Multilabel
Counter Wallac Victdr 1420 vermessen (s. Abb. 3.13 A). Es wurde, ahnkih bei den
Oberflachen aus PDLLA in Ethylacetat, beobachtagsdZellen in Gegenwart der niedrigen
COPROGs-Konzentrationen (pDNA-Mengen von 0,0785,10,3125 und 0,625 pg pro
Well) sich vollig unbeeinflusst hinsichtlich des Zelbtstums verhielten. Ab einer pDNA-
Menge von 1,25 pg proNell allerdings beobachtet man eine stetige Abnahme der

metabolischen Aktivitat.

3.9.2 Luciferase Expression

Die Messung der Luciferase Expression fand nacérditkubationszeit von 48 Stunden im
Microplate Scintillation & Luminescence Counter Txunt statt und wurde im Verhaltnis zu
der ebenfalls nach 48 Stunden im Multilabel Coundéallac Victor? 1420 vermessenen
Proteinkonzentration aufgetragen (s. Abb. 3.13H#@rbei konnten zwei Expressionsmaxima
verzeichnet werden, einmal bei 0,3125 pg pDNA imnFe@on COPROGs zusammen mit
1000 pg PDLLA proVell und ein zweites bei 5 pug pDNA in den COPROGs-Féisrungen
mit 2000 pg PDLLA praNell.
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Abbildung 3.13 Metabolische Aktivitat (A) und Lueifase Expression (B) zur Bestimmung der
Abhangigkeit von COPROGs und des verwendeten Potymach Kontakt der NIH 3T3 Zellen mit
COPROGS in PDLLA.

3.9.3 Zusammenfassung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass derdsSinils COPROGs und das Wachstum
der Zellen anhand der metabolischen Aktivitat &imlzu beurteilen waren wie bei den
Oberflachen aus PDLLA mit Ethylacetat (vergl. Ka@.6). Das Spektrum der
Maximalexpression hatte sich jedoch wohl unter deinfluss des Losungsmittels deutlich
verschoben. Die Hohe der Expression jedoch, zurstnbel den Oberflachen aus 2000 pg
PDLLA pro Well, war vergleichbar.

3.10 Transfektionseffizienz

Oberflachen aus 1000 und 2000 pg PDLLA bzw. PLGA Wrell gelost in Ethylacetat
enthielten jeweils COPROGs mit pDNA-Mengen von Q31@5; 0,625 und 1,25 pug
pPpEGFP-N1. Darauf wurden je 7000 NIH 3T3 Zellen Miell angesiedelt und Uber den
direkten Kontakt mit COPROGs transfiziert. Nacheeimkubationszeit von 48 Stunden unter
Standardbedingungen im Brutschrank wurde im FACSnht&ge unter Zugabe von
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Probidiumjodid die Messung der Transfektionseffiziedurchgefihrt. Abbildung 3.14 zeigt
eine Ubersicht der an zwei verschiedenen Termimestiramten Ergebnisse.

Versuch 1

PDLLA 1000 PDLLA 2000 PLGA 1000 PLGA 2000
ohne pDNA 0,03 % 0,21 % 0,09 % 0,08 %
0,3125 pg 10,61 % 13,97 % 4,59 % 5,47 %
0,625 pg 21,41 % 23,55 % 11,50 % 9,36 %
1,25 ug ? 21,8 % 27,56 % 18,46 %
Versuch 2

PDLLA 1000 PDLLA 2000 PLGA 1000 PLGA 2000
ohne pDNA 0,08 % 0,00 % 0,05 % 0,00 %
0,3125 pg 4,27 % 1,85% 4,38 % 1,88 %
0,625 Hg 7,47 % 5,40 % 6,13 % 4,16 %
1,25 ug 22,13 % 19,43 % 14,08 % 10,11 %

Abbildung 3.14 Transfektionseffizienzen der pEGFPBOPROGSs gemessen an zwei verschiedenen
Tagen.

Die Messwerte fielen, wie man Versuch 1 im Verdiem Versuch 2 entnehmen kann, an
beiden Tagen sehr unterschiedlich aus. Die hdchBtansfektionseffizienzen fur das mit
1000 bzw. 2000 pg Polymer und 0,625 pg pDNA el definierte Transfektionsoptimum
(vergl. Kap. 3.6), wurden dabei mit 21.41 % fur @Q0g und 23,55 % fur 2000 ug PDLLA
bestimmt. Fir PLGA lagen die Ergebnisse etwas igedmit 11,5% fir 1000 pg und 9,36 %
fur 2000 pg des Polymers. Leider konnten diese \arder zweiten Messung (Abb. 3.14;
Versuch 2) nicht verifiziert werden. Dies kann &ubbleme bei der Validierung der Methode
zurtckgefuhrt werden. Aufgrund der NotwendigkeibRgrer Zellzahlen zur Messung der
Transfektionseffizienz wurden Zellen aus mehreWalls in einem Behélter gesammelt.
Daher kam es wohl zu Schwankungen in der Gesamimahiadurch zu Ungenauigkeiten bei
der Versuchsdurchfiihrung. Somit muss die Reprocdhaiikeit der Versuchsbedingungen und
dadurch die Anwendbarkeit der Methode als Standafdlren in Frage gestellt werden. In
Abbildung 3.15 und 3.16 wurden exemplarisch diggl@almessprotokolle der vier héchsten
Werte zusammen mit den Kontrollgruppen, das betd\itd 3T3 Zellen auf Oberflachen
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ohne pDNA, abgebildet. Abbildung 3.17 und 3.18 emigAufnahmen der dazugehdrigen
Oberflachen mit transfizierten NIH 3T3 Zellen untemem Durchlicht- bzw. einem
Fluoreszenzmikroskop. Diese Bilder wurden unmitielbvor Ablésen der Zellen zur

FACS-Messung aufgenommen.

NIH/3T3 auf 1000 pg PDLLA NIH/3T3 auf 1000 pg PDLLA + 0,625 ug COPROGs
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Sample ID: 24/96 well + PI Patient ID: Sample ID: 24/96 well + PI Patient ID:
Tube: 1000 PDLLA Panel: 050113 Tube: 1000 PDLLA+0,625 COPROGs Panel: 050113
Acquisition Date: 13-Jan-05 Gate: G1 Acquisition Date: 13-Jan-05 Gate: G1
Gated Events: 2976 Total Events: 5000 Gated Events: 3661 Total Events: 5000
Quad Events % Gated X Mean X Geo Quad Events % Gated X Mean X Geo
Mean Mean
UL 190 6,38 5,40 5,01 UL 281 7,68 6,36 592
UR 9 0,30 13,27 12,97 UR 137 3,74 56,58 20,35
LL 2776 93,28 2,87 2,56 LL 2459 67,17 4,98 4,41
LR 1 0,03 453,16 453,16 LR 784 21,41 664,43 94,73
‘ NIH/3T3 auf 2000 ug PDLLA D NIH/3T3 auf 2000 ug PDLLA + 0,625 ng COPROGs
s -
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Sample ID: 24/96 well + PI Patient ID: Sample ID: 24/96 well + PI Patient ID:
Tube: 2000 PDLLA Panel: 050113 Tube: 2000 PDLLA + 0,625 COPROGs Panel: 050113
Acquisition Date: 13-Jan-05 Gate: G1 Acquisition Date: 13-Jan-05 Gate: G1
Gated Events: 3289 Total Events: 5000 Gated Events: 4046 Total Events: 5000
Quad Events % Gated X Mean X Geo Quad Events % Gated X Mean X Geo
Mean Mean
UL 237 721 735 6,58 UL 195 4,82 10,12 9,63
UR 9 0,27 17,14 17,05 UR 138 3,41 95,31 33,36
LL 3036 92,31 3,95 3,41 LL 2760 68,22 7,05 6,19
LR 7 0,21 20,66 19,96 LR 953 23,55 803,50 129,66

Abbildung 3.15 FACS-Messprotokolle der PDLL®@berflachen; A und C ohne pDNA; B und D

0,625ug pDNA pravell.
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NIH/3T3 auf 1000 pg PLGA B NIH/3T3 auf 1000 pg PLGA + 0,625 ug COPROGs
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Tube: 1000 PLGA Panel: 050113 Tube: 1000 PLGA+0,625 COPROGs Panel: 050113
Acquisition Date: 13-Jan-05 Gate: G1 Acquisition Date: 13-Jan-05 Gate: G1
Gated Events: 3387 Total Events: 5000 Gated Events: 3792 Total Events: 5000
Quad Events % Gated X Mean X Geo Quad Events % Gated X Mean X Geo
Mean Mean
UL 270 7,97 4,02 3,63 UL 312 8,23 3,90 3,52
UR 6 0,18 10,69 10,55 UR 20 0,53 78,79 20,48
LL 3108 91,76 2,62 2,35 LL 3024 79,75 2,50 2,17
LR 3 0,09 10,08 10,06 LR 436 11,50 487,46 90,72
C NIH/3T3 auf 2000 pg PLGA D NIH/3T3 auf 2000 pg PLGA + 0,625 pg COPROGs
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Acquisition Date: 13-Jan-05 Gate: G1 Acquisition Date: 13-Jan-05 Gate: G1
Gated Events: 3824 Total Events: 5000 Gated Events: 4186 Total Events: 5000
Quad Events % Gated X Mean X Geo Quad Events % Gated X Mean X Geo
Mean Mean
UL 84 2,20 8,78 8,01 UL 52 1,24 8,60 7,71
UR 7 0,18 27,21 25,48 UR 6 0,14 23,45 22,88
LL 3730 97,54 4,80 4,15 LL 3736 89,25 5,14 4,32
LR 3 0,08 19,85 19,75 LR 392 9,36 1325,48 277,49

Abbildung 3.16 FACS-Messprotokolle der PLG&%erflachen; A und C ohne pDNA; B unc
mit 0,625ug pDNA pravell.
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Abbildung 3.17 NIH 3T3 Zellen auf Oberflachen a@@BLLA mit 0,625 ug
pDNA pro Well, A und B 1000 pg PDLLA; C und D 2000 pg PDLLA unte
Durchlicht (A und C x40)- und Fluoreszenzmikrosk8pund D).

Abbildung 3.18 NIH 3T3 Zellen auf Oberflachen &lsGA mit 0,625 ug pDNA
pro Well; A und B 1000 ug PLGA; C und D 2000 pg PLGA unbarchlicht
(A und C x40)- und Fluoreszenzmikroskop (B und D).
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3.11 Freisetzung von pDNA und PEI 25

Zur Durchfihrung dieser Messungen wurden Oberflaclaels PDLLA bzw. PLGA
hergestellt, die COPROGs mit radioaktiv markiegBrluc pDNA und radioaktiv markiertem
PEI 25 enthielten. Diese Oberflachen bestandenjaus00, 1000, 2000 bzw. 4000 ug
Polymer und 0,625; 1,25; 2,5 und 5 pg pDNA pivell sie wurden mit
Dublecco’s Modified Eagle Mediubreschichtet und fir einen Gesamtzeitraum von 4h&foc
unter Standardbedingungen im Brutschrank inkubMaith 1, 2, 4, 24, 48, 72, 168, 240, 336,
504 und 672 Stunden wurden die Mediumiberstandeilgwesammelt, durch neue ersetzt
und die Radioaktivitat der darin befindlichen pDMAe auch des PEI 25 im Gamma Counter
Wallac 1480 Wizard 3” gemessen. Daraus wurde desEtzung dieser beiden COPROGs-
Bestandteile aus den Oberflachen ermittelt. Zudemdey anhand der radioaktiv markierten
pDNA die tatsadchliche pDNA-Menge pi¥ell ermittelt. Dabei wurde festgestellt, dass der
tatsachliche pDNA-Gehalt der Oberflachen niedrigiar als der theoretisch angenommene
Wert. Anstatt der veranschlagten 0,625; 1,25; 2)8 6 pg pDNA proWell, fand man
lediglich 0,36; 0,78; 1,59 und 3,30 ug pDNA. Di¢gtsachlichen Werte wurden auch bei der
graphischen Darstellung der pDNA-Freisetzung in fdégenden Abbildungen bericksichtigt.

3.11.1 Freisetzung der pDNA

Abbildung 3.19 zeigt die kumulativen Freisetzungskan der pDNA aus PDLLA- und
PLGA-Oberflachen prozentual zur eingesetzten Pladvtenge. Die Graphen sind jeweils
von oben nach unten nach steigender Polymer-Meegelget. Sowohl bei PDLLA wie auch
bei PLGA konnte man anfanglich einen sehr steilenstieg {(nitial burst) der
Freisetzungskurven verzeichnen. Im weiteren Verleeifjte sich bei PDLLA ein stetiger
Abfall der prozentualen pDNA-Freisetzung, bei PL@Agegen konnte zwar zunachst ein
Abfall, danach aber eher ein weiterer Anstieg Vietreet werden. Zudem war die Freisetzung
umso hoher, je niedriger die eingesetzte pDNA-Memge je niedriger auch die eingesetzte
Polymer-Menge proNell war. Dies bedeutet, die hochste prozentuale Freisg konnte
durch die Kombination der niedrigsten pDNA- mit deedrigsten Polymer-Menge erzielt
werden. Dies gilt sowohl fiir die PDLLA- als auch@®A-Oberflachen. Jedoch obgleich man
diesen Effekt bei PDLLA durchgehend bei allen pDNA Polymer-Mengen beobachten
konnte und lediglich die Kurve von 1,59 pg pDNAKombination mit 2000 pg Polymer eine
Abweichung davon zeigte, indem sie hoher ausfigl ealvartet, gilt dieser Grundsatz bei
PLGA lediglich fur die niedrigste pDNA- und Polymktenge. Bei PLGA-Mengen ab 2000
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png proWell konnte keine Auswirkung der Polymermenge auf digigetzungskinetik mehr
verzeichnet werden und alle Kurven verliefen betahf gleicher Hohe (siehe Abbildung
3.20). Auch der Einfluss der pDNA-Menge schien auf der niedrigsten Stufe bei 0,36 pg
pDNA pro Well relevant sowie bei 0,78 ug pDNA, allerdings nuiKiombination mit 500
bzw. 1000 pg PLGA. Bei hoheren pDNA-Mengen wurdegin& Unterschiede in der
Freisetzungskinetik beobachtet. In Abbildung 3.20rden die direkt freigesetzten pDNA-
Mengen an den jeweiligen Messzeitpunkten ebenfatbizentual zur eingesetzten Plasmid-
Menge dargestellt. Auch hier erkennt man die adf@imgim Vergleich stark erhohte
prozentuale Freisetzungitial burst) und sieht bei PDLLA den Einfluss der Polymermenge
auf die Hohe der prozentualen Freisetzung best&tggtPLGA dagegen erkennt man diesen

Einfluss nicht.

3.11.2 Freisetzung von PEI 25

Die Freisetzung von PEI 25 wurde prozentual zurgesetzten Menge dargestellt, in
Abbildung 3.22 kumulativ und in Abbildung 3.23 dieekt freigesetzten PEI- Mengen an den
jeweiligen Messzeitpunkten. Da die Halbwertszein vib** sehr kurz ist, konnten bei
Inkubationszeiten grof3er 168 Stunden keine vertdesi Messwerte mehr erzielt werden,
daher beschranken sich die Darstellungen auf diete/Veie bis 168 Stunden gemessen
werden konnten. Grundsatzlich entspricht die Fteisegyskinetik des PEI 25 der prozentualen
Freisetzung der pDNA mit anfanglich steilem Anst{ggtial burst) und im Verlauf stetigem
Abfall der prozentualen Freisetzung. Allerdings deuranhand der direkten Darstellung eine
im Verhaltnis anfangs hohere prozentuale Freisetzies PEI 25 als der pDNA festgestellt.
Dies wurde aber lediglich bei der ersten der Megsomach einer Stunde beobachtet, im
weiteren Verlauf glichen sich die Kurven wieder amd zeigten einen parallelen Verlauf.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass ganzB@GH’freigesetzt wurden und nicht

nur deren Einzelbestandteile.
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4 Diskussion

Von je her ist es ein Traum der Menschen, den niiicken Organismus zu entschlisseln
und die Geheimnisse seiner Funktionsweise zu liffdnnun in der Genforschung versucht
wird, die menschliche DNA zu entschlisseln (EppiBg,2008) oder im Bereich ddsssue
Engineering Versuche unternommen werden, ganze Organe nadmaubalas Ziel ist
dasselbe. Andreas Hilfiker von der Hochschule Haendormulierte es in einem Interview
mit dem Spiegel folgendermalRen: ,Tatsachlich wolleneine Maschine reparieren und neu
zusammenbauen, die nicht wir gebaut haben und d@dmenungsanleitung ebenfalls fehit.”
(Blech, J., 2008, S.147).

4.1 Tissue Engineering

Tissue Engineering mit der zugrunde liegenden Idee, Organe im Reag@nheranzuzichten,
um so ein Ersatzteillager fir den menschlichen @isgaus zu schaffen, ist nach wie vor eine
der innovativsten Richtungen in der modernen Medimnd beschéaftigt immer wieder die
aktuelle Medienberichterstattung (Fischman, J.,919€iner der durchschlagenden Erfolge
war 1997 die ,Ohrmaus” von Dr. Charles Vacanti, ahel ein neu gebildetes menschliches
Ohr auf dem Riucken trug. Obwohl zur Heranzlchtulege$ Gebildes weder menschliche
Zellen verwendet wurden, noch das Ohr die Funketioes solchen erflllte, ging das Foto um
die ganze Welt und versetzte diese in Staunen. &#nsateckt die heutige Entwicklung des
Tissue Engineering immer noch in den Kinderschuhen. Da die Forschrundem mit sehr
hohen Kosten und die Isolierung entsprechender 8ithen zur Organzichtung mit sehr
hohen Auflagen verbunden ist, hat man den heugniff desTissue Engineering mit dem
Term regenerative Medizin ausgeweitet. So definMitliams Tissue Engineering als
,Bildung von neuem Gewebe fir die therapeutischeeddfiherstellung des menschlichen
Organismus Uber bewusste und kontrollierte Stinaratausgewahlter Zielzellen durch
definierte Kombinationen molekularer und mechareschignale” (Williams, D.F., 2006, 4-
8). Hierbei steht nicht der Aufbau ganzer OrganeViondergrund, sondern die Stimulation
korpereigener Zellen zur Selbstregeneration. Déden man tber entsprechende Mediatoren,
zum Beispiel Wachstumsfaktoren oder entsprechenagmeG die Mechanismen der

Wundheilung im Kérper initiieren und stimulierergdsiss neue funktionsfahige Strukturen
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von diesem selbst gebildet werden. Das zentralen@hdieser Arbeit ist die kdrpereigene

Produktion von Wachstumsfaktoren.

4.2 Beschichtung medizinischer Implantate

Implantate sind nach wie vor eine der wichtigstdérerapieoptionen in der Orthopéadie und
Unfallchirurgie. Dennoch bergen sie auch heute naele Risiken. Eine der haufigsten
Komplikationen ist immer noch die erhdhte InfekBoate. Die postoperative Infektion nach 3
Monaten liegt unter 1%. Implantatassoziierte Infekind mit 5% bedeutende unerwiinschte
Komplikationen, da es hierbei in der Regel notwgnidit, das Implantat vollstandig zu
entfernen. Dies kann ebenso notwendig sein, wearndglantat nicht richtig in den Knochen
einwachst oder bei Lockerung. Als moégliche Ursachierfir wird die schlechte
Gewebevertraglichkeit des  Materials  diskutiert, eein dadurch  verursachte
Fremdkorperreaktion kann zu einer verzdgerten Brhkilung oder Lockerung flhren.
Bereits in zahlreichen Studien wurde versucht, efieKomplikationen vorzubeugen. Neue
Daten belegen, dass resorbierbare Beschichtungen,zum Beispiel das PDLLA, die
Biokompatibilitdt des Implantates und somit die Keusheilung beginstigen kdnnen
(Schmidmaier, G., Raschke, M., 2001). Weiter han rbareits erfolgreich versucht, das
therapeutische Potential der Beschichtungen Uber Ei@bau von Arzneistoffen sowie
Wachstumsfaktoren nochmals zu steigern. Der klr@sEinsatz von Gentamicin konnte die
implantatassoziierte Infektionsrate deutlich senk@mucke, M., et al.,, 2003). Die
Formulierung einer  PDLLA-Beschichtung mit Gentaimicist zwischenzeitlich als
Medizinprodukt zugelassen (Fa. Synthes GmbH & 38, Kimkirch, Deutschland). Mit dem
Einbau von Wachstumsfaktoren konnte die Fraktuuhegilbeschleunigt werden. Die Daten
beziehen sich auf Wachstumsfaktoren wie IGF-I1 u@FI31 (Schmidmaier, G., et al., 2004).
Dabei konnte zum Einen die Frakturheilung durchedieschleunigte Callusbildung, zum
Anderen bei vorbestehenden Pseudoarthrosen diartdegthance verbessert werden. Zudem
konnte in weiteren histologisch gestutzten Untdmsngen bewiesen werden, dass die
Stimulation des Knochenwachstums tber Wachstunfaktkeinerlei Veranderungen im
Knochenaufbau bewirkt und somit nicht mutagenkst. Problem bei der Anwendung dieses
Verfahrens sind allerdings die sehr hohen Hersiglkosten. Unsere Arbeit soll ein

alternatives und kostengunstigeres Verfahren agérei
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4.3 Genaktivierte Biomaterialien

Genaktivierte Biomaterialien bestehen aus oder simik biokompatiblen sowie
biodegradierbaren Polymeren beschichtet, die eagels Genmaterial enthalten, um dadurch
bestimmte Funktionen im Kdrper anzuregen. Sommnehediese Biomaterialien nicht nur als
Aufbaumatrix und erfullen bestimmte Stitzfunktionesondern werden zu Tragern
genetischen Materials. Dabei ist die Wahl der estdpenden Transgene nahezu unbegrenzt,
angepasst an die jeweilige Indikation. Zum Beisgiéhnte dadurch die Bildung von
Wachstumsfaktoren angeregt werden, was bei geeigmaiswahl der Genvektoren eine
kostengunstigere Alternative zu rekombinanten Wachsfaktoren bietet (s. Kap. 4.2). Die
vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Erste einer reproduzierbaren,
kostengunstigen und leicht durchfihrbaren Techoiklakalen Gentherapie mit dem Ziel der
verbesserten Wundheilung. Die Entwicklung einer dbgradierbaren genaktivierten
Polymerbeschichtung dient der lokalen Stimulatiom Wachstumsfaktoren im Organismus
wie zum Beispiel zur Forderung der FrakturheiluBgmit entspricht unsere Technik der
modernen Definition desTissue Engineering und stellt somit eine innovative und

zukunftsorientierte neue Therapieoption dar.

4.3.1 Auswahl der Polymere

Bei der Wahl der Polymere hat man vor allem dagas#chtet, Polymere zu verwenden, die
bereits ausreichend auf ihre Biokompatibilitat betestet und im Korper abbaubar sind. Als
Trager genetischen Materials kénnen diese Polynesscheidenden Einfluss auf den
Transfektionserfolg austiben. Dabei hat man sichAaust fur Formulierungen mit dem
bereits in unserer Arbeitsgruppe bekannten undadkel erprobtenpoly (D,L-lactic acid)
(=PDLLA) entschieden. Dabei handelt es sich um ens der Familie der
Milchsaurepolymere stammendes Polymer, das bekegifach Einzug in die moderne
Medizin gefunden hat. Zum Beispiel wird es als ésarbierbares Osteosynthesematerial in
der Orthopadie verwendet (Athanasiou, K.A., etE98) oder als Nahtanker fir Bander und
Sehnen (Stahelin, A.C., et al., 1997). Zudem kasrale Gerlst zum Gewebeaufbau im
Rahmen dedissue Engineerings dienen, wie zur Regeneration von Knorpel (Gugdla,
Gogolewski, S., 2000) oder Knochen und peripheeawvéh (Giardino, R., et al., 1999). Auch
wurde es bereits zur verzogerten DNS-FreisetzudgedSL.D., et al., 1999) sowie als
injizierbare Mikrospharen zur verlangsamten Wirkifteisetzung eingesetzt (Luo, D., et al.,

1999). Die grol3te Verbreitung findet es jedoch latgesorbierbares Nahtmaterial meist in
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Kombination mit Polyglykolsaure. Dieses Copolymeelches alspoly (lactic-co-glycolic
acid) (=PLGA) bekannt ist und sich im Vergleich zu PDLLAurch eine klrzere
Halbwertszeit auszeichnet, wurde ebenfalls fir insersuche verwendet.

Als weitere Polymere dienten uns Poly-Desaminogrdgrosinethylester, im Speziellen das
poly (DTE-co-5% DT carbonate) (=DTE5DT) und dagoly (DTE-co-30% DT carbonate)
(=DTE30DT). Diese Polymere gehdren einer neuen s¢lasodegradierbarer Polymere an,
die erst kurzlich Einzug in die Medizin gefundenbé&a. Sie zeichnen sich durch eine
hervorragende Biokompatibilitat aus (Choueka, t1ale 1996), allerdings auch durch eine
geringere mechanische Stabilitdt der Beschichtungewergleich zu PDLLA (Gollwitzer,
H., 2001).

4.3.2 Auswahl der Genvektoren

Hierbei entschied man sich fur die Verwendung nigtdler Genvektoren. Zum Einen da
unsere Arbeitsgruppe sich bereits lange mit derntnicalen Gentransfer auseinandergesetzt
und dabei viele positive Erfahrungen gesammelt hatm Anderen weil der nicht-virale
Gentransfer viele Vorteile gegeniber den viralest&yen bietet. Zum Einen werden weitaus
weniger Immunreaktionen beobachtet, zum Andererd widas entsprechende Gen nicht
dauerhaft in das Genom eingebaut und kann sontit meitagen wirken. Auch sind nicht-
virale Genvektoren flexibler und leichter zu harlohr® sowie kostenglinstiger in der
Herstellung. Dennoch sind mit dem nicht-viralen Gamsfer Komplikationen verbunden.
Einer der limitierenden Faktoren beimvivo Einsatz war bislang die ausgepréagte Interaktion
der nicht-viralen Genvektoren mit Blutkomponenteme vdem Komplementsystem und
Proteinen wie dem Albumin, welche oft thromboeméxiie Komplikationen nach sich
zogen. Diese Komplikationen beruhen grofRenteilsdmufausgepragt positiven Ladung der
Lipo- bzw. Polyplexe, wie es zum Beispiel auch téen DNA-PEI-Komplexen der Fall ist.
Dennoch ist Polyethylenimin (=PEI) nach wie voresinder besten Reagenzien und stellt
derzeit eine der effektivsten Tragersubstanzemikht-viralen Gentransfer dar (Boussif, O.,
et al., 1995). Uber Einhillung der DNA-PEI-Kompleixeein schiitzendes PEG-Copolymer,
konnten die oben genannten Nebenwirkungen masgiziert werden (Finsinger, D., et al.,
2000). Die so neu entstandenen Coplymer-geschiiitehPEI-Komplexe werden auch als
Copolymer Protected Gene Vectors (=COPROGS) bezeichnet. In Untersuchungen konnten
durch COPROGs nicht nur die Fremdkorperreaktioremies die Toxizitat gesenkt werden,
auch sind diese Formulierungen stabiler. Die Tekigfnsrate konnte sogar erhéht werden

(Finsinger, D., et al., 2000). Somit erfullen sie dptimalen Voraussetzungen fir den Einsatz
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als Genvektoren in unseren genaktivierten Polynsetiehtungen. Es wurde hierbei das
PEI25 bei einer N/P-Ratio von 8 verwendet, da m@damit in vorangehenden

Untersuchungen die besten Ergebnisse bezogen aufakizitat erzielte. Als Copolymer

diente das P6YESC. Die fur unsere Untersuchungagesetzten Modellplasmide waren
pB-luc und pEGFP-NL1.

4.3.3 Beschichtungstechnologie

Das Besondere an der in dieser Arbeit angewandtesctchtungsmethode ist die
Verwendung lyophilisierter Genvektoren. Bislangtaed das Problem, da Polymere nicht in
Wasser losbar sind, die wéassrigen Genvektorformuigen in die organische Polymerlésung
einzuarbeiten. Bei der hier verwendeten Methodele/ulie wéassrige Genvektorformulierung
zunachst schockgefroren und daraufhin Gber Nadheggetrocknet. Danach konnte man das
so entstandene COPROGs-Pulver in organischem Lésutigl dispergieren und problemfrei
in die organische Polymerlésung integrieren. Die esutstandene Genvektor-Polymer-
Suspension wurde zur Beschichtung weiterverarbeit€urch gezielte weitere
Untersuchungen konnte bewiesen werden, dass COPROWshI der Lyophylisation wie
auch der Dispersion in organischen Losungsmittelbeachadigt standhalten (s. dazu Kap.
3.2; Abb. 3.1). Das hierbei verwendete Ldsungsinitar je nach Polymer entweder
Ethylacetat oder Chloroform mit Isopropanol. Marb gadoch soweit moglich Ethylacetat
den Vorzug, da es zum Einen von Natur aus eindidewgeringere Toxizitat verglichen mit
Chloroform aufweist, zum Anderen die mittels Etlogtat beschichteten Oberflachen
signifikant stabilere Eigenschaften aufweisen (@ibder, H., 2001). Weiter wurden nach
Auftragen der Genvektor-Polymer-Suspension auf ispezldsungsmittelresistente
Zellkulturplatten diese zunachst steril gelageramd das Ldsungsmittel vollstandig
abdampfen konnte. Daraufhin wurden die so entsterdgenaktivierten Polymeroberflachen
mit Zellen besiedelt, damit diese durch das ent$nede Transgen transfiziert werden
konnten. Durch Variationen der Polymerart sowie ldiesungsmittels, aber auch der Polymer-
bzw. COPROGs-Menge versuchte man die genaktiviesthichtungen zu optimieren, um
die hochstmégliche Expressions-, Transfektions- isoWreisetzungsrate bei niedrigster
Toxizitat fur die Zellen zu erzielen. Zudem wurd&ontrollgruppen mit nackter DNA
angefertigt, um den erheblichen Vorteil und die dréhEffizienz der COPROGs gegentber

dieser Formulierung aufzuzeigen.
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4.4 Toxizitat genaktivierter Polymerbeschichtungen

Um die Biokompatibilitat genaktivierter Polymerbkghtungen nochmals zu bestatigen, hat
man das Ausmald ihrer toxischen Wirkung auf die efeluntersucht. Als Mal3 fur die
Toxizitat galt hierbei die metabolische AktivitderdZellen, die umso geringer ausfiel, je

héher der toxische Einfluss war.

4.4.1 Einfluss des Losungsmittels

Zunachst wurde der Einfluss des Ldsungsmittels rentht, wobei Beschichtungen aus
PDLLA einmal mit Ethylacetat und einmal mit Chlooofn/Isopropanol hergestellt wurden.
Dabei zeigte sich, dass die Zellen auf der mit @iitom/Isopropanol hergestellten
Beschichtung, wie bereits erwartet, deutlich sditixcproliferierten als auf mit Ethylacetat
praparierter Beschichtung (s. Abb. 3.2). Als mamgedgen Beschichtungen aus DTE5DT
sowie DTE30DT, hergestellt in Chloroform/Isopropgnonit PDLLA-Beschichtungen,
hergestellt mit Ethylacetat, verglich, zeigte sk&ine negative Beeinflussung der Zellen
durch das Losungsmittel (s. Abb. 3.3). Dies konméglicherweise auf die hoéhere
Biokompatibilitdt der Poly-Desaminotyrosyl-Tyrosthglester zuriickzufihren sein, die den
negativen Einfluss des Restlsungsmittels tberdeckt

4.4.2 Einfluss der COPROGs

Als nachstes untersuchte man den Einfluss der Géorem auf die metabolische Aktivitat

der Zellen. Dabei arbeitete man drei verschiede@ROGs-Konzentrationen jeweils in

PDLLA-, DTE5DT- und DTE30DT-Beschichtungen ein umesiedelte diese mit Zellen. Das
Ergebnis zeigte einen deutlichen Abfall der Ak&vibei steigender COPROGs-Menge. Am
ausgepragtesten war dieser Effekt bei der DTE30B3eBichtung zu beobachten. Bei der
DTESDT-Beschichtung konnte man dagegen keinen winekZusammenhang zwischen
COPROGs-Menge und metabolischer Aktivitat der Zekekennen (s. Abb. 3.7). Dies lasst
den Schluss zu, dass bei dieser Art Beschichtuadgséinvektoren so gut von dem Polymer
ummantelt werden, dass diese nicht freigesetzt everchd keinen Einfluss auf die Zellen

ausuben kdénnen.
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4.5 Optimierung des COPROGs-Polymer-Verhaltnisses

Bei diesem Experiment wurde versucht, durch Vamatvon Polymer- und COPROGs-
Menge, ein ideales COPROGs-Polymer-Verhéltnis atitpenen, um mit den genaktivierten
Oberflachen eine maoglichst effiziente Transfektibei geringer Beeintréachtigung des
Zellwachstums zu erzielen. Des weiteren war dad, Zdle2 Zusammenhange zwischen

Toxizitat, Expression, Transfektion und Freisetzdeg Genvektoren aufzuzeigen.

4.5.1 Expression und metabolische Aktivitét

Zunachst konnten wir beobachten, dass steigendeROGR-Mengen bei gleichbleibender
Polymermenge zu einem kontinuierlichen AnstiegEgoression fuhrten. Dies jedoch nur zu
einem bestimmten, von uns als Expressionsmaxim@mtiitziertem Punkt. Danach fiel die
Expression wieder stetig ab. In Zusammenschau enivessung der metabolischen Aktivitat
der Zellen sah man, dass diese bis zu dem genaritpressionsmaximum in lhrer
Proliferation vollig unbeeintrachtigt blieben, nadém hdchsten Punkt der Expression jedoch
fiel auch die metabolische Aktivitat. Allerdingsrkae dieser Abfall mit einer Erh6hung der
Polymermenge verzégert bzw. unterbunden werdere Einhéhung der Polymer-Menge bei
gleich bleibender COPROGs-Menge fihrte zwar nichi ®inem nochmaligen
Expressionanstieg, doch zu einer geringeren Bessiiing der Proliferation der Zellen.
Dieser ,Schutzeffekt® war vor allem bei PDLLA sebhusgepragt zu beobachten. Beim
Einsatz von PLGA konnte dieser Einfluss nur bei rsélohen Mengen an PLGA
nachvollzogen werden. Das Expressionsmaximum vebsckich bei Erhéhung der
Polymermenge zu hoheren COPROGs-Mengen hin. Aligedivaren die Expressionsmaxima
bei geringeren Polymermengen und somit diinnerestBg®ung deutlich hdher.

Aus diesen Ergebnissen kann man schliel3en, dasshelme COPROGs-Konzentration eine
toxische Wirkung auf die Zellen ausubt (vergl. K4pl.2). Diese toxische Wirkung kann aber
durch eine Erh6hung der Polymermenge, wie des PDeétlich verringert werden und das
Expressionsmaximum zu den hoheren COPROGs-Mengen Vierschoben werden.
Allerdings sind die Expressionsmaxima bei zu hoRetymermenge und somit erhdhter
Beschichtungsdicke deutlich geringer. Dies konrdeadf beruhen, dass die COPROGs bei
geringeren Polymermengen und somit diinneren Bdgcimgsdicken nicht eingemauert sind
und an der Oberflache liegen, wodurch eine groRégage pDNA gleichzeitig freigesetzt
werden kann (vergl. Kap. 4.5.3). Der beinahe feddeiSchutzeffekt* des PLGA kdnnte unter

Umstanden auf seiner schnelleren Resorbierbarlaithen (Barbanti, S.H., et al., 2004;
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Grayson, A.C., et al., 2004), sodass auch bei ¢éeh@eschichtungsdicke die Zellen schneller
hohen COPROGs-Mengen ausgesetzt werden. Das CORR@Eser-Verhaltnis, bei dem
das Expressionsmaximum erreicht wurde, definientierals das Optimum.

4.5.2 Transfektionseffizienz

Uber die Transfektionseffizienz kann keine reproeimare Aussage getroffen werden, da
unsere Versuchsergebnisse bei den einzelnen Meassreehr unterschiedlich ausfielen. Dies
kénnte auf die sehr schwierige Versuchsdurchfihraagickzufihren sein, welche eine
exakte Wiederholung der Bedingungen nahezu unnfogi@acht. Dennoch konnten wir
bestatigen, dass auch die HoOhe der Transfektionssiz dem jeweiligen
Expressionsmaximum entsprach. Das bedeutet, dassddme von uns als Optimum
definiertem COPROGs-Polymer-Verhaltnis auch die hsten Transfektionsraten zu
verzeichnen waren. Die hochste Transfektionsraie,vdn uns gemessen wurde, betrug
23,55%. Dies ist im Vergleich zu den bisherigenébrgssen bei nicht-viralem Gentransfer
als sehr hoch einzustufen.

4.5.3 Freisetzung

Zur Bestimmung der DNA-Freisetzung wurde sowohlisdiavie auch das PEI radioaktiv
markiert. Hierauf wurde Uber 4 Wochen zu bestimmtégsszeitpunkten die freigesetzte
DNA sowie das freigesetzte PEI im Mediumuberstaestimmt. Dabei konnte man zunachst
bereits nach einer Stunde einen sehr hohen Andde@®NA-Freisetzung beobachten. Dieser
Effekt wird auch alsinitial burst bezeichnet und ist bereits vielfach in der Literatu
beschrieben worden (Wang, J., et al., 2002; L&#¥,, Rt al., 2003; Luan, X., et al., 2006).
Daraufhin konnte man einen prozentualen Abfall EBkeisetzung, vor allem bei den PDLLA-
Beschichtungen beobachten. Bei PLGA schien dies€taing zwar zunéchst abzufallen,
danach aber eher wieder weiter prozentual anzestei§inen Grund hierfur kénnte der
schnellere Abbau dieses Polymers darstellen. Seimtien auch COPROGs aus den tieferen
Polymerschichten schneller freigesetzt werden ues @Wiederum einen weiteren Anstieg der
prozentualen Freisetzung erklaren. Des weiteregteeich, dass die Freisetzung der DNA
umso hoéher war, je niedriger die zur Erstellung Bleschichtungen eingesetzte COPROGs-
sowie Polymermenge. Dieser Effekt wurde vor alleei den PDLLA-Beschichtungen
beobachtet. Bei PLGA dagegen war die freigesetzéAMenge nur bei der niedrigst
eingesetzten COPROGs-Menge erhodht, sonst zeigte k&t Einfluss der DNA- oder

Polymermenge auf die Hohe der Freisetzung. Diesebdichtete Effekt konnte ein Hinweis
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dafur sein, dass bei hoheren Polymermengen die Q@RRtiefer in die Beschichtung
eingeschlossen sind, somit langsamer freigesetatdene und damit die freigesetzte
Initialkonzentration reduziert ist. Das wiederumsdtiden Schluss zu, dass lediglich die sich
an der Oberflache befindenden COPROGs freigesetrtiem, dagegen die tiefer liegenden
erst bei Abbau des Polymers zur Freisetzung anCdlierflache gelangen. Bei steigender
COPROGs-Menge konnte der Grund fur eine Reduziedendg-reisetzung ein abweichendes
Verteilungsmuster darstellen, sodass bei hoherenPRE5Gs-Konzentrationen mehr
COPROGs in den tieferen Schichten lagern und sersitspater zur Freisetzung bereitstehen.
Der Grund dafir, dass man bei PLGA-Beschichtungeginegk Reduzierung der
Freisetzungsmenge durch Erhéhung der Polymer- G@#?ROGs-Menge beobachten kann,
konnte wiederum durch das unterschiedliche Hydesgghalten, die ungleiche
Resorptionsgeschwindigkeit sowie die abweichenddyniastruktur erklart werden
(Barbanti, S.H., et al., 2004; Grayson, A.C., et a004). Dadurch, dass PLGA schneller
resorbiert wird, hat die gesteigerte Polymermenggh &einen Einfluss auf die Freisetzung.
Auch die erhohte COPROGs-Menge und das somit vertad/erteilungsmuster hat bei
erniedrigter Resorptionszeit wohl keinen Einflusd die Freisetzung. Zudem kénnte die
unterschiedliche Polymerstruktur als Erklarung hgezogen werden. Die Tatsache, dass
PLGA ein heterogenes Copolymer aus PLA und PGAtelitrskonnte zu einer pordseren
Matrixstruktur dieses Polymers fuhren (Lu, L., & 4999; 2000), sodass die COPROGs
gleichzeitig aus mehreren Schichten freigesetztdererkénnen. Das PDLLA dagegen,
homogen aus Milchsduremolekilen bestehend, sckaiei kontinuierlichen Resorptions-
und somit auch DNA-Freisetzungsmuster zu folgen (Luet al., 2000; Tsuji, H., Ikarashi,
K., 2004).

Des weiteren haben wir bei unseren Messungen disdtzung des PEI im Vergleich zur
Freisetzung der DNA aus den COPROGs beobachtetiRelgte sich, der DNA-Freisetzung
entsprechend, ein anfanglicher Peak, welcher datral burst-Phadnomen entspricht. In
Zusammenschau der beiden Grol3en zeigte sich jeddm$s die absolute Menge an
freigesetztem PEI, die der DNA bei der ersten Megshei Weitem Uberstieg. Bei den
darauffolgenden Messungen war dies jedoch nichtrmehbeobachten. Der anfangliche
Uberschuss kann ungebundenem, als Polykation geridem PEI zugeordnet werden, was
einem bekannten Phanomen bei der Genvektorformuliernach Standardprotokoll
entspricht (Boeckle, S., et al., 2004; Finsinger,& al., 2000). Somit kann angenommen

werden, dass intakte COPROGs freigesetzt werdemightinur deren Einzelbestandteile.
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4.6 Variation des Polymers

4.6.1 Formulierung der Oberflachen

Da auch die Poly-Desaminotyrosyl-Tyrosinethylestar den biodegradierbaren Polymeren
zahlen und sich zudem durch sehr gute Biokompa#ibihuszeichnen, hat man zwei deren
Vertreter an unserem Modell untersucht. Dabeitstalich zunachst das Problem, dass diese
Polymere nicht in Ethylacetat |6sbar sind. DTE5DERIsich daraufhin gut in Chloroform
I6sen, jedoch nicht DTE30DT. FuUr die Ldsung dieseslymers wurde eine andere
Losungsmittelmischung  bendtigt. Nach mehreren  \Mdmeo  konnte  eine
Losungsmittelkombination gefunden werden, in deddd?olymere gut lésbar waren und
Beschichtungen mit gleichmagiger Oberflache ohneklMmpungen ergaben. Die hierbei
verwendete Losungsmittelkombination war Chlorofamit Isopropanol in einem Verhaltnis
von 19:1. Ein weiteres Problem stellte die geriegedslichkeit der Poly-Desaminotyrosyl-
Tyrosinethylester dar. Die mit diesen Polymerenieftem Polymerkonzentrationen lagen
deutlich unter denen von PDLLA und PLGA. Somit warich die Versuchsbedingungen

dieser unterschiedlichen Polymerklassen nur eitngéskt miteinander vergleichbar.

4.6.2 Expression und metabolische Aktivitat der Pgtyrosincarbonate mit COPROGs

Die Messung der Expression ergab bei beiden Pogmlegine signifikanten Ergebnisse und
ging gegen Null. Auch bei der Messung der metabloéia Aktivitat konnte keinerlei Einfluss
der genaktivierten Beschichtungen auf das Zellwaechdestgestellt werden. Sogar bei sehr
hohen COPROGs-Mengen blieb die Zellproliferationbeginflul3t. Dies lasst darauf
schlieBen, dass diese Polymerklasse die COPRO@stsammantelt und in ihrer Struktur
einschlie3t, dass sie keinerlei Einfluss auf didledenehmen kénnen. Dieses Ergebnis
entspricht auf DTESDT bezogen bereits unseren vigdge Untersuchungen, jedoch nicht
dem Ergebnis, welches wir bei DTE30DT beobachtéiehalvergl. Kap. 4.4). Dies konnte
damit erklart werden, dass bei der friheren Messwmge deutlich grofere Menge an
Polymer proWell eingesetzt wurde. Somit kdnnte nach AbdampfenLdssingsmittels ein
anderes Polymergerist entstanden sein, welches mikaoskopisch eine glatte Oberflache
bot, aber unter Umstanden bei noch genauerer UWictanag Verklumpungen oder Defekte
aufweisen konnte, durch welche die COPROGs freigesairden und Einfluss auf die Zellen
nehmen konnten. Da DTESDT sowie DTE30DT eine lamgealbwertszeit gegeniber
PDLLA und PLGA besitzen, kénnte die Freisetzung @&PROGs auch erst zu einem viel
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spateren Zeitpunkt stattfinden und muss in einéspeachenden Freisetzungsstudie genauer

Uberprift werden.

4.7 Kontrollgruppen

4.7.1 PDLLA mit Chloroform/Isopropanol

Die vorliegenden  Untersuchungen zeigen eine erhohioxizitat  dieser
Lésungsmittelkombination (vergl. Kap. 4.5). Um ngicher zu stellen, dass nicht das
Losungsmittel die Ursache fir die fehlende Expwmssbei den Poly-Desaminotyrosyl-
Tyrosinethylestern darstellt, wurden Beschichtungatsprechend unserem Versuchsmodell
mit PDLLA gel6st in Chloroform/Isopropanol untersiicDabei konnte bei der Messung der
metabolischen Aktivitat dasselbe Toxizitdtsmuster GOPROGs auf die Zellen beobachtet
werden, wie es sich bei Beschichtungen mit PDLLAGglein Ethylacetat darstellte. Die
Expressionsmessung zeigte dagegen eine Verschiedesg Expressionsmaximums zu
hoheren COPROGs-Mengen hin. Dies kdnnte auf eirénderte Oberflachenbeschaffenheit
der Beschichtungen unter dieser Losungsmittelkoatlmn hinweisen, zumal sich die
Oberflachen auch mikroskopisch voneinander untexdehn (s. Abb. 3.2). Anzumerken ist,
dass eine Veranderung der Struktur unter Chlorofbereits von Gollwitzer beschrieben
wurde (Gollwitzer, H., 2001). Eine andere moglidaklarung ware die Beeinflussung der
COPROGSs selbst durch das Lésungsmittel. Um dieklanen misste eine weitere Prifung

der Stabilitat, wie im Kapitel 3.2 beschriebenpggén.

4.7.2 Beschichtungen mit nackter DNA

Eine weitere Kontrollgruppe stellten unserem Modaiitsprechende Formulierungen mit
nackter DNA dar. Auch hier konnte keine Expresssmwie keinerlei Beeinflussung der

Zellen durch diese genaktivierten Beschichtungereigé werden. Ursachlich dafir konnte
entweder eine Beschadigung der DNA bei der Hewstglber Oberflachen sein, eine zu feste
Ummauerung dieser durch das Polymer oder die gaengransfektionseffizienz. Dadurch

konnte jedoch eindeutig aufgezeigt werden, dass REWFs nackter DNA in diesem

Versuchsmodell weit Uberlegen sind.
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4.8 Ausblick und Praxisrelevanz

Das von uns entwickelte Modell genaktivierter Patybeschichtungen entspricht derzeit
nicht nur modernen Therapiekonzepten. Die Formutigrist zudem einfach herstellbar,
kostenginstig und bietet vielerlei Variatonsmodtigiten. Man kann zum Einen Uber die
Auswahl des entsprechenden Plasmids die Beschiggruan die jeweiligen Anforderungen
und Bedirfnisse der angestrebten Therapie anpagienAuswahl des therapeutischen
Plasmids ist nahezu unbeschrankt. Zum AnderenastMiodell auch Uber die Variation des
Polymers anpassungsfahig. Man kann zum Beispiedckeiden, ob nur eine kurzzeitige
Behandlung gewiinscht ist und wahlt dafur ein sdmesbrbierbares Polymer oder ob eine
Beeinflussung der Zellen Uber einen langeren 4dettrbenttigt wird, um dafir ein Polymer
mit einer langeren Halbwertszeit einzusetzen. Ailggs ist das Modell, wie am Beispiel der
Poly-Desaminotyrosyl-Tyrosinethylester sichtbar deyr nicht uneingeschrankt auf alle
Polymere Ubertragbar. Im Einzelnen missen die FHeeraagen individuell Gberprift und far
die jeweilige Therapie optimiert werden. Unsere RKlbarstellung entspricht einer
innovativen Therapieoption und konnte bereits grimth im Tiermodell eingesetzt werden.
Die Arbeitsgruppe von PD Dr. G. Schmidmaier am Aentfir Muskuloskeletale Chirurgie
an der Charité Berlin konnte die genaktivierten yR@rbeschichtungen auf Folien aus
Aluminiumlegierung sowie Kirschnerdrahte UbertragBie eingesetzten Gene waren zum
Einen das Reportergen Luciferase, zum Anderen das s Wachstumsfaktotsone
morphogenic protein-2 (=BMP-2). PD Dr. A. Kolk verfolgte auf Folien ausitdn die
Ergebnisse im Rahmen seiner HabilitationsschritblkkK A., 2007) und testete den Einsatz
genaktivierter PDLLA-Beschichtungen mit fur BMP-2dierenden COPROGs im Vergleich
zum rekombinanten Protein rh BMP-2. Dabei konnteeretiperimentell die
Knochenneubildung beicritical size Mandibuladefekten in beiden Versuchgruppen
erfolgreich gefordert werden. Zwar war das durchkomebinantes Protein geférderte
Knochenwachstum signifikant héher, doch kam eseésat Gruppe zu einer unkontrollierten
UberschieRenden Knochenneubildung, welche in dePRI@Gs-Gruppe nicht beobachtet
wurde.

Somit bieten genaktivierte Polymerbeschichtungeh @@PROGSs eine bessere, einfachere
und kostengunstigere Alternative zur BeschleunigdegFrakturheilung mit rekombinanten

Wachstumsfaktoren.
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5 Zusammenfassung

Komplikationen bei der Frakturheilung, Lockerunghopéadischer Implantate und die damit
verbundene Gefahr von Revisionseingriffen sind ar ©rthopadie und Unfallchirurgie
gefurchtete Komplikationen. Ein viel versprechendesues Therapieverfahren zur
Verbesserung der Knochenheilung ist der lokale &msekombinanter Wachstumsfaktoren
wie BMP-2, IGF oder TGF-31. Da es sich hier umsahr aufwéndiges und kostenintensives
Verfahren handelt, wird in unserer Arbeitsgruppesarer einfacheren und kostengunstigeren
Alternative gearbeitet. Das Ziel ist die Entwickiugines neuen lokalen gentherapeutischen
Verfahrens fur die Zichtung von Knochen entspredhmoderner Vorstellungen dé@sssue
Engineering, bei welchem die Zellen tber fir Wachstumsfaktdedierende Gene stimuliert
werden. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Opt&nung des bisher entwickelten Verfahrens
und Testung der Effizienz des nicht-viralen gerdpeutischen Verfahrens.

Das vorliegende Modell basiert auf bioresorbierbaued biokompatiblen Polymeren als
Beschichtungsgrundlage, in die nicht-virale Geneekt auf Basis der COPROGs,
eingearbeitet wurden. Zur Formulierung dieser geviakten Polymeroberflachen wurden die
Genvektoren zunachst schockgefroren, lyophilisisrgrganischem Losungsmittel dispergiert
und mit den in organischem Losungsmittel gelostetyrReren vermischt zur Beschichtung
[6sungsmittelresistenter Oberflachen eingesetztchN@bdampfen des LOsungsmittels
konnten die beschichteten Oberflachen mit den arggteten Genen zur Transfektion mit
Zellen besiedelt werden.

Uber Variation der Polymer- sowie COPROGs-Menge dgudas System optimiert und
dessen Einfluss auf die zu transfizierenden Zehéher untersucht. Dabei konnte Uber
Messungen der Expression, Transfektion sowie demboéschen Aktivitat ein optimales
COPROGs-Polymer-Verhaltnis identifiziert werden, t niohen Transfektionsraten und
geringen toxischen Einflissen auf die Zellen. Weitarden Gber Radioaktivmarkierung der
pPDNA entsprechende Freisetzungskurven erstellt,dienVerfigbarkeit der COPROGs aus
den genaktivierten Oberflachen zu charakterisiei@abei zeigte sich, dass sowohl die
COPROGs- wie Polymermenge, aber auch die chemisdatir des Polymers das
Freisetzungsverhalten beeinflusst.

Zur Optimierung unseres Modells wurden verschiedelegradierbare Polymere fir
Beschichtungen getestet. Geeignete Kandidaten sPIOLLA und PLGA mit
unterschiedlichen Hydrolyse- sowie Resorptionseigeaften mit der Moglichkeit zur

individuellen Anpassung an die geforderten Thestpegien. Die gleichzeitig untersuchten

82



Polymere auf Basis von Poly-Deasaminotyrosyl-Tyregiylestern, DTE5SDT und DTE30DT

als Alternative, zeigten keine Genexpression.

Das erarbeitete Beschichtungsprinzip wurde bemgitseinem BMP2 Plasmid erfolgreich zur

Beschichtung von Folien basierend auf einer Alummrliegierung, Kirschnerdrahten sowie
Titanfolien eingesetzt und zeigte im Rattenmoded Expression des Wachstumsfaktors
BMP-2. Dabei konnte nicht nur das Knochenwachstthek&y geférdert werden, auch war

anhand der entstandenen Knochenstruktur im Velgleiom Einsatz des rekombinanten
Wachstumsfaktors eine physiologische Knochenheilang beobachten. Die erarbeiteten
Daten zeigen eine neue reproduzierbare und koststigé Therapiestrategie, die sicherlich
noch einer Feinabstimmung auf die individuellen gésdellungen bedarf. Die Arbeiten

werden fortgesetzt, um das innovative Konzept @ahtlichen Anspriichen fur die Medizin

anzupassen.
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6 Abklrzungsverzeichnis

BMP-2
BSA
COPROGs
CMV
DNA

DT

DTE
DTESDT
DTE30DT
EDTA
EGFP
EtBr
FACS
FCS

HCI
|125

|l31

IGF

KDa

Luc

MLV
N/P-Ratio

P6YESC
pB-luc

PBS
PDLLA
PDNA
PEG

bone morphogenic protein-2
Bovines Serum Albumin
Copolymer protected gene vectors
Cytomegalo-Virus
Desoxyribonucleic acid
Desaminotyrosyl-L-tyrosine
Desaminotyrosyl-L-tyrosine ethylester
poly (DTE-co-5% DT carbonate)
poly (DTE-co-30% DT carbonate)
Ethylendiamintetraacetat
enhanced green fluorescent protein
Ethidiumbromid
fluorescence activated cell sorting
fotales Kalberserum
Salzsaure
radioaktives lotf°
radioaktives lodf
insulin-like growth factor
Kilodalton
photinus pyralis luciferase
murine leukemia virus
Molares Verhéltnis positiv geladener
PEI-Aminogruppen (N) und negativ geladener
DNA-Phosphatgruppen (P)
Co-Polymer aus PEG und YE5C
Plasmid kodierend fur photinus pyralisiferase
unter Kontrolle des CMV-Promotors
phosphate-buffered saline
poly (D/L lactic acid)
Plasmid-DNA
Polyethylen glycol
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PEGFP-N1

PEI

PEI 25
PGA

Pl

PLA
PLGA
PLLA
RNA
SCID-X1
TGF-31
YESC

Plasmid kodierend fur enhanced gresmdkcent
protein unter Kontrolle des CMV-Promotors
Polyethylenimin
Verzweigtes PEI, 25 kDa
poly-glycolic acid
Probidiumiodid
poly-lactic acid
poly (D/L lactic-co-glycolic acid)
poly (L-lactic acid)
ribonucleic acid
severe combined immunodeficiency-X1
transforming growth factot-R1
Tyrosin(Y)/5x Glutaminsaure(E)/Cystein(Egptid
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Abschluss: arztliche Vorprifung

Technische Universitat
Humanmedizin, klinischer Studienabschnitt
Abschluss: Staatsexamen nach neuer AAppO

Kreiskrankenhaus
Pflegepraktikum

~Szpital specjalistyczny im Ludwika Rydygiera
Allgemeinchirurgie

.Repatriation Hospital”
Rehabilitation

Praxis Dr. med. Adam Konieczny
Gynakologie

Klinikkum Rechts der Isar
Viszeralchirurgie

~Akademia Medyczna im Piastow Slaskich®
Gefal3- und Transplantationschirurgie

Institut fir Pathologie der TU
Pathologie

Klinikum Rechts der Isar
Gynakologie und Geburtshilfe
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Altotting

Minchen

Miinchen

Altotting

Blas

Adelaide

Burghausen

Miinchen

Breslau

Minchen

Miinchen



Praktisches Jahr

Aug - Okt 2006 .Pomorska Akademia Medyczna*
Gynékologie und Geburtshilfe

Okt - Dez 2006 Klinikum rechts der Isar
Gynékologie und Geburtshilfe

Dez - Feb 2007 ,Hospital Clinico J.J. Aguirre”

Chirurgie

Feb - Apr 2007 Klinikum rechts der Isar
Chirurgie

Apr - Jul 2007 Rotkreuzklinikum

Innere Medizin

Berufliche Tatigkeit
Seit Mai 2008 Donau-Ries-Klinik

Stettin

Minchen

Santiago de Chile

Minchen

Miinchen

Donauworth

Assistenzarztin fir Gynékologie und Geburtshilfe

Sprachkenntnisse

Polnisch, Englisch, Spanisch, Latein (grofl3es Latinu

Miinchen, den 18.05.2009
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