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EINLEITUNG 1

| Einleitung

1.1 Klinische sowie volkswirtschaftliche Aspekte de s Gentransfers in der
Orthopéadie und Traumatologie

Massive Knochendefekte stellen sowohl Orthopaden als auch Traumatologen vor
therapeutische Probleme und Grenzen [13]. GrofRe Knochenverluste kénnen durch
Traumen oder im Rahmen von Tumoroperationen entstehen, wobei es anschliel3end
oftmals zu einer ungenigenden Heilung und ausbleibenden Verwachsung der
Knochenfragmente kommt und somit zu einer Pseudarthrose fuhrt [9, 101].

Der heutige therapeutische Standard bei unzureichender Knochenheilung ist die
autologe Spongiosaplastik, die jedoch in bis zu 30% der Falle zu einem
unbefriedigenden Ergebnis fuhrt [8]. Limitationen dieses Verfahrens bestehen u.a. in
der beschrankten Verfugbarkeit autologer Spongiosa [29]. Die Spongiosa wird
zumeist aus den Beckenkdmmen entnommen, wobei Komplikationen - beschrieben
in 9,4% bis 49 % der Falle - durch Pardsthesien und Schmerzen an der
Entnahmestelle, Darmprolapsen, Gefal3- oder Nervenverletzungen, Destabilisationen
des Sakroiliakalgelenkes oder auch iliakalen Frakturen geschildert werden
[3, 12, 35, 111]. Als Alternativen zur autologen Spongiosaplastik bestehen heute zum
einen der Allograft mit einer fremden Knochenspende, zum anderen synthetische
Knochenersatzmaterialen wie Calcium-Phosphat-Keramiken, Metall und Polymere,
wobei jedoch beide Verfahren zu einer inflammatorischen Host-Reaktion und damit
zur AbstoBung fihren kénnen [6, 50, 123]. Nicht nur diese Limitationen lassen die
Erforschung und zukinftige Anwendung des Gentransfers im Bereich der
Knochenbruchheilung und des Tissue Engineerings als dringend notwendig
erscheinen, sondern auch die volkswirtschaftliche und demographische Entwicklung

erfordern neue Behandlungsmdéglichkeiten.

In den 90er Jahren kam es in den USA bei etwa 5,6 Mio Frakturen jahrlich in
5 bis 10 % der Falle zu einer Verzbgerung oder Beeintrachtigung der Knochen-
bruchheilung [31, 37]. Neue therapeutische Ansatze zur Knochenbruchheilung sind
jedoch nicht nur bei massiven Knochendefekten notwendig, sondern auch die
zunehmende Uberalterung der Bevolkerung und die somit physiologischen Folgen
und Probleme des Alterns erfordern neue therapeutische Malinahmen [70].
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Mit zunehmendem Alter kommt es zu einer Abnahme der mesenchymalen
Vorlauferzellen und somit zu einer u.a. dadurch bedingten schlechteren
Regenerationsfahigkeit der verschiedenen Gewebe [34, 70]. Zudem bestehen bei
alteren Patienten oftmals diverse Nebenerkrankungen sowie Risikofaktoren wie
Diabetes mellitus, Nikotinabusus, Gefal3krankheiten oder Osteoporose, die dazu
fuhren, dass auch schon kleinere ossare Defekte schlechter heilen [34, 95, 130].
Weiterhin werden zukiinftig durch die Zunahme endoprothetischer Versorgungen
vermehrt schwierige periprothetische Frakturen eine Herausforderung flr

Traumatologen sowie Orthopaden darstellen [34].

Die Bedeutsamkeit der Tissue Engineering-Forschung, die neue Mdoglichkeiten auf
biologischem, chemischem und technischem Gebiet sucht, um die
Wiederherstellung, Restauration oder Regeneration von Geweben zu ermdglichen,
wird auch dadurch demonstriert, dass allein bei Knochentransplantat- und
Knochenersatzverfahren weltweit bisher mehr als vier Millionen Studien durchgefihrt
wurden [29, 71, 156]. Die Forschung auf orthopéadischem Gebiet im Rahmen des
Tissue Engineerings und des orthopadischen Gentransfers umfasst hierbei nicht nur
den Knochen, sondern auch Erforschungen im Bereich Knorpel, Bandscheiben,
Bander, Sehnen, Arthritiden und der Osteoporose [37].

Auch viele andere klinische Fachgebiete setzen groRe Hoffnungen in den
Gentransfer. So wird Calcium-Phosphat als Gentransfersystem nicht ausschlief3lich
auf dem Gebiet der orthopéadischen Gentransferforschung verwendet, sondern bspw.

auch im Rahmen von hepatischer und kolorektaler Tumorforschung [125, 164].

1.1.1 Induktion von Knochen durch bestimmte Protein e/Faktoren

Der Knochen unterliegt einem stéandigen Umbauprozess durch Knochensubstanz
synthetisierende Osteoblasten und Knochensubstanz auflésende Osteoklasten [92,
95]. Diese beiden Zellarten bilden mit verschiedenen Wachstumsfaktoren (GFs)
sowie extrazellularen Matrixproteinen die Mikroumgebung des Knochengewebes und
erhalten Uber an der Zellwandoberflache befindliche, spezifische Rezeptoren und

Integrine Signale [58, 119]. Die Bindung des Wachstumsfaktors an seinen
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spezifischen Rezeptor initiiert eine intrazellulare Signalkaskade, die zu einer
gewebsspezifischen Genexpression fuhrt [58]. Mesenchymale Vorlauferzellen
kobnnen sich durch Wachstumsfaktoren beispielsweise zu Osteoblasten,
Chondroblasten, Endothelzellen oder Fibroblasten differenzieren [79]. Zur
Knochenregeneration koénnen neben mesenchymalen Stammzellen aus dem
Knochenmark auch Zellen aus dem peripherem Blut, dem Fettgewebe sowie der
Nabelschnur gewonnen werden [29, 33, 87, 119].

Die primaren Wachstumsfaktoren, die auf die Mikroumgebung des Knochens wirken,
sind der Transforming growth factor beta (TGF- ) und die zu dieser Familie
zéhlenden Bone morphogenic proteins (BMPs), der Insulin-like growth factor (IGF)-1,
der Fibroblast growth factor (FGF)-2 und der Vascular endothelial growth factor
(VEGF) [58, 71]. Diese Wachstumsfaktoren werden sowohl in vivo als auch in vitro
von Osteoblasten und anderen Knochenzellen produziert [88].

Bone morphogenic proteins sind Mitglieder der TGF- -Familie und gelten als
Schlusselproteine in der Rekrutierung, Koordinierung und Differenzierung von
Knochenzellvorlaufern [88, 116, 119]. TGF- konnte unmittelbar nach einer Fraktur
sowohl in Bereichen des Frakturhamatoms als auch in proliferierenden, periostalen
mesenchymalen Stammzellen erfolgreich nachgewiesen werden [102]. TGF- st ein
Aktivator der BMP-Expression von Osteoblasten und es zeigte sich nach lokaler
Applikation eine erhohte periostale Knochenformation [88]. TGF- 1 wird in Knochen,
Knorpel und Thrombozyten exprimiert und ist potenzialer Koppler von
Knochenformation und -resorption [58, 102]. Als Mitglieder der TGF-Familie haben
BMPs Einfluss auf Gréf3e und Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen und
auf ihre Fahigkeit Matrix zu produzieren [9, 29, 58, 88, 119, 147]. Die BMPs werden
als potenteste Stimulatoren der Osteoinduktion beschrieben [130]. BMP-4, BMP-7
und besonders BMP-2 erwiesen sich in Tiermodellen als osteoinduktiv [8, 9, 34, 35,
58]. Diverse Studien zeigten, dass die BMP-2-cDNA-Transfektion in eine
mesenchymale Zelllinie sowohl Uber einen autokrinen als auch einen parakrinen
Mechanismus in vitro und in vivo den osteogenen Differenzierungspfad stimuliert
[115]. BMP-2 sowie BMP-7 wurden bereits in humanen Pilotstudien eingesetzt und
ihre osteogene Potenz konnte auch beim Menschen bestétigt werden [58, 79].
Govender et. al. (2002) fuhrten eine grol3e prospektive, randomisierte Studie mit 450
Probanden durch, wobei BMP-2 als Zusatz zur herkdbmmlichen Therapie bei offenen

Tibiafrakturen Verwendung fand [50]. Sie konnten zeigen, dass diese Zusatztherapie
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einerseits von den Patienten gut toleriert wurde und kaum zu allergischen
Reaktionen sowie Immunantworten fuhrte, andererseits konnte im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikant schnellere Knochenbruchheilung sowie eine
funktionelle Besserung mit Reduzierung der Infektionsraten bei den mit BMP-2
behandelten Patienten nachgewiesen werden [50]. Die jedoch nur sehr
eingeschréankte Bioverfugbarkeit sowie Bioaktivitdt von in Proteinform appliziertem
BMP-2 und daraus folgende Kosten limitieren den klinischen Einsatz [116].

Neben BMP-2 zeigte sich auch nach der Applikation von BMP-7 bei Non-Union-
Frakturen eine erfolgreiche Defektreparatur, ebenso wie eine Verminderung der post-
operativen Schmerzen [29, 41]. Auch weitere klinische Studien mit BMP sowie
rekombinantem BMP bei dentalen, craniofacialen sowie ossaren Defekten und
Osteonekrose fuhrten zu erfolgreichen Ergebnissen [45, 148].

Die Insulin-like growth factors fordern sowohl die Zellproliferation von Osteoblasten
als auch die Synthese von Kollagen Typ |, welches neben Proteoglykanen, Muzinen
sowie Osteocalcin fur die Bildung der primaren Knochenmatrix, dem Osteoid,
essentiell ist [58, 88, 92]. IGF-1 wurde in heilenden Frakturen bei Menschen und bei
Ratten nachgewiesen [58, 88]. Tierstudien zeigten zudem, dass IGF-1 neben der
Forderung der Knochenheilung auch chondrogen wirksam ist [58]. Neben anabolen
Effekten des IGFs auf Osteoblasten werden auch stimulierende Einflusse auf die
Osteoklastenzelllinie mit folglich erhéhter Knochenresorption beschrieben [88]. Um
IGF-1 jedoch als therapeutisch wirksames Reagenz bei der Knochenheilung
einsetzen zu kénnen, muss die Anwendung mehr als 6 Wochen betragen, um eine
effiziente Knochenheilung in vivo beobachten zu kénnen [58].

Der Fibroblast growth factor ist Regulator fiir Knochengréf3e und -entwicklung, indem
er direkten Einfluss auf die Osteoblastenproliferation und -differenzierung hat [58]. Es
zeigte sich in den frihen Stadien der Knochenbruchheilung eine vermehrte Aktivitat
dieses Faktors, so dass die Forderung der Knochenbruchheilung und Angiogenese
durch diesen Faktor ins Interesse der Tissue Engineering-Forschung gerickt sind
[58].

Die Vascular endothelial growth factors begunstigen und férdern die Angiogenese,
die Vasodilatation und einen Anstieg der mikrovaskuldren Permeabilitat in vivo, da
sie die endotheliale Zellproliferation sowie Zellmigration induzieren und den Zelltod
inhibieren konnen [71]. Synergistische Effekte mit anderen Wachstumsfaktoren
(z.B. FGF-2) wurden Dberichtet [58]. VEGFs sind bedeutungsvoll fur die
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Knochenregeneration, um essentielle Nahrstoffe und zusétzliche Wachstumsfaktoren
im Defektbereich bereitzustellen [58].

Neben den Wachstumsfaktoren sind auch die den Knochen betreffenden
Transkriptionsfaktoren ins Interesse der Tissue Engineering-Forschung geruckt.
Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die an bestimmten Promoterstellen an die DNA
binden und so die Transkription regulieren [71, 119]. Der Vorteil bei dieser
genetischen Modifikation einer Zelle, die in der Aktivierung eines solchen
Transkriptionsfaktors besteht, ist im Vergleich zu einem Wachstumsfaktor einerseits,
dass dieser Transkriptionsfaktor nicht sezerniert werden muss, um im
Zellstoffwechsel zu agieren, und andererseits, dass der Transkriptionsfaktor auch die
Expression von mehreren Wachstumsfaktoren induzieren kann [71]. Aktuell wird
hauptsachlich an folgenden osteogenen Transkriptionsfaktoren geforscht:
LIM Mineralisationsproteine, Osterix und Runx2 [34, 71, 115, 119]. Sie fihren zu
einer gesteigerten Expression von BMPs und induzieren so die osteogene

Differenzierung sowie die Knochenbildung [58].

1.1.2 Problematik der Applikation von Proteinen

Da die in 1.1.1 aufgefihrten Wachstumsfaktoren Proteine sehr geringer Grol3e sind,
besitzen sie eine kurze Halbwertszeit, so dass eine ausreichende Aktivitat, um eine
effektive Knochenproduktion zu induzieren, nicht erreicht wird [88, 95, 108, 152].
Ebenso weisen Proteine nach direkter Applikation eine verminderte Stabilitat auf, die
auch durch eine Schutzverpackung durch polymerische Tréagerstoffe nicht verbessert
werden konnte [56]. Dies macht bei herkdmmlichen, parenteralen Methoden der
Applikation eine haufige und mehrmalige Injektion oder Infusion erforderlich [116].
Zudem erreichen die parenteral applizierten Proteine oftmals nicht den gewlnschten
Wirkort und die therapeutisch bendtigten Mengen sind unerschwinglich teuer [38, 95,
115, 116]. Diese Art der Behandlung ist fur Patienten zudem oftmals unangenehm,
repetitiv. und mit Nebenwirkungen verbunden [38]. Bei parenteralen Gaben der
Wachstumsfaktoren besteht zusatzlich das Problem, dass im Defektbereich eine

verminderte Vaskularisation und reichlich fibroses Gewebe bestehen, so dass die
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Proteine ihren Wirkort nicht bzw. nur schwerlich erreichen kénnen [130]. Um diese
Limitationen zu Uberwinden und eine kosteneffektive Losung zu finden, wird die

Hoffnung in den Gentransfer gesetzt [13].

1.1.3 Gentransfer als Medikamentenapplikationssyste  m

Eine der Moglichkeiten, die Probleme der parenteralen Applikation der Proteine zu
umgehen, stellt der Gentransfer dar [10]. Komplementare DNA wird mit Hilfe von
Vektoren in Zellen der entsprechenden Kdorperregion eingeschleust, mit dem Ziel,
dass die transferierte Zelle die durch cDNA kodierten Proteine produziert [10].
Vektoren sind also Transport-Vehikel fur DNA [65, 92].

Hierbei kbnnen grundsatzlich zwei Methoden unterschieden werden [38, 79, 130].
Bei der In-vivo-Technik werden die Vektoren direkt in das Zielgebiet bzw. systemisch
in den Korper appliziert [130]. Bei einem Ex-vivo-Transfer werden die Zellen
zunachst aus dem Zielgewebe entnommen und in Zellkulturen gezichtet, ehe sie mit
dem entsprechenden Vektor transfiziert werden [79]. Nach erfolgreicher Transfektion
kommt es zu einer Reimplantation der transfizierten Zellen in die Defektregion [79].
Der Ex-vivo-Transfer ist wesentlich sicherer als der In-vivo-Transfer, da keine viralen
Partikel oder DNA-Komplexe in den Organismus appliziert und selektiv kontrollierte
Zellen, die das Protein wirklich exprimieren, in den Korper reappliziert werden [38].
Nachteil dieser Anwendung ist jedoch, dass sie sehr kompliziert, wesentlich invasiver
als der In-vivo-Transfer und zeitaufwendiger ist [130]. Zudem besteht durch das
zweifache invasive Vorgehen eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir Kontaminationen
und moglich folgende Infektionen fir den Patienten [116]. Dieses komplexe
Vorgehen weist weitere Limitationen auch auf nicht-medizinischem Gebiet auf, da
hohe Produktionskosten anfallen und eine Qualitatskontrolle sich durchaus schwierig
gestaltet [98]. Neben dem wesentlich weniger invasiven Eingriff ist der In-vivo-
Transfer auch technisch einfacher, jedoch kénnen einzelne Zellen nur schwierig
selektiv angesteuert werden und somit besteht nur eine geringe Kontrolle tber die
wirkliche Zielzellenpopulation [38, 116]. Eine weitere Unsicherheit der direkten In-
vivo-Technik besteht in der Einbringung von DNA-Komplexen durch Viren oder
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andere Vektor-Komplexe in den Organismus [38]. Erfolgreiche Ex-vivo-
Anwendungen fuhrten bereits zu Knochen- wie auch zu Knorpelinduktionen [46, 85].

Da das Proteine von der Zelle schlie3lich produziert wird, sind theoretisch nur wenige
Applikationen, maoglicherweise sogar nur eine einmalige Gabe notwendig [38].
Wahrscheinlich haben autolog produzierte Proteine zudem auch eine hdohere
biologische Wirksamkeit als exogen hergestellte [9, 108]. Durch die gezielte zellulare
Expression von Wachstumsfaktoren kommt es zu einer Unterstlitzung biologischer

Heilungsprozesse [79].

1.1.4 Bisherige Erfahrungen mit Gentransfersystemen

Der erste genehmigte, humane Gentransfer wurde 1988 in den USA mit einem
Markergen bei Melanompatienten durchgefthrt [38]. Ein Jahr spater erfolgte der
erste therapeutische Gentransfer bei Patienten mit Adenosin-Desaminase-Mangel
[38]. Der Tod eines 18-Jahrigen bei einer Gentherapie mit adenoviralen Vektoren
sowie das Auftreten zweier Leukamiefélle bei retroviralen Gentherapien waren
vereinzelte RuUckschlage in der Gentherapie [23, 62, 83]. Auch weitere
Sicherheitsmangel liel3en sich bei der adenoviralen Therapie aufdecken; so wurden
Spuren von Adenoviren in der Samenflissigkeit eines zuvor damit behandelten
Patienten festgestellt, wobei Besorgnis dartber aufkam, dass diese nun zu einer
Verféalschung der Keimbahn fihren kdnnten [118].

In In-vivo-Tiermodellen zur Knochenbruchheilung wiesen virale Vektoren eine
erfolgreiche Transfektion auf [1, 9, 20, 24, 69, 84, 104, 126, 133]. In einer der ersten
Studien applizierten Musgrave et. al. (1999) Adenoviren beladen mit der cDNA flr
BMP-2 in die Triceps-surae-Muskulatur von Mausen, wobei nach 2 Wochen
histologisch und nach 3 Wochen radiologisch eine ektope Knochenbildung in diesen
Muskeln nachgewiesen werden konnte [104]. Baltzer et. al. (2000) zeigten, dass ein
segmentaler Knochendefekt im Kaninchenfemur durch Applikation von
BMP-2 beladenen Adenoviren nach 12 Wochen vollstandig verheilt war [9].

Aufgrund der oben genannten Rickschlage wird nach Alternativen zum viralen
Gentransfer gesucht. Diese Alternativen stellen sich zum einen in der vermehrten

Forschung und Verwendung von Ex-vivo-Gentherapien und zum anderen in der
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Erforschung von non-viralen Gentransfersystemen dar. Virale Vektoren erwiesen
sich zwar als sehr effizient, da die DNA-Beférderung und -Expression einen Teil ihres
biologischen Lebenszyklus darstellen, jedoch besteht bei diversen Viren zum einen
die Gefahr, dass die Integration der DNA in ein Tumor-Supressorgen in der
chromosomalen DNA stattfindet und dadurch die Zelle zur Mutagenitadt und
Kanzerogenitat neigt, zum anderen kann es zu einer inflammatorischen Antwort auf
virale Proteine kommen [38, 116, 125]. Diese inflammatorische Antwort hat auch
eine Minderung der Genexpressionsdauer zur Folge [46, 130]. Eine Beschrankung in
der Anwendung von viralen Vektoren besteht zudem in der eingeschrankten,
aufnehmbaren Partikelgrof3e (kb) [130]. Non-virale Vektoren hingegen sind bisher
gro3tenteils weniger effektiv, dafiir aber einfacher zu produzieren und weisen eine
groRere Stabilitat als virale Vektoren auf [116]. Zudem erscheinen sie geringer
antigen und auch die GroRenrestriktion der Partikel ist meist nicht gegeben [115].
Non-virale Gentransfersysteme zeigten bereits bei der Zystofibrosebehandlung eine
erfolgreiche Transfektion von Lungen- und Atemwegsepithelien in vivo [116]. Ebenso
konnte im Tierversuch eine erfolgreiche Knochenbruchheilung durch einen ex vivo
non-viralen Gentransfer bestatigt werden [115].

Auch wenn die Verwendung rekombinanter Proteine in der Knochenbruchheilung
teilweise bereits im klinischen Alltag erfolgt, so sind lokale Gentherapien bisher nur in
Tiermodellen getestet worden [47].

Bei lokalen Anwendungen wie Knochendefekten ist es wichtig, nur eine lokale
Applikation zur erzielen, da BMP-Studien mit muskuléarer Applikation zeigten, dass
die BMP-Aktivitdt auch im Muskel méglich ist und so zu suboptimalen Ergebnissen
mit intramuskularer, dysplatischer Knochenbildung flihren kann [58]. Um eine lokale
Anwendung zu erzielen, besteht neben dem Gentransfer bspw. die Mdéglichkeit einer
Gene Activated Matrix (GAM), wobei ein Gerlst das Wundbett fillt und den DNA
Vektor zunédchst in situ halt, bis dass endogene Reparaturzellen entlang des
Gerustes migrieren [16]. Hierbei findet also die Zielzelle die DNA und nicht - wie beim
Gentransfer sonst Ublich - die DNA die Zielzelle [18]. Bonadio et. al.
(1999, 2000, 2002) sowie Patil et. al. (2000) prasentierten erfolgreiche Ergebnisse
von In-vivo-GAM-Anwendungen bei Knochendefekten [16, 17, 18, 19, 117]. Ein
grof3er Vorteil dieser Methode ist, dass nicht nur eins, sondern viele verschiedene
therapeutische Gene, Transkriptionsfaktoren und Signalmolekile in die Matrix

platziert werden kénnen [17, 18, 47].
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1.2 Grundlagen des Gentransfers

Ziel des Gentransfers ist es, das gewinschte Gen in den Zellkern einzuschleusen,
damit anschlieBend Transkription und Translation dieses Gens erfolgen kdnnen [2].
So koénnen durch Gentransportsysteme, die so genannten Vektoren, Gene in Zellen
eingebracht werden, die ein therapeutisches Protein kodieren (vgl. Kapitel 1.1.1 und
Kapitel 1.1.4) [155]. Zurzeit wird weltweit an verschiedenen Gentransfersystemen im
Rahmen von Krebsbehandlungen, erblichen Krankheiten wie Zystofibrose,
Infektionskrankheiten, kardiovaskularen Erkrankungen, rheumatoiden Erkrankungen
sowie des Tissue Engineerings geforscht [98].

1.2.1 Mechanismus und nattrliche Barrieren

Um erfolgreich in den Zellkern zu gelangen, missen einige extra- sowie intrazellulare
Hindernisse und Barrieren Gberwunden werden [149].

Die erste naturliche Barriere ist dabei das Milieu des extrazellularen Raumes, wobei
ein unzureichender Schutz des Plasmids zu einem Verdau durch bestimmte Enzyme
fuhrt [7, 77, 118]. Zudem sollen die DNA-Partikel vor unerwiinschten Interaktionen
abgeschirmt werden [150]. Auch die Immunreaktion des Organismus stellt ein
extrazellulares Hindernis dar [149]. Die effiziente Protektion der DNA beginnt also
schon vor Erreichen der Zielzelle [7, 123]. Nach systemischer, intraventser
Applikation vermindern bestimmte Komplexparameter die Wahrscheinlichkeit der
Zellbindung [7]. Hierbei werden besonders grofR3e Strukturen (>200 nm) im Vergleich
zu StrukturgroéfRen von unter 200 nm vom reticuloendothelialen System eliminiert [43,
134]. Ebenso kommt es zur schnelleren Eliminierung von Komplexen, die eine positiv
bzw. negativ geladene Oberflache aufweisen, im Gegensatz zu neutralen Komplexen
[43]. So kann es bei kationischen Oberflachen zu einer Bindung mit anionischen
Proteinen kommen, was wiederum zu einer Verminderung von aktiven Vektor-DNA-
Komplexen fuhrt [7].

Die zweite Barriere stellt die Bindung an die gewinschten Zielzellen dar [7]. Sollen
nur bestimmte Zellen transfiziert werden, so kann dies beispielsweise durch

Markierung des Vektor/DNA-Komplexes durch funktionelle Molekile oder Gruppen
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(z.B. Glykoproteine) erfolgen, die nur von bestimmten Zielzellen Uber spezifische
Membranrezeptoren erkannt werden [7, 14, 64, 98, 118, 157]. Neben der lokalen
intraossaren Applikation werden auch intramuskulare, intraperitoneale, intra-
tracheale, intrathecale, subkutane sowie intratumorale Injektionen der Komplexe
beschrieben [7]. Sobald der Komplex durch eine unspezifische ionische Interaktion
oder durch einen spezifischen Liganden an die Zellmembran gebunden hat, folgt die
Internalisation mittels Endozytose [66, 80, 81, 113, 123]. GroRe Komplexe (>200 nm)
gelangen durch Rezeptor- und Clathrin-unspezifische Endozytose in die Zelle,
kleinere Komplexe (< 200 nm) durch Clathrin-Umhllung [80, 81].

Das dritte Hindernis stellen der intrazellulare Transport und die Dissoziation der DNA
von ihrem bisherigen Carrier dar [7]. Haben die Vektor-DNA-Komplexe die Membran
mittels Endozytose Uberwunden, so liegen sie intrazellular als Endosomen vor [80,
81]. Diese Endosomen kdnnen einerseits durch eine osmotische Schwellung platzen,
andererseits konnen die Endosomen auch mit Lysosomen, welche eine Vielzahl an
abbauenden Enzymen enthalten, fusionieren [66, 80, 113]. Kommt es zu dieser
Fusion sollte der Vektor die DNA vor einer Eliminierung durch diese Enzyme
schitzen [80, 81]. Viele nicht-virale Vektoren flihren zu einem osmotischen Platzen
des Endosoms, andere wiederum kdonnen den pH-Wert innerhalb des Endolysosoms
so vorteilhaft verandern, dass die lysosomalen Enzyme inaktiviert werden [36, 66,
80, 81, 98]. Durch diese Reaktionen des Vektors erfolgt automatisch die Freisetzung
der DNA/des Plasmids in das Zytosol [98]. Bei der endosomalen Freisetzung tritt die
DNA also nicht nur aus dem Endosom heraus, sondern dissoziiert auch vom Vektor
ab, um fur die folgende Transkription frei vorzuliegen [149]. Da diese endosomale
Freisetzung ein wichtiger Schritt des DNA-Transports ist, kdnnen Hilfsstoffe wie
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine  (DOPE) oder lysosomatrope
Reagenzien wie Monensin oder Chloroquin zum Vektor hinzugegeben werden [98,
118, 161]. Diese Stoffe fuhren zu einer Anhebung des endosomalen pHs durch
Blockierung der Ansauerung sowie zu einer Inhibierung der lysosomalen Enzyme,
wodurch es zu einer schnelleren endosomalen Freisetzung der DNA kommt [118]. Im
Fall von Calcium-Phosphat-Nanopartikeln als Transfersystem ist die Verwendung
solcher zuséatzlichen Préparate nicht notwendig [98].

Das nachste nattrliche Hindernis sind der Eintritt in den Zellkern und der Transport
dort hin [7]. Das zu durchquerende Zytoplasma ist ein Netzwerk aus Mikrofilamenten

und Mikrotubulisystemen, das sich in einer flissigen Phase befindet. Wie die DNA
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sich durch das Zytoplasma bewegt, ist noch weitestgehend unbekannt [93]. Die
beiden bisher diskutierten Basismechanismen sind einerseits die Diffusion,
andererseits der aktive Transport [149]. Da jedoch DNA-Fragmente, die grof3er als
2.000 Basenpaare sind, nicht fahig scheinen durch das Zytoplasma zu diffundieren,
missen andere Mechanismen fiir den DNA-Transport bestehen [93]. Alternativ kann
der DNA-Transport zum Nukleus an Elementen und Komponenten des Zytoskeletts
wie  beispielsweise dem  Dynein-vermittelten  Transport entlang des
Mikrotubulinetzwerkes erfolgen [123, 149].
Der Zellkern besteht aus einer Doppelmembran mit zahlreichen Kernporen, die eine
selektive Barriere darstellen [98]. Der Kernporenkomplex reguliert u.a. den aktiven
Transport von Proteinen und den Export von RNA [98]. Der nukleozytoplasmatische
Transport durch den Kernporenkomplex erfolgt durch drei Mechanismen:

passive Diffusion limitiert fir Molekdle, die kleiner als 10 kD sind

aktiver Transport fur groRe Molekile, wobei spezifische Proteine (Nuclear

localisation signal proteins) und die Hydrolyse von ATP als Energiequelle

bendtigt werden

Calcium-regulierter Transport fur mittelgrof3e Molekule (10-70 kD)

Calcium befindet sich in den Zisternen zwischen der Doppelmembran des Zellkerns
und nimmt eine wichtige Rolle bei der Offnung bzw. SchlieRung der Kernporen fur
mittelgroRe Molekiile > 10 kD ein [51, 141]. Uber ein durch Phospholipase C und
dem im Zytosol befindlichen Inositoltriphosphat vermitteltes Signal kommt es zur
Ausschittung von Calcium aus der Zisterne ins Zytosol, wodurch die Kernporen
geschlossen werden [141]. Durch eine Erh6éhung von intrazellularem Calcium wie
beispielsweise durch Calcium-Phosphat-Vektoren bleibt das Inositoltriphosphat
inaktiviert, eine Calciumausschuttung bleibt folglich aus und der Porenkomplex bleibt
geoffnet [78, 141]. Durch Anheftung von so genannten Kernlokalisierungssequenzen
(nuclear localization sequence), die beim aktiven Transport durch entsprechende
Proteine erkannt werden, kann die Transfektionseffizienz zusatzlich verbessert
werden [118]. Es muss jedoch festgehalten werden, dass die Zellkernmembranen fur
Plasmide grof3tenteils impermeabel sind [149]. Bei der Mitose kommt es jedoch zum
Zerfall dieser Membranen, so dass das Plasmid bei den Tochterzellen sogleich im

Kern eingeschlossen werden kann, wie es bei Routinetransfektionen in vitro der Fall
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ist [123, 149]. Die Kernmembran ist also die limitierende Barriere des Gentransfers
[77].

Im Zellkern wird die DNA an Kernkomponenten wie bspw. positiv geladene Histone
gebunden [93]. Es erfolgt schlieBlich die Transkription des Plasmids. Die
transkribierte mRNA verlasst den Zellkern wieder, so dass im Zytoplasma die
Translation des Proteins erfolgen kann.

Uber die letzten Jahrzehnte hindurch wurden diese Schritte und Barrieren der DNA-
Aufnahme in die Zelle durch verschiedene Studien aufgedeckt, jedoch konnte
insgesamt kein universeller Mechanismus endgultig identifiziert werden, so dass fur

einzelne Schritte immer noch viele Fragen offen bleiben [118].
Die folgende Abbildung verdeutlicht den DNA-Transfer mittels eines Vektors.

Vektorvehikel
Plasmid-DNA

"

Nukleus

Abbildung 1:  Schematische Darstellung des DNA-Transfers und seiner Barrieren mit einem Vektor
(modifiziert nach D. Patil, 2005 [118])

Um diese bekannten Barrieren erfolgreich Uberwinden zu kdnnen, bedarf es eines
guten Schutzes, der mit einem Vektor erzielt werden soll. Bei der Anwendung in der
humanen Gentherapie sollten diese Systeme eine passable Transfektionseffizienz
mit minimaler Toxizitdt und maximaler Sicherheit fir den Patienten aufweisen [112].

Im Folgenden werden zwei verschiedene Gruppen von Vektoren beschrieben.
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1.2.2 Virale Vektoren

Virale Vektoren werden auch biologische Vektoren genannt und bestehen aus
genomisch modifizierten Viren [118, 139]. Viren konnen Wirtszellen effizient infizieren
und benutzen diese durch Expression viraler Gene zur Replikation. Viren haben
Hullproteine bzw. spezifische Proteine auf ihrer Oberflache, so dass sie von
Kdrperzellen, welche wiederum spezifische Rezeptoren fur die betreffende Virusart
an ihrer Oberflache tragen, erkannt werden [65]. Durch Pinozytose werden die Viren
in die Zelle aufgenommen und es kommt zum ,uncoating”, dem Freisetzen des
genetischen Materials aus dem Kapsid. Je nach Art und Konfiguration des
Virusgenoms erfolgen in virusspezifischer Weise die Replikation der Nukleinsduren
sowie die Synthese viruscodierter Proteine (bspw. Kapsidproteine) mit
anschlieBendem Zusammenbau und Freisetzung der Virusnachkommenschaft [65].
Fir den viralen Gentransfer werden hauptsachlich Retroviren, Adenoviren,
Adeno-assoziierte Viren und das Herpes-Simplex-Virus verwendet, wobei jedes der
aufgefuhrten Viren Vor- und Nachteile besitzt [126, 133]. So wurden im Bereich der
experimentellen  Knochenbruchheilung hauptsachlich adenovirale  Vektoren
eingesetzt, da sie in hohen Titern produziert werden kénnen, die DNA episomal
verbleibt und teilunsfahige sowie nicht-teilunsgfahige Zellen transfiziert werden
konnen [71]. Bei Transfektionen von neuronalem Gewebe findet bspw. eher das
neurophile, hoch infektiose Herpes-Simplex-Virus Verwendung, das wegen seiner
Zytotoxizitdt und der schwierigen Produktion bei der Knochenbruchheilung
ungeeignet ist [10, 37].

Die folgenden 3 aufgefiihrten Virusfamilien finden in diversen Studien der
Knochenbruchheilung Verwendung [1, 8, 9, 10, 24, 104, 115, 126, 133].

1.2.2.1 Retroviren

Das Retrovirus ist ein behulltes Einzelstrang-RNA-Virus, das uber ein spezielles
Enzym, die Reverse Transkriptase, seine Erbinformation in DNA umschreiben kann
und Uber das Enzym Integrase diese in das Genom der Wirtszelle integrieren kann

[65]. Durch Entschlisselung des viralen Genoms kénnen Retroviren genetisch so
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modifiziert werden, dass eine Replikation verhindert wird, pathogene Virusgene
deletiert werden und fremdes genetisches Material in das Virusgenom integriert
werden kann [155]. Probleme stellen sich jedoch dadurch, dass der Integrationsort
im Wirtszellgenom sehr variabel und bisher kaum beeinflussbar ist, so dass es bspw.
auch zu einem Einbau in Tumorsupressorregionen mit entsprechenden Folgen
kommen kann [23, 38]. Retroviren integrieren ihr genetisches Material in die
chromosomale DNA der Wirtszelle, so dass es bei der Zellteilung zu keinem Verlust
der Virus-DNA kommt und eine dauerhafte Genexpression gewahrleistet ist, was sich
bei der Behandlung von chronischen Erkrankungen als vorteilhaft erweist [79]. Die
Effizienz des Gentransfers mit retroviralen Vektoren ist mit einem Anteil von 45-95 %
transfizierten humanen Zellen hervorragend, jedoch dadurch limitiert, dass die
Herstellung und Gewinnung der aufgereinigten Viren in der bendétigten Menge sehr
schwierig und aufwendig sind [118, 155]. Retroviren kdénnen bis zu 8 kb an DNA
aufnehmen [56].

1.2.2.2 Adenoviren

Adenoviren sind unbehillte Viren, deren Genom als lineare Doppelstrang-DNA
vorliegt [2]. Ihre Replikation findet im Zellkern der Wirtszelle statt. Auch bei diesen
Viren kann das Virusgenom durch rekombinante DNA-Techniken fir den Gentransfer
modifiziert werden [139]. So kann beispielsweise die Replikationsfahigkeit des Virus
durch Gendeletion aufgehoben werden und an Stellen des adenoviralen Genoms
Fremd-DNA inseriert werden [139].

Adenoviren integrieren ihre DNA episomal, so dass es bei jeder Zellteilung zum
Verlust ihrer Erbinformationen kommt. Adenoviren erweisen sich jedoch bei nicht-
teilungsfahigen Zellen gegeniber Retroviren als vorteilhaft, da Retroviren nur
teilungsfahige Zellen transfizieren kbnnen, Adenoviren jedoch beide Arten von Zellen
[38].

Adenoviren werden oft als das effizienteste Gentransfervehikel angesehen [115].
Weitere Vorteile bestehen zudem darin, dass sie nicht in das Hostgenom integrieren,
ihre DNA einfach zu manipulieren ist und sie in hohen Titern kostenginstig

hergestellt werden kdénnen [139]. Adenoviren kdnnen jedoch &hnlich der Retroviren
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nur mit bis zu 8 kb DNA beladen werden [56]. Ein weiterer, grof3er Nachteil des
Gentransfers mit Adenoviren zeigte sich jedoch in der teilweise sehr stark
ausgepragten Immunantwort des Wirtes und der inflammatorischen Antwort [2, 83].
Da die Moglichkeit einer humanen Immunitdt gegentber adenoviralen Vektoren
besteht, konnte hierdurch ebenfalls eine verminderte Expression des
therapeutischen Gens resultieren [71].

1.2.2.3 Adeno-assoziierte Viren

Das Adeno-assoziierte Virus (AAV) ist ein Einzelstrang-DNA-Virus, das beim
Menschen bisher mit keiner Krankheit in Verbindung gebracht werden konnte [116].
Wild-Typ AAV integrieren beim Menschen an einer bestimmten Stelle des
Chromosoms 19, rekombinante  AAV-Vektoren  kdénnen sich  sowohl
extrachromosomal als auch nicht spezifisch chromosomal einfigen [116]. Wie
Adenoviren kdonnen sie sowohl teilungsfahige als auch nicht-teilungsfahige Zellen
infizieren, sind jedoch wesentlich immunogener [116]. Auch wenn Adeno-assoziierte
Viren gute Transfektionsergebnisse aufweisen, so wirkt sich nachteilig aus, dass
diese Viren nur eine sehr begrenzte DNA-Gro3e (5 kb) aufnehmen kdénnen und die

Préaparation sehr schwierig durchzufihren ist [133].

Virale Vektoren erweisen sich also als sehr effizient, da sie eine hohe Transferrate
sowie eine hohe Stabilitat des transferierten Gens zeigen und die transferierten Gene
regelrecht exprimiert werden konnen [6, 114]. Da retrovirale Gene jedoch an
verschiedenen Stellen des Wirtsgenoms integriert werden, sind prinzipiell auch
Platzierungen in empfindlichen Teilen des Wirtsgenoms moglich, so dass eine
Aktivierung von  Onkogenen oder eine funktionelle  Deletion von
Tumorsupressorgenen moglich sind [38]. Eine grol3e Unsicherheit bei der
Verwendung in vivo besteht jedoch darin, dass es durch Rekombinationen mit Virus-
Wildtypen zu einer Reaktivierung des modifizierten Therapie-Viruses kommen kann
und es dadurch seine Replikationsfahigkeit wiedererlangt. Zudem kann es durch
Immunreaktionen zu einer Ausschaltung des Vektors kommen, was eine Senkung

der Transfektionseffizienz zur Folge hat [83].



EINLEITUNG 16

1.2.3 Non-virale Vektoren

Da die Anwendung von viralen Vektoren durch unerwinschte Nebenwirkungen und
Unsicherheiten wie Wirtsimmunreaktionen, Toxizitat und ein erhéhtes Mutagenitats-
sowie Kanzerogenitatsrisiko (vgl. Kapitel 1.2.2) eingeschrankt wurde, ist in den
letzten Jahren die Entwicklung von non-viralen Vektoren als Alternative zu viralen
Anwendungen in den Fokus der gentherapeutischen Forschung gertickt [116]. Als
weitere Option wurde auch die Anwendung von unbehiliter DNA in zahlreichen
Studien in vitro sowie in vivo untersucht [2, 98]. Diese erwies sich jedoch in vitro als
absolut ineffizient, wohingegen in vivo nach muskularer und dermaler Injektion ein
Gentransfer festgestellt werden konnte [98]. Diese Anwendungsform stellt heute
noch keine Alternative zu den viralen Vektoren dar, da die Effizienz signifikant
geringer ist, es zu einer nur kurzen Expression im Gewebe kommt und damit fir eine
gezielte und therapeutische Anwendung inadaquat ist [36, 98]. Begrindet liegt dies
darin, dass die negativ-geladenen Phosphat-Anteile der DNA zu einer inadaquaten
und ineffizienten zellularen Anheftung fihren, da es durch die negativ geladene
Zellmembran zu einer elektrostatischen Repulsion kommt [118].

Heute gibt es eine Vielzahl an non-viralen Vektoren, die in chemische und
physikalische Verfahren unterteilt werden koénnen. Alle derzeitigen non-viralen
Systeme transportieren die DNA nach episomal, so dass die Mdglichkeit einer
prolongierten Genexpression, wie sie bei chronischen Erkrankungen wiinschenswert
ist, noch Limitationen aufweist, was jedoch durch eine wiederholte Applikation
umgangen werden konnte [38, 98]. Dahingegen ist eine nur kurze Genexpression in
der klinischen Anwendung bei Wundheilung und Knochenregeneration
winschenswert [15]. Zudem liegt die transferierte DNA episomal, so dass keine
Gefahr der Integration ins Wirtszellgenom mit entsprechenden Folgen besteht.

Die Schlisselprinzipien non-viraler Gentransfersysteme sind die Vermeidung von
unerwinschten Interaktionen mit Oberflachenproteinen und der extrazellularen
Matrix sowie eine angemessene Komplexbildung, die eine entsprechende
Kondensierung der DNA erreicht [116]. Zudem soll der Komplex eine sichere,
endolysosomale Freisetzung ermdglichen, jedoch die nachfolgenden Zellprozesse
wie Transkription und Translation nicht inhibieren [116]. Zusammenfassend und
einfach gesagt sollte der DNA-Vektor-Komplex extrazellular eng gebunden sein und

intrazellular erfolgreich dissoziieren [28].
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1.2.3.1 Chemische Verfahren

Zur Gruppe der chemischen Transfektionsverfahren zéhlen hauptséachlich die
kationischen Polymere, die kationischen Liposomen und die Calcium-Phosphat-
Préazipitation.

Als kationische Polymere werden heute die beiden wasserldslichen Substanzen
Poly-L-Lysin (PLL) sowie Polyethylenimin (PEI) zur Transfektion angewendet [21,
157]. Nach dem Zusammenfiigen von DNA und Polymeren kommt es durch
elektrostatische Interaktionen zwischen den positiv geladenen Amingruppen der
Polymere sowie den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA zu einer
Komplexbildung [144]. Der Komplex zeigt eine insgesamt positive Ladung nach
auf3en hin, so dass die Anlagerung des Komplexes an die Zellmembran sowie die
Endozytose zur Aufnahme in die Zelle erleichtert sind [66]. Einige Polymere zeigen
jedoch potente pharmakologische Eigenschaften, da beispielsweise Chitosane zu
einer vermehrten Aufnahme von Cholesterol in die Zelle und somit zu einer
Hypocholesterinamie fihren und sie dadurch fiir den Einsatz im klinischen Gebrauch
aul3erst nachteilig erscheinen [82]. Auch immunogene Aktivitdt und Toxizitat werden
fur einige Polymere berichtet [112, 118].

Die ersten Transfektionen mit kationischen Liposomen erfolgten durch Felgner et. al.
1987, wobei DOTMA (N-[1-(2,3-Dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid)
als Lipid verwendet wurde [40]. Dabei interagiert die DNA uber ihre negativ
geladenen Phosphatgruppen mit den positiv geladenen Gruppen des DOTMA-
Molekiils, wodurch ein stabiler Komplex entsteht [40]. Die Uberwindung der
Zellmembran erfolgt fur Lipidkomplexe ausschlie3lich mittels Clathrin-umhdllter
Endozytose [123]. Es kommt zur Bildung eines Endosoms [63, 161]. AnschlieRend
erfolgt die Loslosung der DNA vom Lipid sowie die Freisetzung ins Zytosol [158]. Bei
diesem Vorgang kommt es zu einer Destabilisierung der Endosomenmembran durch
einen ,flip-flop* der anionischen Membranlipide [163]. Diese neutralisieren sich durch
die Bindung mit dem kationischen Lipid, so dass die Plasmid-DNA losgelassen und
ins Zytosol entlassen wird [63, 158]. Der Transport in den Zellkern kann nun erfolgen
[7]. Der Austritt aus dem Endosom kann (vgl. Kapitel 1.2.1) durch verschiedene
Reagenzien bspw. DOPE erleichtert werden [161].

Heute gibt es eine Vielzahl an unterschiedlichen Lipiden, die zur Lipidkomplexbildung

eingesetzt werden kénnen. Jedes einzelne Lipid weist jedoch eine unterschiedliche
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Inkubationszeit sowie eine unterschiedliche DNA-/Lipidkonzentration auf, die einer
Optimierung bedarf. Durch Anheftung von Proteinen bzw. Peptiden kénnen heute
Zellen bestimmter Gewebe Uber Rezeptoren spezifisch angesteuert werden [30, 118,
123, 130].

Mittlerweile gibt es auch kombinative Anwendungen von Liposomen und Polymeren
[110].

Ein grof3er Nachteil von kationischen Polymeren und kationischen Liposomen liegt
jedoch in ihrer Zytotoxizitat, was neben einer erhdhten Zelltodrate auch zu einer
verminderten Transfektion fuhrt [98]. Zudem kdnnen kationische Polymere in vivo
nicht eingesetzt werden, da sie neben ihrer Toxizitdt auch die Komplementkaskade
aktivieren und zu einem Tropismus in Leber und Lunge fihren [116]. Ein weiteres
Manko bei Verwendung der meisten kationischen Liposomen besteht in ihrer rapiden
Inaktivierung, sobald Serum gegenwartig ist [118].

Eines der ersten sowie eines der haufigsten Transfektionsverfahren ist die
Verwendung von Calcium-Phosphat als Vektor [113]. Als inorganische Partikel haben
sie gegenuber den organischen einige Vorteile, da sie beispielsweise nicht
mikrobiellen Angriffen unterworfen sind, ihre Produktion kostengtinstig erfolgen kann
und sie eine exzellente Lagerungsstabilitdt aufweisen [73, 98]. Als Basis dieser
Vektoren dienen Calcium-Phosphat-Prazipitate, die grof3tenteils aus einer
Verbindung von Calciumchlorid und Natriumphosphat entstehen. Nach der
Zusammenfihrung mit DNA kommt es zu einer Komplexbildung. Diese erfolgt
insbesondere durch die Interaktion des Kations Ca®* mit den helikalen
Phosphatgruppen der DNA [73, 125]. Dieser Komplex wird Gber den Endozytoseweg
in die Zelle eingeschleust. Hierbei wird diskutiert, ob der Komplex dabei durch eine
durch das Calcium lonenkanal-vermittelte Endozytose in die Zelle aufgenommen
wird [142]. Im Folgenden kommt es durch das Calcium wahrscheinlich zu einer
osmotischen Dysbalance im Endosom und das endosomale Kompartiment wird zum
Platzen gebracht, so dass eine Freisetzung der DNA ins Zytosol und der
anschlieBende Transport in den Zellkern erfolgen kdnnen [14]. Der Prozess des
intrazellularen DNA-Transfers ist jedoch bis heute nur unzureichend aufgeklart [98,
113]. Sicher ist jedoch, dass die durch Calcium-Phosphat umhiillte DNA erfolgreich
vor DNasen geschutzt werden kann [125].

Da die Herstellung aus den nattrlichen Stoffen Calciumchlorid und Natriumphosphat,

die auch im menschlichen Korper vorhanden sind, erfolgt, weist diese Art der
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Transfektion keine bzw. eine nur sehr geringe Zytotoxizitat auf [42, 73, 98].
He et. al. (2000) zeigten in einer In-vivo-Studie, dass es selbst bei einer Dosierung
von 1,2 mg/kg Calciumphosphat sowohl hamatologisch als auch histologisch keine
Hinweise auf Toxizitdt gab [55]. Die Transfektion mit Calcium-Phosphat ist jedoch
von vielen verschiedenen Parametern abhangig. So wird die Transfektionseffizienz
u.a. von folgenden Parametern beeinflusst [98, 136, 145]:

Partikelgréf3e und Ladung der Prazipitate

pH-Wert und Zusammensetzungen der Lésungen

Inkubationszeit von Prazipitaten und Zellen

Menge und Typ der DNA

Mengenverhaltnis von DNA zu Vektoren

Zellart

Erfahrung des Experimentalisten

1.2.3.2 Physikalische Verfahren

An physikalischen Verfahren finden sich hauptsachlich zwei Anwendungen: die
Mikroinjektion und die Elektroporation. Bei der Mikroinjektion wird die DNA als
Plasmid mittels Mikroapplikator sogleich in den Zellkern oder ins Zytoplasma der
Zelle injiziert [15]. Mit diesem Verfahren wird eine Transfektionseffizienz von fast
100 % erreicht, es ist jedoch apparativ und von der praktischen Durchfihrung her
sehr aufwendig. Diese Mikroinjektion kann auch druckunterstitzt mit Mikropartikeln
durchgefiihrt werden, welche durch Beschleunigung in die Zielzelle katapultiert
werden [94]. Beim Verfahren der Elektroporation wird die Zellmembran kurzzeitig
durch Spannungsimpulse permeabel gemacht, so dass die DNA in die Zelle
diffundieren kann [116]. Fir die DNA-Aufnahme in die Zelle muss also ein
Zellmembranschaden in Kauf genommen werden [71]. Bei hohen Transfektionsraten
kommt es zu einer hohen Zellmortalitéat, so dass dieses Verfahren deswegen fir die

klinische Anwendung nicht geeignet ist [118].
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1.3 Fragestellungen der Arbeit

Die geschilderte Notwendigkeit von neuen Therapieformen in der orthopédischen
und traumatologischen Behandlung im Bereich der Knochenbruchheilung sowie die
Ruckschlage in der Gentherapie mit viralen Vektoren fordern neue Gentransfer-
systeme. Kumta et. al. entwickelten als non-virales Gentransfersystem die
NanoCaPs [74]. Die Literaturanalyse zeigte, dass die Transfektion und der
Gentransfer komplexe Mechanismen darstellen und von vielen verschiedenen
Parametern abhangig sind (vgl. Kapitel 1.2). Im Rahmen dieser Arbeit sollen
verschiedene Parameter fur die NanoCaPs untersucht und optimiert werden. Nach
diesem Schritt soll ein Vergleich der Transfektionseffizienz mit einem kommerziell
erhaltlichen non-viralen Vektor (Lipofectamine™ 2000, Invitrogen) erfolgen.

Bisherige In-vivo-Anwendungen im Bereich der Knochenbruchheilung erfolgten durch
die Applikation von Proteinen (BMPs) oder im Rahmen von viralen Gentransfer-
Studien. Studien mit Calcium-Phosphat als non-viralen Vektor im Bereich des Tissue
Engineerings wurden bisweilen nur von Kuroda et. al. (2005) und Krebs et al. (2009)
durchgefuhrt [72, 75]. Die NanoCaPs fanden bisweilen lediglich ihre Anwendung
in vitro, so dass in einem nachsten Schritt ein In-vivo-Verfahren getestet werden soll.

Bezuglich dieser Standpunkte ergeben sich folgende Fragestellungen.
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1.3.1 Non-virale Transfektion mit NanoCaPs in vitro

Angesichts der Mdglichkeit die Transfektionseffizienz durch verschiedene Parameter
beeinflussen zu kdnnen, sollen der Einfluss von unterschiedlichen Inkubationszeiten,
verschiedenen Medienzusatzen sowie verschiedenen Konzentrationsverhaltnissen
zwischen Vektor und Plasmid untersucht werden. Die Hypothese lautet: Die
Transfektion mit NanoCaPs in vitro kann durch Anwendung Uberprufter Parameter

verbessert werden.

1.3.2 Vergleich der Transfektionseffizienz von Nano  CaPs und
Lipofectamine™ 2000 in vitro

Eine weitere Untersuchung der Arbeit ist der Vergleich der Transfektionseffizienz von
NanoCaPs mit einem kommerziell erhaltlichen sowie erfolgreichen Vektorsystem. Die
Hypothese lautet: NanoCaPs zeigen in vitro eine gleichsam hohe Transfektions-

effizienz wie Lipofectamine™ 2000.

1.3.3 Non-virale Transfektion mit NanoCaPs in vivo

Weiterhin soll gepruft werden, ob durch NanoCaPs einerseits subkutan, andererseits
in einen Frakturspalt des Kaninchenfemurs appliziert eine erfolgreiche Transfektion
erzielt werden kann. Die Hypothese lautet: Residente Zellen des
Kaninchenoberschenkels konnen durch direkte Applikation von Plasmid-DNA-

beladenen NanoCaPs transfiziert werden.
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[l Material und Methoden

2.1 Material und Geréate

2.1.1 Material

2.1.1.1 Zellen

Die zur Transfektion in vitro verwendeten HelLa-Zellen wurden freundlicherweise von
Frau Prof. Broker, Institut fir Immunologie der Ernst-Moritz-Arndt Universitat
Greifswald, zur Verfiigung gestellt.

Bei der Plasmidtransformation fanden E.coli One Shot® TOP10 Competent Cells von

Invitrogen Verwendung.

2.1.1.2 Versuchstiere

Fur die In-vivo-Studien wurden Neuseeland-Kaninchen verwendet. Die Tierversuche
sowie die Haltung der Tiere erfolgten im Hauptsitz des Friedrich-Loeffler-
Instituts (FLI), Bundesforschungsinstitut fur Tiergesundheit auf der Insel Riems und
das dortige Personal. Die tierarztliche Betreuung wurde durch Herrn Prof. Dr. med.
vet. Jens Peter Teifke, Herrn Dr. med. vet. Robert Klopfleisch und Frau Dr. med. vet.
Elke Lange gewahrleistet.

Samtliche Tierversuche wurden durch die Ethikkommission der Medizinischen

Fakultat der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat genehmigt.

2.1.1.3 Plasmid

Das Plasmid gWIZ™ von Gene Therapy Systems wurde von Charles Sfeir,

Pittsburgh bereitgestellt.
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2.1.1.4 Medien, Chemikalien, Puffersysteme und Anti

korper

Medium Komponenten
Hefeextrakt 59
Trypton 209
NaCl 0,59
SOC-Medium KCI 0,29
MgCl, 10 ml
Glukose 20 ml
Aqua dest. ad 1.000 m|
DUIBECCQO’s MEM mit: 500 ml
_ NaHCO3; 3,74l
Kulturmedium
D-Glucose 4,5 g/l
HelLa-Zellen . _
Penicillin/Streptomycin 10 ml
FCS 50 mi
Hefeextrakt 59
Trypton 10
LB-Medium 7P J
NacCl 10g
Aqua dest. ad 1.000 m|
Tabelle 1: Verwendete Medien

Passagierungslosungen Menge

MEM mit: 500 mi
NaHCO3 3,74l
D-Glucose 4.5 g/l
Penicillin/Streptomycin 10 ml
FCS 50 mi
Trypsin/EDTA 2 ml
Tabelle 2: Passagierungslésungen fur HeLa-Zellen
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Puffer Komponente Menge
Tris Cl, pH 8,0 6,06 g
_ EDTA 3,72 ¢
Resuspensionspuffer
RNase A 100 mg
Aqua dest. ad 1000 mi
NaOH 8,049
Lysepuffer SDS 109
Aqua dest. ad 1000 ml
o Kalium-Acetat, pH 5,0 29459
Neutralisationspuffer
Aqua dest. ad 1000 ml
NaCl 43,83 g
MOPS, pH 7,0 10,46 g
Aquilibrierungspuffer | Isopropanol 150 ml
Triton x-100 15 ml
Aqua dest. ad 1000 ml
NaCl 58,44 g
MOPS pH 7,0 10,46 g
Waschpuffer
Isopropanol 150 ml
Aqua dest. ad 1000 ml
NaCl 93,50 g
_ MOPS pH 7,0 10,46 g
Eluierungspuffer
Isopropanol 150 ml
Aqua dest. ad 1000 ml

Tabelle 3:

Puffer der Plasmidisolation

Komponente

1 M Tris HCI, pH 8,0 100 ml
TE-Puffer 0,5 M EDTA 20 ml
Aqua dest. ad 1000 ml
Tabelle 4: Puffer der UV-Spektrographie
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Gel Komponente Menge
Aqua dest. 4 ml
1,5M Tris, pH 8,8 2,5ml
Acrylamid 3,33 ml

Trenngel
SDS 10% 100 pl
TEMED 5 pl
APS 10% 50 pl
Aqua dest. 6,1 ml
0,5 M Tris, pH 6,8 2,5ml
Acrylamid 1,3 ml
Sammelgel
SDS 10% 100 pl
TEMED 10 pl
APS 10% 50 pl

Tabelle 5:

Zusammensetzung der verschiedenen Westernblot-Gele

Puffer Komponente Menge
1 M Tris 6,19
SDS 29
Elektrophoresepuffer _
Glycin 28,84 ¢
Aqua dest. Ad 2000 ml
1 M Tris 3,039
SDS 0,1g
Transferpuffer Glycin 14,4 g
Methanol 200 ml
Aqua dest. Ad 1000 ml
0,5 M Tris, pH 6,8 1,5mi
o Sucose 40 g
Homogenisationspuffer
SDS 129
Aqua dest. Ad 2000 ml

Tabelle 6:

Zusammensetzung der Western-Blot-Puffer
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Precursor Komponente Menge
Calcium Aqua dest. 10 ml
(2 M) CaCl, 2,949

280 MM NaCl| 58,44 g
10mMKCI| 7456 g
1,5 mM NasPO4 | 163,94 g

Phosphat
12 mM Dextrose 180,16 g
50 mM HEPES 238,39
2N NaOH (Anheben des pHs von initial 6,3 auf 7,5)
Tabelle 7: Zusammensetzung und Herstellung der einzelnen NanoCaP-Precursor

Bezeichnung Bezugsquelle
Anti-GFP Roche
ECL Anti-Mouse IgG, Horseradish Peroxidase-Linked Amersham Biosciences

Species-Specific Whole Antibody

Tabelle 8: Verwendete Antikdrper

2.1.1.5 Commercial Kits

Bezeichnung Bezugsquelle
EndoFree Plasmid Giga Kit QIAGEN
Lipofectamine™ 2000 Invitrogen

Tabelle 9: Commercial Kits
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212 Gerate

Es sind nur die Uber die Laborgrundausstattung hinausgehenden Geréte aufgefihrt.

Gerat/Typ Firma

Eclipse TE300 (Mikroskop) mit EPI-FL Filterblock GFP LP Nikon

[technische Parameter: EX: 480 nm; DM: 505 nm; BA 510 nm]

Digital Eclipse DXM1200 (Kamera) Nikon

FACScan Becton Dickinson

Gene Ray UV-Photometer Biometra

Konfokales Laser Scan Mikroskop LSM 510 Zeiss

PowerPac Basic, Separation System B3 Bio RAD

Trans-Blot SD, Semi Dry Transfer Cell Bio RAD

Heraeus Function line Labofuge 400R Thermo Scientific

Heraeus Megafuge 1.0R Thermo Electron

Corporation

Tabelle 10: Verwendete Laborgeréate

2.2 Methoden

2.2.1 Plasmid und Zellen

2.2.1.1 Transformation

Zunéchst erfolgte das Auftauen von zwei 50 pl Réhrchen Shot® TOP 10 Chemically
Competent E. Coli auf Eis. Das gWiz™ GFP wurde kurz zentrifugiert und ebenfalls
auf Eis gekuhlt.

1 ul des gWiz™ GFP wurde direkt auf ein Réhrchen mit kompetenten E. Coli
gegeben, eine weitere Flasche E. coli fand als Kontrolle Verwendung. Zunachst
erfolgte die 30-mindtige Inkubation des Rohrchens auf Eis, anschliel3end eine kurze

Erwadrmung in einem 42 T warmen Wasserbad fur 30 Se kunden. Hieran schloss
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sich eine erneute, funfmindtige Kihlung der Flaschen auf Eis an. Danach wurden
250 I vorgewarmtes SOC-Medium (Zusammensetzung siehe Tabelle 1)
hinzugegeben und fir eine Stunde bei 37 T und kraftigem Schwenken (225 rpm)
inkubiert.

Hiernach erfolgte der Ausstrich der Suspension auf kanamycinhaltige LB-Agarplatten
und die Inkubation Gber Nacht bei 37 C. Eine weite re Lagerung der Agar-Platten bei
4 C schloss sich an. Mit einer Kolonie von diesen Platten wurde erneut ein
LB-Medium beimpft und bei 37 T und heftigem Schwenken (260 rpm) wachsen
gelassen, um daraus ein Glycerol-Lager als Reserve fir weitere Versuche zu

schaffen.

2.2.1.2 Plasmidisolierung

Die Herstellung der Vorkulturen fand zwei Tage vor Beginn der Plasmidisolierung
statt. Hierzu wurde ein Verdinnungsausstrich der transformierten E. coli-Kultur aus
dem Glycerol-Lager auf einem kanamycinhaltigen LB-Agar durchgefuhrt und die
Agar-Platten fur 48 Stunden bei 37 °C inkubiert.
48 Stunden spater erfolgte die Anfertigung einer Startkultur bestehend aus:

10 ml LB-Medium (pH = 7,5) (Zusammensetzung siehe Tabelle 1)

50 pl Kanamycin (c= 10 mg/ml)

1 Kolonie E.coli gWiz™ GFP

Eine erneute Inkubation bei 37 T unter Schwenken b ei 150 rpm fir acht Stunden
schloss sich an. Hiernach wurden jeweils 5 ml der Startkultur in zwei
5I-Erlenmeyerkolben mit zuséatzlich jeweils 1,5 | LB-Medium sowie 7,5 ml Kanamycin
Uberfuihrt. Diese wurden tber Nacht bei 37 € und standigem Schitteln (150 rpm)
gelagert, um die E.coli-Zellen optimal wachsen zu lassen.

Zur Plasmidisolierung fand der EndoFree Plasmid Giga Kit von QIAGEN
Verwendung. Die Durchfihrung erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. Der
erste Schritt der Plasmidisolierung war eine alkalische Lyse. Durch Zugabe von
RNase A wurde bereits in diesem Schritt die bakterielle RNA abgebaut. Ehe es zu

einer chromatographischen Aufreinigung der Plasmid-DNA uber lonenaustauscher-
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saulen kam, erfolgte die Filtration des Lysats, um Zelltrimmer, Proteine, Genom-
DNA etc. zu entfernen. Bei der anschlieienden chromatographischen Aufreinigung
der Plasmid-DNA wurden durch wiederholte Waschvorgange weitere Verunrei-
nigungen durch rickstandige Proteine, RNA etc. abgetrennt. Nach Elution der DNA
von der Séule kam es zur Prazipitation mit Isopropanol. AnschlieRend wurde das
DNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und in Aqua dest. aufgenommen.

Die folgende Abbildung verdeutlicht die einzelnen Schritte der Plasmidisolierung.

Bakterienkultur == Alkalische Lyse — Filtration — Chromatographische
Aufreinigung

}

Bindung der DNA
Waschvorgange

Elution

|

Préazipitation mit
Isopropanol

}

Gereinigte Plasmid-DNA

Abbildung 2:  Schematische Darstellung der Plasmidisolation

2.2.1.3 Kultivierung und Passagierung der HeLa-Zell en

Die Verwahrung und Kultivierung der HeLa-Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen als
Monolayer bei 37 C, 5 % CO ; und 95 % Luftfeuchte mit DUIBECCO’s MEM-Kultur-
medium (Zusammensetzung siehe Tabelle 1).

Die zur Passagierung verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2 aufgelistet.
Zunéchst wurde das Nahrmedium aus der Zellkulturflasche abgegossen und
verworfen. An die zweimalige Reinigung der Zellen mit 10-15 ml PBS schloss sich
das Abldsen der Zellen vom Flaschenboden mit Trypsin/EDTA an. Nach einer kurzen
Inkubationszeit (5 min) sollten sich die Zellen durch kraftiges Schitteln vom Boden
abgeldst haben. Es wurden erneut 10-15 ml PBS hinzugegeben, um die Trypsin-
Reaktion abzustoppen. Dieses Gemisch wurde in ein 50 ml Falcontube Uberfihrt und
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funf Minuten bei 1600 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfung des Uberstandes erfolgte
das Aufnehmen der Zellen in MEM-Medium, so dass einerseits eine Zahlung und
andererseits das Ansetzen von neuen Zellkulturflaschen oder das Uberfiihren auf 6-

Well-Platten moglich war.

2.2.1.4 Vorbereitung der HeLa-Zellen zur Transfekti on

24 Stunden vor Transfektionsbeginn wurde nach sorgfaltiger Passagierung
(vgl. Kapitel 2.2.1.3) eine Anzahl von ca. 2x10° Zellen pro Well in 6-Well-Platten

ausplattiert.

2.2.2 Transfektionen in vitro

2.2.2.1 Vorbereitung der Precursor-Losungen

Zunachst erfolgte die Herstellung der Calcium- sowie der Phosphat-Lésung.

Zur Herstellung der 2 M Calciumchloridlésung wurden 2,94 g CaCl, in 10 ml
Aqua dest. gelost und anschlieBend steril filtriert. Die Praparation der Phosphat-
Losung gliederte sich in mehrere Schritte, wobei zundchst die Herstellung der
Komponenten NasPO,4, NaCl, KCI, HEPES und Dextrose in entsprechender Stoff-
menge (vgl. Tabelle 7) stattfand. Schliel3lich wurden jeweils 4 ml der entsprechenden
Komponente sowie 20 ml Aqua dest. zusammengegeben und der pH mit NaOH auf
7,5 angehoben. Eine Sterilfiltration schloss sich an. Hiernach konnten die beiden

Ldsungen bis zur Verwendung bei 4°C gelagert werde n.
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2.2.2.2 Synthese der NanoCaPs

Bei dieser Transfektion wurde nach dem Transfektionsprotokoll der Arbeitsgruppe
Charles Sfeir aus Pittsburgh verfahren [74].

Nachdem die Zellen 24 Stunden vor Transfektionsbeginn auf den 6-Well-Platten
ausplattiert worden waren (vgl. Kapitel 2.2.1.4), wurden diese vor der Transfektion
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend 1,8 ml MEM hinzugegeben.

Die Synthese der NanoCaPs erfolgte in zwei Schritten. Die Herstellung des Calcium-
Precursors (Zusammensetzung siehe Tabelle 7) sowie des Phosphat-Precursors
(Zusammensetzung siehe Tabelle 7) konnte bereits einige Tage vor der Transfektion
durchgefiihrt werden und anschlie3end kihl gelagert werden (vgl. Kapitel 2.2.2.1).
Am Transfektionstag wurde die entsprechende DNA-Menge zum Calcium-Precursor
hinzupipettiert (siehe Tabelle 11), so dass eine Gesamtmenge von 100 pl entstand.
Anschliel3end wurden 100 pl der Phosphat-Losung behutsam gemischt, wahrend die
Calcium-L6sung in diese hineingetropft wurde. Diese Mixtur aus Calcium- und
Phosphat-Precursor wurde in jedes Well auf die Zellen gegeben (siehe Tabelle 11).
Durch vorsichtiges, gleichmafiges vorwarts und rickwérts Schwenken der 6-Well-
Platte erfolgte die Verteilung der L6sung Uber das gesamte Well. Die Zellen wurden
im Inkubator bei 37 T und 5 % CO , gelagert.

Nach einer bestimmten Inkubationszeit fanden eine Reinigung der Zellen mit PBS
sowie die Hinzugabe von neuem Medium statt, um die Transfektion so abzustoppen.
Die folgende Tabelle verdeutlicht die Zusammensetzung der Transfektionsldsung pro
Well:

Komponente Menge

Aqua dest. 39,6 ul
Plasmid-DNA (c= 0,825 mg/ml) 48,0 ul
Calcium-Precursor 12,4 pl
Phosphat-Precursor 100,0 pl
Tabelle 11: Zusammensetzung der NanoCaP-Transfektionslosung/Well (beispielhaft fir das

Verhéltnis 1:5 (DNA : NanoCaPs) mit 40 pg Plasmid-DNA)
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2.2.2.3 Synthese des Lipofectamine™ 2000

Die Transfektion der HelLa-Zellen mit Lipofectamine™ 2000 der Firma Invitrogen
Corporation erfolgte nach dem mitgelieferten Transfektionsprotokoll.

Nachdem die Zellen 24 Stunden vor Transfektionsbeginn auf den 6-Well-Platten
ausplattiert worden waren, wurden sie vor der Transfektion zweimal mit PBS
gewaschen und anschlie3end 1,5 ml MEM hinzugegeben.

Dem Protokoll entsprechend wurden 4 ug DNA in 250 ul MEM ohne jeglichen Zusatz
verdinnt. Je nach Verhaltnis von Lipofectamine™ 2000 zu DNA erfolgte die
entsprechende Herstellung einer Verdinnungslésung, wobei eine Inkubationszeit
von funf Minuten bei Raumtemperatur eingehalten wurde. Nach spatestens
30 Minuten fand die vorsichtige Mischung der DNA- und der Lipofectamine™ 2000-
Verdinnung statt, wobei sich eine Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur
anschloss. Hiernach wurden 500 pl der Komplexlésung in jedes Well gegeben und
behutsam durch Schwenken der 6-Well-Platte verteilt. Es erfolgte die weitere
Inkubation und Lagerung im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO..

Nach sechs Stunden wurde die Transfektion durch Waschen der Zellen mit PBS und

Erneuerung des Mediums abgebrochen.

2.2.3 Transfektionen in vivo

2.2.3.1 Synthese der NanoCaPs

Die Synthese der NanoCaPs erfolgte wie auch bei der In-vitro-Transfektion in zwei
Schritten. Zuné&chst wurden der Calcium-Precursor (Zusammensetzung siehe Tabelle
7) wie auch der Phosphat-Precursor (Zusammensetzung siehe Tabelle 7) separat
voneinander angefertigt (vgl. Kapitel 2.2.2.1), ehe sie vorsichtig zusammengefihrt
wurden.

Die angefertigte Calcium-Losung enthielt neben dem 40 ul des Calcium-Precursors
19 pl Plasmid-DNA sowie 191 pl Aqua dest. Zu diesen 250 ul Calcium-Loésung
wurden weitere 106,6 pl Aqua dest. hinzugegeben. Parallel dazu wurden 250 ul der

Phosphat-Lésung mit 118,9 ul Aqua dest. versetzt. Anschlielend folgte das
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vorsichtige Zusammenfuhren der Precursor, wobei die Calcium-Lésung in die
Phosphat-L6sung hineingetropft wurde. Schlie3lich erfolgte die Applikation der
gesamten LO6sung von 725,5pul (Zusammensetzung siehe Tabelle 12) mittels
handelstublicher Heparinspritze an markierten Stellen subkutan.

Die folgende Tabelle beinhaltet die Zusammensetzung der subkutanen Applikations-

l6sung:
Komponente Menge
Aqua dest. 416,5 pl
Plasmid-DNA (c = 6,55 mg/ml) 19 ul
Calcium-Ldsung 40 pl
Phosphat-L6sung 250 pl
Tabelle 12: Zusammensetzung des Calcium-Precursors bei der In-vivo-Transfektion

2.2.3.2 Synthese der Fibrin in tissue culture

Die Synthese der NanoCaPs erfolgte auch hier grob gegliedert wie unter
Punkt 2.2.3.1. Bei diesem Ansatz wurde jedoch dem Calcium-Precursor Thrombin
und dem Phosphat-Precursor Fibrinogen zugesetzt.

Nach paralleler Vorbereitung beider Losungen erfolgte das tropfenweise Zusammen-
fuhren der Calcium- und der Phosphat-Losung. Nach kurzem Mischen wurde diese
Mixtur von 500 pl Volumen mit einer Heparinspritze subkutan bzw. in den Ciritical-
Size-Defekt appliziert.

Der Calcium-Precursor setzte sich in diesem Protokoll wie folgt zusammen:



MATERIAL UND METHODEN 34

Komponente Menge

Aqua dest. 48,8 ul
Plasmid-DNA (c = 6,55 mg/ml) 96 ul
Calcium-Ldsung 27,6 ul
Aqua bidest (Acila LRW) 70,6 pl
Thrombin 2,8 ul
Tabelle 13: Zusammensetzung des Calcium-Precursors mit Thrombin fir die In-vivo-Transfektion

Der Phosphat-Precursor bestand aus folgender Zusammensetzung:

Komponente Menge

Phosphat-L6sung 172,3 ul
Aqua bidest (Acila LRW) 70,6 pl
Fibrinogen 11,3 ul
Tabelle 14: Zusammensetzung des Phosphat-Precursors mit Fibrinogen fir die In-vivo-
Transfektion

2.2.3.3 Subkutane Injektionen

Die Neuseeland-Kaninchen wurden entsprechend des Tierversuchsantrags
anasthesiert (siehe Tabelle 15), um einerseits die Tiere nicht unnétigem Stress
wahrend der Injektionsprozedur auszusetzen, andererseits um die subkutanen
Injektionen sorgsam und korrekt platziert vornehmen zu kénnen.

In Narkose wurden jeweils beide Oberschenkel der Kaninchen sorgfaltig rasiert und
anschlieRend jeweils vier Punkte, an denen die subkutane Injektion erfolgen sollte,
auf jedem Oberschenkel mit Tatowierungsfarbe markiert (siehe Abbildung 3). Nach
ausreichender  Desinfektion  erfolgte  die  subkutane  Applikation  der
Transfektionslosung an den vorgesehenen Stellen mit Hilfe einer Spritze (siehe
Abbildung 4).
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Die folgende Tabelle zeigt das Anasthesieprotokoll:

Wirkstoff Konzentration Applizierte Menge
Atropin 0,2 mg/kg 1,2 mi
nach 15 Min:
Diazepam 5 mg/kg 3 ml
nach weiteren 10 Min:
Xylazin 5 mg/kg 0,8 ml
nach weiteren 4 Min:
Ketamin 30 - 70 mg/kg 0,9 ml
Tabelle 15.: Anasthesie-Protokoll fiir ein Kaninchen von ca. 3 kg

Abbildung 3:  Markierung des Kaninchenoberschenkels mit Tattoo-Farbe
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Abbildung 4:  Subkutane Injektion an den markierten Stellen des Kaninchenoberschenkels

2.2.3.4 Critical-Size-Defekt-Operationen

Die Anasthesie der Neuseeland-Kaninchen erfolgte entsprechend des
Tierversuchsantrags, wobei begleitend die Rasur sowie Desinfektion eines
Oberschenkels stattfand (Anasthesie-Protokoll siehe Tabelle 15).

Nach der lateralen Inzision oberhalb des gut palpablen Femurs zwischen dorsaler
und ventraler Muskelgruppe wurde im Folgenden bis zum Knochen
herunterprapariert und der Femur zwischen Trochanterregion und Kniegelenkskapsel
dargestellt. AnschlieRend erfolgte die lockere Fixation einer 7-Loch-DC-Platte
latero-ventral mit 6 x 2,7 mm-Schrauben (2mm Dirill). Zusatzlich wurde die Platte
proximal und distal mit jeweils einem Cerclage-Draht gesichert. Unterhalb des leeren,
mittleren, siebten Lochs wurde mittels eines kleinen zahnmedizinischen Bohrers der
Knochendefekt erzeugt und anschlieRend die Schrauben und Cerclage-Drahte
festgezogen, so dass eine stabile und gute interne Fixation entstand. Es folgte eine
Spulung mit isotoner NaCl-Lésung. In den Knochendefekt wurde anschlieRend die
Fibrin in tissue culture (siehe Kapitel 2.2.3.2) hinein gegeben. Schliel3lich wurden die
Muskeln durch Naht mit einem 3.0-Faden wieder miteinander verbunden, um so eine
geschlossene Kammer um den Defekt herum zu schaffen. Es erfolgten eine
subkutane Naht sowie der Hautverschluss mittels Intrakutannaht. Abschlie3end

wurde die Wunde einmalig mit einer Zink-Salbe versorgt.
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2.2.3.5 Probengewinnung

Im ersten Subkutanversuch wurde an den Tagen eins bis vier und im Folgeversuch
an den Tagen eins bis acht jeweils eine Probe mittels Stanzbiopsie entnommen.
Hierfir wurde zunachst eine Ilokale Anéasthesie mittels Lidocain an der
entsprechenden Stelle durchgefiihrt. AnschlieBend wurde mit einer Stanze (Stiefel
BIOPSY PUNCH 6mm) der gewiunschte Bereich bioptiert (siehe Abbildung 5) und
nachfolgend fir eine Analyse mittels Fluoreszenzmikroskop bzw. Western Blot
vorbereitet.

Im Falle der Probengewinnung des Critical-Size-Defektes erfolgten die Euthanasie
der Tiere sowie die anschlieRende Sektion. Hierbei war eine Probeentnahme von
verschiedenen Stellen des OP-Gebietes mdglich, wobei hauptsachlich Proben aus
der Defektstelle sowie des umliegenden Entzindungs- und Muskelgewebes

entnommen wurden.

Abbildung 5:  Biopsieentnahme an den markierten Stellen des Kaninchenoberschenkels



MATERIAL UND METHODEN 38

Abbildung 6:  Sektion des Kaninchenfemurs

2.2.4  Analytik

2.2.4.1 DNA-Agarosegel

Die gewonnene Plasmid-DNA wurde zur Kontrolle und Grof3enbestimmung in einem
0,9%igen Agarosegel aufgetrennt. Hierzu wurden 0,9g Agarose in 100 ml
TBE-Puffer in der Mikrowelle erhitzt. Nachdem diese Ldsung bei Raumtemperatur
auf ca. 60 T abgekihlt war, wurden der Agaroselosung 13 pl Ethidiumbromid
hinzugegeben und diese anschlieend in eine Gelkammer gegossen. Unter zu Hilfe-
nahme eines Kontrollmarkers (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, MBI Fermentas)
bestehend aus Fragmenten verschiedener definierter Grof3en, konnte spater die
GroRRe bzw. Lange der Plasmid-DNA verglichen und somit bestimmt werden. In die
weiteren Gelkammern wurden die jeweiligen DNA-Proben mit einer Verdiinnung von
1:500 bzw. 1:1.000 eingefullt. Anschlielend wurde eine konstante elektrische
Spannung von funf Volt pro cm (insgesamt 150 V) angelegt. Zur Visualisierung der
DNA erfolgte die Betrachtung des Gels mit UV-Licht. Das Ethidiumbromid, welches
sich in die DNA-Helix einlagert, konnte so zur Fluoreszenz angeregt werden.
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2.2.4.2 UV-Spektrographie

Zur Konzentrationsbestimmung der gewonnenen Plasmid-DNA wurde diese mit
TE-Puffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 4) auf 1:1.000 verdinnt und bei
260 nm sowie 280 nm spektroskopisch vermessen. Unter Verwendung der folgenden
Gleichung konnte schliel3lich die Konzentration der jeweiligen DNA-Probe berechnet

werden:

Cona = Azgo X 50 x Verdlinnungsfaktor

Konzentration

CpnAa

Ao =  Absorption bei 260 nm

Aus dem Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm liel3 sich zudem der
Reinheitsgrad der Plasmidldsung bestimmen, wobei als Zeichen einer weitgehend
proteinfreien Losung das Verhaltnis von Agso/Azgo Nm zwischen 1,8 und 2 liegen

sollte.

2.2.4.3 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine spezielle Form der Lichtmikroskopie. Mit einem
Fluoreszenzmikroskop konnen Objekte betrachtet werden, die Farbstoffmolekile
(Fluorochrome) enthalten, welche durch Licht einer bestimmten Wellenlange zur
Lichtemission angeregt werden kdnnen [122].

Haufig entspricht der Grundaufbau eines Fluoreszenzmikroskops dem eines
Auflichtmikroskops, wobei jedoch zu beachten ist, dass das jeweilige Objekt nicht
durchstrahlt, sondern durch das Objektiv nur beleuchtet wird. Als Lichtquelle dient
dabei eine Quecksilberdampflampe oder ein Laser. Durch einen Filter wird die fur die
Anregung der Fluorochrome spezifische Wellenlange isoliert und der Lichtstrahl Gber
einen dichroischen Spiegel auf das Praparat gelenkt [49]. Dieser dichroische Spiegel
funktioniert nach dem ,Stokes-Shift*, wobei das Licht der Anregungswellenlange,
welches kurzwelliger als die Emissionswellenlange ist, vom Spiegel reflektiert wird
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[49, 122]. Fur das langwelligere emittierte Licht ist dieser Spiegel transparent. Das
Licht strahlt somit umgelenkt durch den dichroischen Spiegel und geblndelt durch
ein Objektiv auf das Préparat [49]. Die dadurch angeregten Fluorochrome emittieren
Licht ihrer spezifischen Wellenlange [122]. Dieses wird durch ein Objektiv gebundelt
und durch den dichroischen Spiegel Uber einen weiteren Filter zum Okular oder einer
Photo-/Videokamera geleitet [49].

Die Filter sollten jeweils an den Fluoreszenzfarbstoff angepasst werden. Durch
Wechsel dieser Filtersatze ist es moglich auch verschiedene Farbstoffe gleichzeitig
bzw. rasch hintereinander nachzuweisen.

Die  folgende  Abbildung zeigt den schematischen Aufbau eines

Fluoreszenzmikroskops:

N

) Okular

Lichtquelle \ Langpassfilter
1 -
\ Dichroischer Spiegel

Erregungsfilter
C D) Objektiv
o %0 "

o Praparat

Abbildung 7:  Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops (Abanderung einer zeichnerischen Vorlage von
Goldys et. al. (2009) [48])

Damit Hintergrundsignale, welche bspw. durch Autofluoreszenzen 0.4. entstehen
kénnen, sowie hoher oder tiefer liegende Schichten des Préaparats die Beurteilung
der Probe nicht stéren oder verfalschen, erfolgte die Verwendung eines konfokalen
Fluoreszenzmikroskops. Unter Verwendung von Lochblenden gelangt ein nur sehr
geringer Teil des Fluoreszenzlichtes in das Mikroskop. Dadurch kénnen die o.g.

Storfaktoren minimiert werden.
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Bei den In-vitro-Versuchen erfolgte die Probenvorbereitung durch zweimaliges
Waschen der Zellen mit jeweils zwei ml PBS pro Well, um tote Zellen und Prézipitate
zu entfernen. Schliel3lich konnten die Zellen in den 6-Well-Platten betrachtet werden.
In den In-vivo-Versuchsreinen wurden Quetschpraparate der jeweiligen Proben
angefertigt. Hierzu wurde ein kleines Stiick des Probenmaterials auf einen sauberen

Objekttrager aufgebracht und mit einem Deckglas belegt.

2.2.4.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren bei dem Partikel (bspw. Zellen) gezahlt
und ihre physikalischen sowie molekularen Eigenschaften analysiert werden kdnnen
[96]. Das zu vermessende Substrat sollte sich in Suspension befinden und eine
GrofRe von 0,5 pum bis 100 um aufweisen [48].

Das Durchflusszytometer kann unterteilt werden in ein Flusssystem, ein optisches
System und ein Detektionssystem [48].

Im Flusssystem werden die einzelnen Suspensionspartikel bzw. -zellen durch
Druckluft in die Zytometernadel gepresst, wo es durch eine trichterartige Verengung
zu einer Beschleunigung der Partikel kommt, wodurch diese sich wiederum einzeln in
der Messkuvette aufreihen [59].

Das optische System besteht aus einem Argon-Laser, der blaues Licht von 488 nm
Wellenlange emittiert, diversen optischen Linsen, Filtern und Spiegeln [122]. Die
aufgereihten Partikel passieren nacheinander den Laserstrahl, was zum einen zu
Lichtstreuung fuhrt, zum anderen werden Farbstoffmolekile zur Fluoreszenz
angeregt und emittieren ihre charakteristische Wellenlange [44, 96]. Durch optische
Linsen, Filter und Spiegel kann das emittierte und das gestreute Licht aufgetrennt
werden, um anschliel3end im Detektionssystem gemessen zu werden [48, 59].

Das Detektionssystem besteht aus mehreren Photodetektoren [96]. Das gestreute
Licht wird einerseits als Vorwartsstreulicht Uber eine Photodiode, die in der
Hauptrichtung des Laserstrahls liegt, andererseits als Seitwartsstreulicht tber
Photomultiplier-Réhren gemessen [44, 48]. Das emittierte Licht wird ebenfalls tUber

Photomultiplier-R6hren aus abgelenkten Lichtanteilen gemessen [59].



MATERIAL UND METHODEN 42

Somit ergeben sich folgende Detektionsparameter:

FSC (Vorwartsstreulicht) als Malf3 fur die Grol3e des Partikels

SSC (Seitwartsstreulicht) als Mal3 fur die Granularitat des Partikels

FL 1 — FL 3 (Fluoreszenzbereiche) als Mal3 der entsprechenden Fluorochrome
In weiteren sich anschlieBenden Komponenten erfolgt eine Verstarkung sowie
Umwandlung der optischen in elektronische Signale, eine Digitalisierung sowie
Speicherung der Signale [44].
Die folgende Abbildung zeigt den schematischen Aufbau eines Durchfluss-

zytometers:
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Fhotomultipler-Rdahren
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Abbildung 8:  Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers zur Messung von bis zu 3
Fluoreszenzfarben (Abanderung einer zeichnerischen Vorlage von Janeway et. al.
(2002) [59])
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Bei den In-vitro-Versuchen wurden die Zellen nach der Fluoreszenzmikroskopie
erneut zweimalig mit je zwei ml PBS pro Well gewaschen, ehe sie mit Trypsin/EDTA
von den 6-Well-Platten abgelost und in einem Falcontube gesammelt wurden.
AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation der gesammelten Zellen zweimal bei
1.600 rpm funf Minuten. Jeweils nach der Zentrifugation wurden die Zellen nach
Verwerfung des Uberstandes abermals mit PBS gewaschen und schlieRlich in
200 pl FACS-Losung (FACS-Flow-Losung, Becton Dickinson) zur weiteren Analyse
aufgenommen.

50.000 Zellen wurden unter ,Low-Flow“-Einstellung gezahlt sowie analysiert, wobei
das durch die Transfektion exprimierte GFP im Fluoreszenzkanal gemessen wurde.
Die Datenauswertung erfolgte schlief3lich mit WinMDI 2.8.

2.2.4.5 Western Blot

Die Western Blot Analyse dient dem Nachweis des GFPs im Gewebe.

In der Vorbereitung auf den Westernblot wurden die Gewebeproben zerkleinert und
200 mg in 700 pl Homogenisationspuffer aufgenommen. AnschlieRend erfolgten die
weitere Zerkleinerung der Proben durch Ultraschall und eine Denaturierung von funf
min bei 95 C.

20 yl der Proben wurden in den Slot des Elektrophorese-Gels aufgetragen. Als
Proteinmarker fand der BenchMark von Invitrogen Verwendung mit einer Proteinleiter
von 10-200 kD. Das SDS-Polyacrylamidgel ist ein diskontinuierliches Gel bestehend
aus einem grol3porigen Sammelgel (4 % Acrylamid; 0,5 M Tris bei pH 6,8) und einem
kleinporigen Trenngel (30 % Acrylamid; 1,5 M Tris bei pH 8,8) (weitere Zusammen-
setzung siehe Tabelle 5). Die Diskontinuitat, bedingt durch die unterschiedliche
PorengroéRe der beiden Gele und unterschiedlichen pH-Werte der Pufferlésungen,
bewirkt zunéchst eine Sammlung der Proben im Ubergangsbereich der beiden Gele,
was zu einer Zonenscharfung und Konzentration der einzelnen Banden flhrt.
Wahrend die Mobilitdit im Sammelgel lediglich von der Ladung abhangig ist, so
kommt im Trenngel zusatzlich die Molekulgré3e als entscheidender Faktor hinzu. Es

kommt zur kontinuierlichen Auftrennung der Proteine.
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Die Elektrophorese wurde bei 200 V 30 min unter Verwendung eines Elektrophorese-
Puffers (Zusammensetzung siehe Tabelle 6) durchgefihrt.

Der Transfer der Proteine erfolgte auf eine Nitrocellulose-Membran nach der
Semi-Dry-Methode. Hierzu wurde das Gel auf die Nitrocellulosemembran gelegt und
zwischen jeweils vier Filterpapiere gebettet. Die Filterpapiere sowie die Nitrocellulose
waren in Transferpuffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 6) getrankt. Durch ein
senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld mit einer Spannung von 18 V fur
60 Minuten wurden die aufgetrennten Proteine auf die Nitrocellulosemembran
transferiert.

Die Detektion des elektrotransferierten GFPs auf der Nitrozellulosemembran erfolgte
mit spezifischem Antikdrper. Der Primarantikorper Anti-GFP war eine Kombination
aus zwei verschiedenen monoklonalen Maus-Antikérpern. Der Sekundarantikorper
war ein mit Peroxidase konjugierter Anti-Maus-Antikorper.

Die Membran wurde zunachst mit 5 % Molke fir 60 min unter standigem Schiitteln
blockiert, um unspezifische Antikdrperbindungsstellen abzubinden. Anschlie3end
folgten mehrere Waschschritte fir 2 x 15 min sowie 1 x 20 min mit TBST. Nachfol-
gend wurde die Membran mit dem ersten Antikdrper (Verdiinnung 1:1.000) unter
standigem Schwenken fur eine Stunde inkubiert. Nach Abschtten dieser Antikorper-
LAsung erfolgten erneut Waschschritte (2 x 15 min, 1 x 20 min) mit TBST bei leichten
Bewegungen auf dem Schittler. Danach wurde die Membran flr eine Stunde mit
dem zweiten Antikdrper (Verdinnung 1:5.000) unter stidndigem Schwenken
inkubiert. Nach Abgiel3en des zweiten Antikorpers schlossen sich erneut mehrere
Waschschritte (2 x 15 min sowie 1 x 30 min) mit TBST an.

Der Nachweis der Antikorper erfolgte durch Chemilumineszenz. Hierbei fand Luminol
Verwendung, welches durch die Peroxidase des Sekundarantikorpers oxidiert wird
und bei der Ruckkehr in den Grundzustand Licht emittiert. Der Nachweis erfolgte

durch Schwarzung eines Rontgenfilms (Hyperfilm, Amersham Bioscience).
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lIl Ergebnisse

3.1 Non-virale Transfektion mit NanoCaPs in vitro

3.1.1 Einfluss verschiedener Inkubationszeiten der Transfektionslésung

auf die Transfektionseffizienz

Die Inkubationszeiten der NanoCaPs-Transfektionslosung wurden wie folgt variiert:
4,8, 12, 24, 48 und 72 Stunden und nach 48 sowie 72 Stunden mittels Fluoreszenz-
mikroskopie ausgewertet. Mit zunehmender Inkubationszeit konnte eine stetig
steigende Anzahl transfizierter Zellen detektiert werden, wobei sich 48 Stunden als
Optimum erwiesen. Eine gute Transfektionsrate zeigte sich auch bei 72 Stunden
Inkubationszeit, jedoch konnte nach dieser Zeitspanne eine deutlich starkere
Préazipitatbildung der Calciumphosphatkomplexe und ein wahrscheinlich dadurch

bedingtes, vermehrtes Absterben der Zellen beobachtet werden.

Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis der Fluoreszenzmikroskopie bei

unterschiedlichen Inkubationszeiten:
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Inkubationszeit

Fluoreszenzmikroskopie
nach 72 Std.
[10-fach vergréRert]

Nativmikroskopie
nach 72 Std.
[10-fach vergréRert]

4 Std.

8 Std.

12 Std.

24 Std.

48 Std.

72 Std.

Abbildung 9:  Ergebnis der Transfektion von HelLa-Zellen mit NanoCaPs bei unterschiedlichen
Inkubationszeiten
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3.1.2 Einfluss verschiedener Zusatze zum Kulturmedi um auf die

Transfektionseffizienz

Bei allen Transfektionen fand DUIBECCO’s Minimum Essential Medium als Medium
Verwendung.
Im vorgegebenen Protokoll aus Pittsburgh gab es bezuglich der Mediumzuséatze
(Serum und Antibiotikum) keine Vorgabe, deswegen wurden folgende MEM-Zusétze
getestet:

MEM + Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) + Serum (FCS)

MEM + Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) — Serum (FCS)

MEM — Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) + Serum (FCS)

MEM — Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) — Serum (FCS)

Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie 72 Stunden nach
Transfektionsbeginn. Hierbei zeigten sich nur in den serumhaltigen Ansatzen
[MEM - Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) + Serum (FCS) sowie MEM + Anti-
biotikum(Penicillin/Streptomycin) + Serum (FCS)] fluoreszierende Zellen, wobei bei
letzterem optisch von einer leicht hoheren Transfektionsrate auszugehen war. In den
Ansatzen MEM + Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) — Serum (FCS) sowie
MEM — Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) — Serum (FCS) konnten keine fluores-

zierenden Zellen detektiert werden.
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Die folgende Abbildung beinhaltet die Fluoreszenzmikroskopiebilder der

unterschiedlichen Proben:

. Fluoreszenzmikroskopie Nativmikroskopie
Medium
y nach 72 Std. nach 72 Std.
+/- Zusatze

[10-fach vergréRert] [10-fach vergréRert]

MEM + FCS + AB

MEM + FCS — AB

MEM - FCS + AB

MEM - FCS - AB

Abbildung 10: Ergebnis der Transfektion von HelLa-Zellen mit NanoCaPs und Zugabe
unterschiedlicher Mediumzusétze
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3.1.3 Einfluss verschiedener Konzentrationsverhaltnisse von Vekto r zu

DNA auf die Transfektionseffizienz

Im NanoCaPs-Protokoll aus Pittsburgh war eine Transfektion mit dem Verhéltnis
1:50 [DNA : NanoCaPs] beschrieben. Um ein Optimum zu finden, wurden ver-
schiedene Ansatze getestet (siehe Abbildung 11).

Hierbei konnten in allen Ansatzen fluoreszierende Zellen visuell detektiert werden,
wobei ein abnehmendes Konzentrationsverhaltnis eine zunehmende Zahl an
fluoreszierenden Zellen aufwies. Bei Transfektionen mit Konzentrationsverhaltnissen
von 1l:5und1: 10 [DNA : NanoCaPs] zeigte sich die grof3te Anzahl fluoreszierender
Zellen. Bei einem Verhaltnis von 2,5:1[DNA : NanoCaPs] nahm die Anzahl
hingegen deutlich ab. Erhohter Zellverlust durch Zytotoxizitat machte sich bei der

Transfektion mit NanoCaPs visuell kaum bemerkbar.

Die Auswertung wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie nach 48 Stunden und

72 Stunden post transfectionem durchgefthrt.
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Die folgende Abbildung zeigt die verwendeten Konzentrationsverhaltnisse von

DNA : NanoCaPs und das entsprechende Mikroskopiebild:

DNA (ug) : NanoCaPs (200 pl)

Fluoreszenzmikroskopie
nach 72 Std.
[10-fach vergroRRert]

Nativmikroskopie
nach 72 Std.
[10-fach vergroRRert]

1(2 pug): 100

1(4pg):50

1(20 pg): 10

1(40upg):5

250B00ug):1

Abbildung 11: Ergebnis der Transfektion von Hela-Zellen mit NanoCaPs bei verschiedenen

Konzentrationsverhaltnissen von DNA : NanoCaPs
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3.2 Vergleich der Transfektionseffizienz von NanoCa  Ps und

Lipofectamine™ 2000 in vitro

3.2.1 Vorbereitende Experimente zur Transfektion mi  t Lipofectamine™ 2000

Die bei den NanoCaPs getesteten und variierten Parameter wurden auch bei
Lipofectamine™ 2000 durchgefuhrt.

Das Lipofectamine™ 2000-Protokoll beinhaltete den Abbruch der Transfektion nach
vier bis sechs Stunden. Es wurden Inkubationszeiten von sechs und 48 Stunden
eingehalten, wobei nach beiden Zeitspannen transfizierte Zellen optisch nachweisbar
waren. Nach 48 Stunden kam es jedoch im Vergleich zu sechs Stunden zu einem
betrachtlichen Zellverlust.

Bei der Lipofectamine™ 2000-Transfektion war es laut Protokoll wichtig, nach dem
Ausplattieren der Zellen MEM mit Serum (FCS) hinzuzugeben, jedoch kein
Antibiotikum. Am Tag der Transfektion erfolgte entsprechend dem Protokoll die
Hinzugabe von MEM ohne jeglichen Zusatz. Nach Abbruch der Transfektion (sechs
Stunden) wurde getestet, ob die Hinzugabe von Serum (FCS) zum Medium einen
Einfluss auf die Transfektionseffizienz hatte. Daraus resultierte ein Ansatz der Zellen
mit post transfectiondrer Mediumsuspensionen mit und ohne FCS. Es zeigte sich,
dass Zellen mit FCS eine deutlich hohere Transfektionsrate erreichten als die Zellen
ohne FCS.

Zur Optimierung der Transfektion waren Konzentrationsverhéltnisse von 1: 0,5 bis
1: 5 [DNA : Lipofectamine™ 2000] im Protokoll beschrieben. Es wurden tber diesen
Bereich hinaus hohere Konzentrationen von Lipofectamine™ 2000 getestet (siehe
Abbildung 12).

Bei allen getesteten Verhdaltnissen gelang der Nachweis fluoreszierender Zellen
(siehe Abbildung 12). Das Optimum zeigte sich bei Konzentrationsverhaltnissen von
1:4 und 1:5 [DNA: Lipofectamine™ 2000]. Hierbei waren einerseits die
Transfektionsraten  hervorragend und andererseits schien bei  diesen
Konzentrationen die Zytotoxizitat relativ bedingt zu sein. Bei Experimenten mit Kon-
zentrationsverhaltnissen von 1:10 und 1: 13 [DNA : Lipofectamine™ 2000] zeigten
sich ebenfalls optisch gute Transfektionsraten, jedoch nahm auch die Anzahl
abgestorbener Zellen zu.
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Die folgende Abbildung zeigt die verwendeten Konzentrationsverhaltnisse von

DNA : Lipofectamine™ 2000 und das entsprechende Mikroskopiebild.

DNA : Lipofectamine™ 2000

Fluoreszenzmikroskopie
nach 72 Std.
[10-fach vergroRRert]

Nativmikroskopie
nach 72 Std.
[10-fach vergroRRert]

Abbildung 12: Ergebnis der Transfektion von Hela-Zellen
verschiedenen Konzentrationsverhéltnissen von DNA : Lipofectamine™ 2000

mit

Lipofectamine™ 2000 bei



ERGEBNISSE 53

3.2.2  Vergleich der Transfektionseffizienz mittels Durchflusszytometrie

3.2.2.1 NanoCaPs

Die Konzentrationsverhaltnisse 1:5 und 1:10 [DNA : NanoCaPs] wurden optisch
als Transfektionsoptimum festgelegt und daher in der Durchflusszytometrie
detaillierter analysiert. Der Versuch erfolgte insgesamt dreimalig unter jeweils
gleichen Bedingungen.

Nach zwei Wiederholungen ergab sich fur das Verhaltnis 1 : 5 [DNA : NanoCaPs] ein
durchschnittlicher Anteil von 5,87 % fluoreszierenden und somit transfizierten Zellen.
Im Ansatz 1 : 10 [DNA : NanoCaPs] erwiesen sich 11,7 % der Zellen als transfiziert.
Bei den NanoCaPs schwankte die Zahl der transfizierten Zellen in den einzelnen
Wiederholungen erheblich (siehe Abbildung 13). So zeigte sich bei dem Verhaltnis
1: 10 [DNA : NanoCaPs] eine maximale Anzahl fluoreszierender Zellen von 14,9 %
im zweiten Versuch und demgegentber ein Minimum im ersten Versuch mit 6,41 %.
Ahnlich war auch die Verteilung beim Ansatz 1 :5 [DNA : NanoCaPs]. Hier erwies
sich ebenfalls ein Maximum im zweiten Versuch mit 9,91 % transfizierten Zellen und
ein Minimum von 1,26 % im ersten Versuch.

Die Negativproben liel3en keine transfizierten Zellen erkennen.

3.2.2.2 Lipofectamine™ 2000

Nachdem sich mittels Fluoreszenzmikroskopie ein Transfektionsoptimum bei Kon-
zentrationsverhaltnissen von 1:4 und 1:5][DNA: Lipofectamine™ 2000]
nachweisen lie3, wurden diese mit Hilfe der Durchflusszytometrie néher tberprift
und analysiert.

Nach insgesamt drei unabhangigen Versuchen mit Triplicates zeigte sich bei einem
Konzentrationsverhaltnis von 1 : 4 [DNA : Lipofectamine™ 2000] ein mittlerer Anteil
von 16,03 % transfizierten Zellen und bei einem Konzentrationsverhaltnis von
1:5[DNA: Lipofectamine™ 2000] ein mittlerer Anteil von 19,7 % transfizierten
Zellen. Die Zahl fluoreszierender Zellen schwankte jedoch bei beiden

Konzentrationen erheblich (siehe Abbildung 13). So ergab sich im zweiten Versuch
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eine maximale Anzahl transfizierter Zellen von 28,05 % und im dritten Versuch eine
minimale Anzahl von 14,58 % im Ansatz 1:5 [DNA : Lipofectamine™ 2000] trotz
identischer Versuchsanordnung und -durchfuhrung (vgl. Abbildung 13). Bei
Verwendung des Verhaltnisses von 1:4[DNA : Lipofectamine™ 2000] kam es
ebenfalls im zweiten Versuch zu einem Maximum mit 22,87 % transfizierten Zellen
und im dritten Versuch zu einer minimalen Anzahl mit 10,98 %.

Die Negativproben lie3en erneut keine transfizierten Zellen erkennen.

Die folgende Abbildung zeigt die Messwerte der einzelnen Konzentrationen

zusammengefasst.
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Nano Caps [1:10] Nano Caps [1:5] Lipofectamine™ 2000 Lipofectamine™ 2000

[1:4] [1:5]

Abbildung 13: Ergebnisse der FACS-Analyse
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3.3 Non-virale Transfektion mit NanoCaPs in vivo

3.3.1 Transfektion von subkutanem Gewebe durch Fibr in in tissue culture

Um zu sehen, ob der Thrombin-/Fibrinogen-Komplex Einwirkungen auf die
Transfektion mit NanoCaPs hat, wurde einem Kaninchen ein Komplex aus pDNA
angereicherten NanoCaPs und einem weiteren ein Komplex aus pDNA
angereicherter Fibrin in tissue culture subkutan appliziert. Ein drittes Kaninchen
diente als Negativprobe und erhielt eine subkutane Applikation von NanoCaPs sowie
Fibrinogen/Thrombin ohne pDNA.

3.3.1.1 Fluoreszenzmikroskopie

Es lie3en sich optisch keine GFP-typisch fluoreszierenden Zellen identifizieren. Das
analysierte Gewebe zeigte eine hohe spontane Fluoreszenz (siehe Abbildung 14).
Beim Vergleich von Positiv- mit Negativproben zeigte sich kein Unterschied in der

Fluoreszenz.

Die folgende Abbildung zeigt einen Vergleich der Mikroskopiebilder eines

transfizierten Gewebes und einer Negativprobe.
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Ausschnitt GFP-transfiziertes Gewebe Ausschnitt Gewebe einer Negativkontrolle

Abbildung 14: Vergleich der Quetschpraparate der aus dem Kaninchenoberschenkel gewonnenen
Gewebsproben

3.3.1.2 Western Blot

Um das GFP auf molekularer Ebene nachweisen zu kdénnen, wurde eine Western-
Blot-Analyse durchgefihrt.

Im Western Blot zeigten alle Proben der Kaninchen mit NanoCaPs + pDNA sowie mit
NanoCaPs + pDNA + Fibrinogen/Thrombin (Fibrin in tissue culture) positive Banden.
Es konnten starke Banden fir den zweiten und dritten Tag identifiziert werden. Am
ersten und vierten Tag nach der Injektion zeigten sich ebenfalls positive Banden,
jedoch schwacher als an den Tagen zwei und drei. Es zeigte sich kein Unterschied

bei den verschiedenen Komplexen. Die Negativprobe liel keine Banden erkennen.

Die folgende Abbildung zeigt den Western Blot mit den positiven Banden.
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Bande 1: NanoCaPs + pDNAd 1 Bande 6:  Positiv-Probe

Bande 2: NanoCaPs + pDNAd 2 Bande 7:  Fibrin in tissue culture d 1
Bande 3: NanoCaPs + pDNAd 3 Bande 8:  Fibrin in tissue culture d 2
Bande 4: NanoCaPs + pDNAd 4 Bande 9:  Fibrin in tissue culture d 3
Bande 5:  Marker Bande 10: Fibrin in tissue culture d 4

Abbildung 15: Westernblot der subkutanen Gewebeproben mit Fibrin in tissue culture

3.3.2 Transfektion von subkutanem Gewebe durch vers chiedene
Konzentrationen von Vektor zu DNA

Bei drei Tieren erfolgte die subkutane Applikation unterschiedlicher Konzentrationen
von Vektor zu DNA. Das erste Kaninchen erhielt eine Applikation mit einem
Verhéltnis von 1 : 1 [DNA : NanoCaPs], das zweite mit 1 : 4 [DNA : NanoCaPs] und
das dritte mit 1 : 8 [DNA : NanoCaPs].

3.3.2.1 Western Blot

Auf Grund der hohen Spontanfluoreszenz wurde auf eine Fluoreszenzmikroskopie
verzichtet und nur ein Western Blot durchgefthrt.

Die Western-Blot-Analyse fand bei jeder Probe mindestens einmalig statt. Teilweise
waren mehrere Laufe fur einzelne Proben erforderlich, um eine gute Bandenqualitat

durch Variation der Probenverdiinnung zu erreichen.
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Bei folgenden Kaninchenproben konnten positive Banden als Zeichen der GFP-
Expression detektiert werden (siehe auch Tabelle 16):

fur Kaninchen 1 mit subkutaner Injektionslosung mit dem Ver-
haltnis 1 : 1 [DNA : NanoCaPs] an den Tagen 5 und 7 post injectionem

fur Kaninchen 2 mit subkutaner Injektionslosung mit dem Ver-
haltnis 1 : 4 [DNA : NanoCaPs] an den Tagen 1, 2, 3, 6 und 7 post injectionem
fur Kaninchen 3 mit subkutaner Injektionslosung mit dem Ver-

haltnis 1 : 8 [DNA : NanoCaPs] an den Tagen 2, 6 und 7 post injectionem

Die folgende Tabelle zeigt die Kaninchenproben in Bezug auf die jeweilige positive

bzw. negative Detektion:

Tag post Kaninchen 1 Kaninchen 2 Kaninchen 3
injectionem 1:1 1:4 1:8
[DNA : NanoCaPs] [DNA : NanoCaPs] [DNA : NanoCaPs]

1 neg pos neg

2 neg pos pos

3 neg pos neg

4 neg neg neg

5 pos neg neg

6 neg pos pos

7 pos pos pos

8 neg neg neg

Tabelle 16: Detektionsergebnis der Kaninchenproben an den Tagen 1-8 post injectionem
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Die folgende Abbildung zeigt einen Western Blot der Gewebsproben bei
unterschiedlichen Konzentrationen von Vektor zu DNA.

Bande 1:  Marker Bande 6: 1:1 (DNA:NanoCaPs)d 7
Bande 2:  Positiv-Probe GFP Bande 7: 1:4 (DNA:NanoCaPs) d 2
Bande 3:  Positiv-Probe GFP Bande 8: 1:4 (DNA:NanoCaPs)d 3

Bande 4: 1:1 (DNA:NanoCaPs)d1 Bande9: 1:4 (DNA:NanoCaPs)d 6
Bande 5: 1:1 (DNA:NanoCaPs)d5 Bande 10: 1:4 (DNA:NanoCaPs)d 7

Abbildung 16: Westernblot der subkutanen Gewebeproben bei verschiedenen Konzentrationen von
Vektor (NanoCaPs) zu DNA

3.3.3 Transfektion bei einem Critical-Size-Defektd es Kaninchenfemurs

Alle Kaninchen erhielten die in Kapitel 2.2.3.2 beschriebene Applikationsform und
-menge. Die Probengewinnung wurde an den post operativen Tagen 4, 8, 16 und 28
durchgeflihrt. Zu jedem Zeitpunkt wurden 4 Kaninchen euthanasiert, um die Proben

Zu gewinnen.

3.3.3.1 Fluoreszenzmikroskopie

Es lieRen sich optisch keine GFP-typischen fluoreszierenden Zellen identifizieren.
Das analysierte Gewebe zeigte erneut eine hohe spontane Fluoreszenz. Beim
Vergleich von Positiv- mit Negativproben zeigten sich keine Unterschiede in der

Fluoreszenz.



ERGEBNISSE 60

3.3.3.2 Western Blot

Nachdem in der Fluoreszenzmikroskopie keine fluoreszierenden Zellen identifiziert
werden konnten, sollte der GFP-Nachweis mittels Western Blot auf
molekularbiologischer Ebene stattfinden.

Nur eine der insgesamt 17 positiven Proben zeigte eine eindeutig positive Bande.
Diese Probe stammte von einem am Tag 4 euthanasierten Tier. Sonstige Proben
zeigten entweder keine Banden oder eine zu sehr verschmierte Bande, so dass

diese ebenfalls nicht als positiv gewertet werden konnte.
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IV Diskussion

Virale Vektoren, die hauptsachlich durch Immunitatsreaktionen sowie Zytotoxizitat
ihre Limitation sowohl in vitro als auch in vivo aufweisen, werden heute oftmals durch
non-virale Transfektionssysteme ersetzt (vgl. Kapitel 1.2.2 und 1.2.3). Non-virale
Vektoren weisen jedoch bisher eine wesentlich geringere Transfektionseffizienz
sowohl in vitro als auch in vivo auf. Das derzeitige Bestreben in der Erforschung non-
viraler Transfektionssysteme beruht daher darauf, diese Vektorsysteme dahingehend

zu verbessern und zu konsolidieren.

4.1 Non-virale Transfektion mit NanoCaPs in vitro

Die erfolgreiche und effiziente Transfektion ist von einer Vielzahl an Faktoren wie
bspw. dem verwendeten Zelltyp, der Zubereitung und der Morphologie der
Préazipitate inklusive ihrer Struktur, Ladung und Grof3e, dem Puffer-pH, dem Medium,
dem DNA/Vektor-Verhéltnis und der Kontaktzeit zwischen den Prazipitaten und den
Zellen abhangig (vgl. Kapitel 1.2.3.1) [73, 98, 136, 145].

Beim Vergleich unserer Ergebnisse mit denen der Literatur sollte bedacht werden,
dass in den verschiedenen Arbeiten unterschiedliche Materialien und Methoden
verwendet wurden, so dass ein 1 : 1-Vergleich oftmals nicht mdglich ist. So werden
in den verschiedenen Studien unterschiedliche Zellen verwendet (HeLa, HEK, MCF,
DU-145, COS-7, HEK-293, CNE-2), und auch die Markerplasmide und ihre Nach-
weismethoden (pSVR-galactosidase, pUC19, pEGFP-N1) differieren [11, 14, 42, 91,
98, 125].

Als Zelllinie wurden HelLa-Zellen eingesetzt, da sie sehr stabil und leicht zu
transfizieren sind. Zudem besitzen sie als weitere nitzliche Eigenschaft eine schnelle
Teilungsrate [100].

GFP als Genprodukt findet in der heutigen Forschung oft Verwendung. Das Protein
besteht aus 231 Aminosauren und sein Gewicht betragt 26 kD [44, 121]. Das GFP ist
in neutralen Puffern bis 65T stabil und zeigt zude m eine pH-Stabilitdt zwischen 5.5
und 12 [53]. Studien konnten ebenso zeigen, dass die Temperatur ein wichtiger

Parameter bei der GFP-Detektion ist [109]. Diese Faktoren wie auch die
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Proteinkonzentration beeinflussen neben der Stabilitat die Detektionseigenschaften
mal3geblich [122]. Hierbei ist jedoch wichtig anzumerken, dass nach Modifikationen
des GFPs in den letzten Jahren die einzelnen Proteine verschiedene Eigenschaften
haben, wobei auch die Leuchtkraft sowie die Absorptionsmaxima differieren kdnnen
[120]. Das von uns verwendete GFP wies ein Exzitationsmaximum zwischen 470 und
480 nm sowie ein Emissionsmaximum von 510 nm auf. Eine zellulare
Autofluoreszenz bei Saugerzellen kann vorkommen und liegt zwischen 480 bis 600
nm [96]. Hierdurch kann es zu einer Reduktion der Detektionssensitivitat in der
FACS-Analyse kommen [96]. Unsere Negativproben lieBen jedoch keine
fluoreszierenden Zellen erkennen, so dass eine Autofluoreszenz bei den In-vitro-
Versuchen nicht beobachtet werden konnte.

Im Vergleich zu anderen Reportergenen wie Luciferase und [3-Glucuronidase zeigt
das GFP einige Vorteile, jedoch auch Nachteile. Von Vorteil in unseren Versuchen
in vitro und vor allen Dingen auch in vivo war die im Vergleich lange Halbwertszeit
des GFPs von mindestens 24 Stunden, wobei eine sofortige Detektion nach
Transkription schon moglich ist [121]. Luciferase hingegen zeigt eine Halbwertszeit
von 3-5 Stunden, so dass dieser Marker fur Fragen nach Genregulierungs-
mechanismen eine bessere Wahl darstellt als GFP [121]. Eine weitere nitzliche und
gunstige Eigenschaft des GFPs ist seine schnelle und einfache Nachweisbarkeit, so
dass es im Gegensatz zu anderen Enzymmarkern mit hoher Auflésung in lebenden
Zellen durch konfokale Mikroskopie sichtbar gemacht werden kann [53]. Bei der
Verwendung von R-Glucuronidase als Genmarker ist immer eine histochemische
Analyse nétig, wobei zuvor eine Gewebeaufbereitung stattfinden muss [53].

Im Falle der Sensitivitat zeigt sich die Verwendung von GFP im Vergleich zu den
anderen biolumineszenten Markergenen [-Glucuronidase sowie Luciferase
unterlegen [44, 123].

Die schnelle Nachweisbarkeit nutzten auch wir zur visuellen Kontrolle einer
erfolgreichen Transfektion, wobei eine genaue Zahlung der fluoreszierenden Zellen
mittels durchflusszytometrischer Messung stattfand. Die Fluoreszenzmikroskopie hat
ihren Vorteil in der leichten Zuganglichkeit. Zellen oder Gewebe kdnnen ohne weitere
Behandlung unter dem Mikroskop analysiert werden [48].

Die Durchflusszytometrie ist heute eine haufig angewandte Methode zur
Identifizierung und Sortierung von Zellen [59]. Voraussetzung fur eine ldentifizierung

von fluoreszierenden Zellen ist das Vorhandensein von mindestens 500 Fluorescin-
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Molekulen, damit ein Fluoreszenzsignal als solches erkannt wird und sich von der
zellularen Autofluoreszenz oder dem Hintergrundrauschen absetzt [122]. Das FACS
erhebt jedoch nur quantitative Daten fir lebende bzw. positive Zellen und ist ein
schlechter Indikator, um das wahre Toxizitatslevel im Vergleich zur Mikroskopie
wiederzuspiegeln [31]. Es werden nur Uberlebende, trypsinierte Zellen gemessen,
wobei die abgestorbenen nicht mit in die Zahlung eingehen [31]. Wenn es folglich zu
einem vermehrten Absterben der Zellen kommt, so resultiert hieraus eine scheinbar
hohere Anzahl transfizierter Zellen.

Ein weiterer Nachteil der FACS-Analyse ist, dass nur Zellen in Suspension
verwendet werden konnen [96]. In dieser Form tendieren Zellen jedoch zur
Aggregation, so dass auch hierdurch fehlerhafte Messwerte resultieren kénnen [48].
Weiterhin koénnen die Zellen nur einmalig analysiert werden, da sie nach der
Messung verworfen werden und somit dynamische Prozesse nicht beobachtet

werden konnen [48].

4.1.1 Einfluss verschiedener Inkubationszeiten der Transfektionslésung auf

die Transfektionseffizienz

Batard et. al (2001) zeigten, dass es in den ersten acht Stunden nach Aufbringung
einer Calcium-Phosphat-Transfektionslosung zu einer maximalen DNA-Aufnahme in
die Zelle kommt, die auch nach 24 Stunden in etwas geringerem Mal3e anhalt [11].
Fur verschiedene Zelltypen (HEK-293, CHO) differierte diese Zeit jedoch erheblich
[11]. Andere Studien verfolgten markierte CaP-Nanopartikel, wobei diese sich nach
zwei Stunden an der Zellmembran, nach acht Stunden im Zytoplasma und nach 24
Stunden an der Nukleusmembran detektieren lieBen, wobei immer noch unklar
bleibt, wann die DNA von den Partikeln gel6st wird [135].

Neben der Kontaktzeit der Transfektionslésung mit den Zellen ist auch die
Inkubationszeit der DNA/Calcium-Phosphat-Mixtur an sich wichtig. Wurden seit den
70er Jahren des 20. Jahrhunderts zunachst nur Calcium-Phosphat-Prazipitate
angewendet, so bestehen diese heutigen non-viralen, anorganischen Vektoren
zumeist aus Nanopartikeln, wie auch die NanoCaPs in unseren Versuchsreihen.

Dabei werden GroRe und Struktur des Prazipitats erheblich beim Mischen beeinflusst
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[61]. Eine kurze Inkubationszeit von einer Minute erwies sich als ausreichend, da
sich bereits nach etwa 30 Sekunden der Calcium-Phosphat-DNA-Komplex bildet [25,
60]. Nach dieser kurzen Zeit sind die Komplexe noch klein, wohingegen mit
zunehmender Inkubationszeit der Mixtur die Komplexe gré3er werden und folglich zu
einem schlechteren Transfektionsergebnis und erhohter Toxizitat im Vergleich zu
den kleineren Komplexen fuhren [60, 98, 146]. Die NanoCaPs wurden hinsichtlich
dieses Parameters bereits durch Kumta et. al. (2005) sowie Olton et. al. (2007)
optimiert und ihr erarbeitetes Protokoll fand in unseren Versuchen Verwendung [74,
111].

In unseren Versuchen konnten wir fir HeLa-Zellen eine optimale Inkubationszeit der
NanoCaP-Transfektionslésung von 48 Stunden feststellen, die auch nach 72
Stunden Inkubationszeit ahnliche Mengen an transfizierten Zellen zeigten. Nach 72
Stunden war bei den mit NanoCaPs transfizierten Zellen jedoch ein vermehrtes
Absterben der Zellen zu beobachten, was vermutlich an der erhodhten
Prazipitatausfallung liegt, die nach 72 Stunden Inkubationszeit deutlicher im
Mikroskop zu erkennen war, als nach 48 Stunden.

Mittels FACS-Analyse konnte registriert werden, dass bei Verwendung von GFP als
Genmarker das GFP-Signal progressiv nach 36-48 Std anstieg und somit unsere
Detektionszeit von 48 sowie 72 Stunden nach Transfektionsbeginn gut gewahlt war
[44].

Die Inkubationszeit der Transfektionsldsung hat also einen maR3geblichen Einfluss
auf die Transfektionseffizienz, wobei sich im Falle der Transfektion der HeLa-Zellen

mit den NanoCaPs ein Optimum von 48 Stunden detektieren liel3.

4.1.2 Einfluss verschiedener Zusatze zum Kulturmedi um auf die

Transfektionseffizienz

Das Hinzufiigen von Mediumzuséatzen wie Serum oder Antibiotikum beeinflusst die
Transfektionsrate erheblich [31, 57, 106]. Serum ist wichtig fur das Zellenwachstum,
Antibiotikum fir die Abwehr auf mikrobieller Ebene. So konnten wir in unseren
Versuchen zeigen, dass die Verwendung von Serum fir eine erfolgreiche

Transfektion notwendig ist. Chowdhury et. al. (2003) begrinden dies damit, dass bei
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Serumfreiheit freies Calcium eine weitere Co-Prazipitation induzieren kann, die zu
einer erheblichen Zelltoxizitat fuhrt [25]. Jordan et. al. (2004) konnten durch das
Hinzufligen von Serum die in ihren Versuchen detektierte Toxizitat von Calcium-
Phosphat reduzieren [61].

Dahingegen prasentierten Sokolova et. al. (2006) eine hohere Transfektionsrate bei
serum-freien Medien, wobei RPMI bzw. Quantum®medium und nicht MEM wie in
unseren Versuchen als Medien verwendet wurden [136]. Es konnte jedoch auch
erwiesen werden, dass die Verwendung verschiedener Medien an sich Unterschiede
im Transfektionsergebnis erbringt [136].

In Bezug auf das Hinzufligen von Antibiotikum zeigte sich kein grof3er Unterschied in
beiden Ansatzen.

Das Hinzufigen von Serum ist also bei der Transfektion von HelLa-Zellen mit
NanoCaPs notwendig, die Erganzung des Mediums mit Antibiotikum kann als
fakultativ bewertet werden.

4.1.3 Einfluss verschiedener Konzentrationsverhéaltnisse von Vekto r zu

DNA auf die Transfektionseffizienz

Im Fall der Calcium-Phosphat-Prazipitation wurde eine Verbesserung der
Transfektionseffizienz mafRgeblich durch eine Optimierung des Calcium-Phosphat-
Verhéltnisses erreicht [74]. Zudem konnte durch eine apparative und nicht mehr
manuelle Herstellung der Nanopartikel eine effizientere Transfektion erzielt werden
[111].

Ebenso wirkt sich das Verhaltnis von Vektor zu DNA auf die Transfektion aus [60].
Einen weiteren Einfluss hat das Anwendungsverhaltnis von Vektor/DNA-Komplexen
zum verwendeten Medium [42].

Da das Verhaltnis von Calcium zu Phosphat bereits durch Kumta et. al. (2005) fur die
NanoCaPs hinreichend getestet wurde, untersuchten wir in unseren Versuchen das
Verhaltnis von Vektoren — also den NanoCaPs — zur DNA und konnten hierfiir eine
maximale Transfektionseffienz von 9,91 % bei einem Verhdltnis von 1:5 [DNA :
NanoCaPs] bzw. sogar 14,9 % bei einem Verhaltnis von 1 : 10 [DNA : NanoCaPs]

erreichen.
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Dies entspricht zum einen einer DNA-Konzentration von 200 pg/ml (1:5), zum
anderen von 100 pg/ml (1:10). Sokolova et. al. (2006) erreichten bei ihrer
Transfektion von HelLa-Zellen mit CaP Transfektionsraten zwischen 4,0 und
10 % (mediumabhéngig) bei einer DNA-Konzentration von 3,3 pg/ml [136]. Andere
Autoren untersuchten die DNA-Bindungskapazitdt bei der Bildung der Calcium-
Phosphatkomplexe und konnten hierbei ein Optimum bei einer DNA-Konzentration
von 25 pg/ml feststellen [60, 61]. Ein héherer DNA-Anteil wirkte sich bei ihnen
negativ aus, da dieser zu einer partiellen Inhibition der Prazipitatbildung gefiihrt habe
[60]. In unseren Versuchen konnten wir bei einer DNA-Konzentration von 25 pug/ml
visuell auch transfizierte Zellen nachweisen, jedoch zeigte sich in den oben
genannten Konzentrationen ein deutlich héherer Anteil von diesen.

Diese unterschiedlichen Ergebnisse ergeben sich mdglicherweise durch eine
unterschiedliche Zubereitung und Anwendung der Vektor-DNA-Komplexe [61, 136].
Zudem wurden unterschiedliche Zelllinien (CHO, HEK-293) und Markerplasmide ( -
gal) verwendet [60, 61]. Ein weiterer Unterschied besteht in den Bestimmungs- und
Detektionstechniken. So beschranken bspw. Sokolova et. al. (2006) ihre Zellzahlung
auf die Mikroskopie [136].

Ahnlich wie auch bei den Anwendungen von Lipofectamine™ 2000 zeigten sich in
unseren drei unabhangigen Versuchen Schwankungen in der Anzahl der
transfizierten Zellen zwischen 1,26 bis 9,91% bzw. 6,41 bis 14,9%. Bei multiplen
Transfektionen, die an verschiedenen Tagen, jedoch mit denselben
Transfektionsldsungen identisch durchgefiihrt wurden, berichten auch andere
Autoren Uber &hnliche Ergebnisse und Probleme bei der Transfektion mit Calcium-
Phosphat-Prazipitaten [60]. Auch ihre Ergebnisse differierten an verschiedenen
Tagen dramatisch [60, 61]. Eine mogliche Erklarung hierfur ist die schwierige
manuelle Praparation der Komplexe, obwohl die drei unabhangigen Versuche
identisch ausgefuhrt wurden. Um diese mogliche StorgréRe auszuschalten, gibt es
bereits Versuchsanséatze, in denen die manuelle Praparation durch eine maschinelle
Pumpe ersetzt wurde [111]. Hierbei konnte die Flussrate wahrend der
Komplexpraparation optimal differenziert werden, wodurch sich der Standardfehler
deutlich verringerte [111].
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Sokolova et. al. (2006) betonen in ihrer Arbeit ausdricklich, dass samtliche
Parameter bei der Transfektion mit Calcium-Phosphat fur jede Zelllinie und fur jedes
Labor einer Optimierung bedurfen [136]. So werden in der Literatur folgende weitere
Modifikationen beschrieben, wobei jedoch erneut daran erinnert werden soll, dass
jedes Transfektionssystem einer Feineinstellung bedarf.

Bei der Herstellung der Calcium-Phosphat-Vektoren konnte bei einer Verwendung
von einer 14 mM Calciumlésung gezeigt werden, dass langere Inkubationszeiten (bis
zu 30 Minuten) keine EinbulRen in der Transfektion ergaben [25]. Bei einem anderen
Ansatz wurde vorgeschlagen, Calcium-Phosphat zunachst mit Medium zu
vermischen und dann erst zu den Zellen zu geben, denn so kdnne das aufwendige
tropfenweise Hinzugeben vermieden werden [146]. Auch andere Techniken mit
Wasserentzug nach Zusammenfihren der beiden Losungen (Calcium und Phosphat)
fuhren zu kleinen Komplexen und guter Stabilitat [153]. Andere Autoren beflrworten
die Zugabe von Magnesium-lonen zu den Calcium-Phosphat-Komplexen, wodurch
es zu einer zusatzlichen Stabilitat der Mikropartikel und zu einer Verbesserung der
Transfektionsraten komme [136]. Zudem wurden neue, so genannte ,Double-Shell-
Verfahren“ getestet, wobei die DNA innen und auf3en von CaP umschlossen wird
und bessere Transfektionsergebnisse zeigt als bei einfacher Herstellung [136].
Weitere Parameter, die in unseren Untersuchungen nicht getestet wurden, sind die
Temperatur sowie der pH-Wert. In Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur auf
die Transfektionseffizienz konnte gezeigt werden, dass diese auch einen
entscheidenden Faktor darstellt. So ergaben Testungen bei 37C die besten
Ergebnisse, dann kam es mit Abnahme der Temperatur ebenso zu einer
abnehmenden Transfektionseffizienz [25, 60]. Bei der pH-Abhangigkeit des
Transfektionsprozesses mit Calcium-Phosphat ergeben sich kontrare Ansichten. So
wird einerseits berichtet, dass es bei einem pH unter sechs zu keiner
Prazipitatbildung kommt [160], andere Autoren konnten keine pH-Abhangigkeit
feststellen [136]. Wir verwendeten in unseren Versuchen die entsprechenden
Empfehlungen aus Pittsburgh, wobei die Zellen bei 37T gelagert wurden, und ein

neutrales Milieu (pH wurde auf 7,5 angepasst) bestand.

Zusammenfassend zeigten unterschiedliche Verhéltnisse von Vektor zu DNA
differierende Transfektionseffizienzen. Fir die NanoCaPs konnte fir HeLa-Zellen ein

Optimum bei 1:10 [DNA : NanoCaPs] ermittelt werden. Sollen andere Zelllinien
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benutzt werden, so kénnte eine erneute Uberpriifung notwendig sein, da Sokolova
et. al. (2006) feststellten, dass sdmtliche Parameter bei der Transfektion mit Calcium-
Phosphat fir jede Zelllinie und fir jedes Labor einer Optimierung bedurfen [136].
Weiterhin sollte auf eine apparative Praparation der Komplexe gewechselt werden,

um so weitere Standardfehler zu verringern [111].

4.2 Vergleich der non-viralen Transfektionseffizien  z von NanoCaPs mit
Lipofectamine™ 2000 in vitro

In der Literatur wurde Lipofectamine™ 2000 oftmals als bewahrtes und kommerziell
erhaltliches Vektorsystem zum Vergleich mit neuen non-viralen
Transfektionssystemen herangezogen [12, 97, 145, 154]. Neben
Lipofectamine™ 2000 finden weitere Vektorsysteme wie beispielsweise Polyfect-
amine dieser kationischen Liposomen-Familie in vielen Arbeiten Verwendung [14].

Auch bei der Transfektion mit diesen Vektoren gilt es verschiedene Parameter zu
optimieren. Kim et. al. (2004) verweisen darauf, dass einer der entscheidensten
Faktoren fur die Transfektion das Verhaltnis von Transportvehikel zu DNA ist [67].
Dalby et. al. (2004) weisen in ihrer Arbeit neben anderen Parametern und Aspekten
ebenfalls auf die verwendete DNA-Menge sowie auf das Verhaltnis von DNA zu
Lipofectamine™ 2000 hin [27]. Die Autoren empfahlen, die Transfektion generell mit
einem Verhdaltnis zwischen 1:2 und 1:3[DNA : Lipofectamine™ 2000] durch-
zufiihren, zeigten jedoch auch, dass hohere Lipofectamine™ 2000-Konzentrationen
ebenfalls mdglich sind [27]. Dabei zeigten die Anwendungen mit einer htheren DNA-
Menge eine wesentlich héhere Transfektionsrate, die bei einem Verhaltnis von
1:3,75 sowie 1:5 ihre Transfektionsoptima préasentierten [27]. Auch unsere
Ergebnisse weisen bei ahnlichen Konzentrationsverhéltnissen von 1:4 und
1:5[DNA: Lipofectamine™ 2000] ihre Transfektionsoptima auf. Andere Autoren
fanden ein Maximum bei einem Verhaltnis von 1:7,5 [31]. Bei hdoherer
Lipofectamine™-Dosierung prasentieren sich hohere Transfektionsraten, die
wahrscheinlich auf die positive Ladung der Komplexe zuriickzufiihren sind, die
einerseits zu einer besseren Endozytose fihrt (die Zellmembran ist negativ geladen),

andererseits aber einen ungunstigen Effekt auf die Zelllebensfahigkeit hat [68, 107].
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In anderen Studien stellte sich jedoch heraus, dass selbst bei sehr hohen
Konzentrationsverhéltnissen (1 : 33 und 1: 100 [DNA : Lipofectamine™ 2000]) eine
negative Komplexladung vorliegt [137].

In unseren Versuchen zeigten sich bei den Lipofectamine™ 2000-Ansatzen bei
unterschiedlichen Kontaktzeiten (6 und 48 Stunden) jeweils transfizierte Zellen,
jedoch kam es bei den Transfektionen mit 48 Stunden Inkubationszeit zu einem
erhohten Zellsterben. Dies bestatigt die bekannte Zytotoxizitat von Lipofectamine™
im Vergleich zu Calcium-Phosphat-Vektoren [42]. Auch die Zeit vor der Inkubation
mit den Zellen, also die Zeitspanne, in der sich die Lipid-DNA-Komplexe bilden (bei
Lipofectamine™ 2000 im Protokoll mit 30 Minuten angegeben), sollte nicht
Uberschritten werden, da sonst eine geringere Transfektionseffizienz resultiert [57].
Eine Reduktion der Kontaktzeit bei Verwendung von Lipofectamine™ von 6 auf 2
Stunden fluhrte zu einer deutlich héheren Anzahl an Uberlebenden Zellen, jedoch
auch zu Einbuf3en in der Transfektionseffizienz [31].

Zur Bestimmung der transfizierten Zellen wahlten wir zunéchst als einfache und
schnelle Methode die Fluoreszenzmikroskopie und wechselten dann zur weiteren
Zahlung auf die FACS-Analyse. Hierbei werden nur tberlebende, trypsinierte Zellen
gemessen, wobei die abgestorbenen nicht mit in die Zahlung eingehen [31]. Hier
sollte somit erneut die Toxizitat der kationischen Lipide bedacht werden, wodurch es
zu einem vermehrten Absterben der Zellen und hierdurch zu einer scheinbar hoheren

Anzahl transfizierter Zellen kommt.

Auffallend in unseren Versuchen ist die starke Schwankung der einzelnen Messwerte
innerhalb eines Konzentrationsverhaltnisses. Dies gibt Hinweise darauf wie anfallig
und unsicher die manuelle Zubereitung selbst etablierter non-viraler Vektoren ist.
Trotz identischer Zubereitung in allen drei Versuchen ergeben sich hier ebenso wie
bei den NanoCaPs Schwankungen in der Transfektionseffizienz, die zwischen
10,98 bis 22,87 % bzw. zwischen 14,58 bis 28,05 % lagen.

Im Vergleich der optimalen Transfektionen von NanoCaPs (Verhéltnis
1:10 [DNA: NanoCaPs] zu Lipofectamine™ 2000-Transfektionen (Verhaltnis
1:5[DNA: Lipofectamine™ 2000]) zeigte sich in unserer Versuchsreihe, dass
Lipofectamine™ 2000 eine fast doppelt so hohe Transfektionseffizienz wie die

NanoCaPs aufwiesen. Demgegeniber wurde jedoch in einigen Arbeiten dariber



DISKUSSION 70

berichtet, dass Calcium-Phosphat mindestens eine ebenso hohe Transfektionsrate
wie liposomale Vektoren erreichen kann [42, 91, 125], zum Teil sogar eine
hohergradige [14, 98, 159]. Hier zeigte sich jedoch eine deutliche Abhangigkeit vom
Zelltyp. Teilweise lag die Transfektionseffizienz von Calcium-Phosphat bei einigen
Zelllinien etwa 1.000-fach héher als die von liposomalen Systemen (darunter auch
Lipofectamine™) [98]. Yang et. al. (2008) konnten in ihrer Studie eine erfolgreiche
BMP-2-Produktion in mit Calcium-Phosphat transfizierten Pulpastammzellen
nachweisen, wobei diese im zeitlichen Verlauf erfolgreicher schien als die mit
Lipofectamine™ 2000 transfizierten Zellen [159]. Zhang et. al. (2009) konnten einen
Anteil von 53,38 % transfizierten Lovo-Zellen erreichen [164]. Bei diesen sehr
differierenden Ergebnissen sollte bedacht werden, dass sich die einzelnen Versuchs-
ansatze in Material und Methoden sehr unterscheiden und jeweils unterschiedliche
Zellen, divergente Markerplasmide und somit auch verschiedene Nachweismethoden
verwendet wurden.

Auch im Vergleich mit Polymeren manifestierte sich fir Calcium-Phosphat eine
bessere Transfektionseffizienz [99].

Auch wenn die NanoCaPs teilweise noch eine geringere Transfektionsrate
aufwiesen, so zeigen diese eine geringe Zytotoxizitat. Sowohl in unseren Versuchen
als auch in der vorhandenen Literatur zeigte sich dies als deutlicher Vortell
gegeniber des Lipofectamine™ 2000, der auch fir zukinftige In-vivo-Anwendungen
bedacht werden sollte [91]. Diverse Studien berichten von keiner signifikanten
Toxizitat der Calcium-Phosphat-Nanopartikel bei verschiedenen Zelllinien [73, 98].
He et. al. (2000) verweisen in ihrer Arbeit explizit darauf, dass Calcium-Phosphat erst
ab einer Menge von 1,2 mg/kg Koérpergewicht toxisch sei [55]. Jordan et. al. (2004)
berichten dartber, dass Calcium-Phosphat in Abhangigkeit von Dosis und
Inkubationszeit auch toxische Ansatze zeigt, dies jedoch durch Serum abgefangen
werden kann [61]. Dahingegen wurde fir kationische Lipide die Zytotoxizitat
umfangreich dokumentiert und auch bei bereits durchgefiuhrten In-vivo-Anwen-
dungen zeigte sich eine Aktivierung des immanenten Immunsystems, obgleich
erwahnt werden sollte, dass das Ausmal} dieser beider Reaktionen sehr stark vom
Amphiphilietyp der Konzentration abhangt [3, 91, 112]. Kim et. al. (2004)
untersuchten die Transfektion von humanen, fetalen Osteoblasten mit
Lipofectamine™ 2000, wobei sie eine massive Toxizitat mit einer Zelliberlebensrate

von unter 50 % feststellten [68]. Dementgegen berichten Studien jedoch auch, dass
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bei der In-vivo-Anwendung von Lipofectamine™ keine Toxizitdt nachgewiesen
werden konnte, wohingegen in vitro diese zuvor bestatigt wurde [12].

Fur die Zytotoxizitat der Lipide ist nicht nur ein akuter toxischer Effekt auf die Zell-
membran verantwortlich, sondern auch die Aufnahme des DNA-Vektorkomplexes in
die Zelle sowie die folgende Genexpression wurden in Erwagung gezogen, da der
zytotoxische Effekt nach 24 Stunden post transfectionem deutlich héher war als nach
einer Stunde [145]. Zudem fuhrte die Applikation von kationischen Lipiden zu einer
Veranderung des Apoptosestatus der Zelle [112]. Aktuell wird die Entwicklung und
Produktion neuartiger Lipide angestrebt, die eine geringere Zytotoxizitat als
Lipofectamine™ aufweisen [22].

Als weiterer Faktor sollte die Anwesenheit von Serum bedacht werden, wie sie auch
in vivo vorliegt. Dalby et al. (2004) fanden bei An- bzw. Abwesenheit von Serum
keinen  signifikanten Unterschied in der  Transfektionseffizienz ~ von
Lipofectamine™ 2000 [27]. Wir variierten An- und Abwesenheit von Serum als
Mediumzusatz nachdem die Transfektionsldsung nach 6 Stunden entfernt wurde.
Hierbei konnte eine hohere Transfektionseffizienz bei Anwesenheit von Serum
gesehen werden. In der Literatur wird diskutiert, dass Serum bei der Formation der
DNA-/Lipidkomplexe interferiert, denn Serum enthélt sulfatierte Proteoglykane und
andere Proteine, die mit der DNA um die Bindungen der kationischen Lipide
konkurrieren, wodurch die Vereinigung der Lipide mit der Zellmembran gehemmt
werden kann [31, 57, 106, 124]. Nach der Komplexbildung kann Serum jedoch ohne
Einfluss auf die Transfektionsrate hinzugegeben werden [124], was auch unsere
Ergebnisse bestatigen.

Viele kationische Lipide funktionieren bereits erfolgreich in Anwesenheit von Serum,
Lipofectamine™ jedoch nicht, auf3er es wird der Plus enhancer hinzugegeben [54].
Fu et. al. (2005) berichten von einer signifikanten Abnahme der Transfektions-
effizienz von Lipofectamine™ 2000 bei Verwendung von Serum als Mediumszusatz
[42]. Andere Autoren beschreiben eine komplette Inaktivierung von Komplexen bei
Prasenz von 2 % FCS [118]. Weitere Autoren beschrieben finf von sechs Liposomen
(alle auRRer Effectene) sensitiv gegeniber Serum und einer somit geringeren
Transfektionsrate, sie detektierten aber auch eine geringere Zytotoxizitat [145]. Bei
serumfreien Versuchen sollte jedoch bedacht werden, dass durch das Fehlen der im

Serum enthaltenen Wachstumsfaktoren auch ein hoherer Zelltod vorliegt, so dass in
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den Versuchen mit Serum scheinbar eine schlechtere Transfektionseffizienz
resultiert, weil zum einen Lipoplexe neutralisiert werden und zum anderen aber auch
mehr Zellen tberleben [31].

Auch Antibiotikum kann zu Toxizitat wahrend der Transfektion fihren [57]. In unseren
Versuchen konnte kein Unterschied bei An- oder Abwesenheit von Antibiotikum im

Medium detektiert werden.

Diese Problematiken der Lipoplexe, wobei die positiv geladenen deutlich starker als
die neutralen betroffen sind (vgl. Kap. 1.2.1), fuhren bei In-vivo-Anwendungen wegen
Interaktionen mit Blutbestandteilen und Proteinen zur Modulation von Stabilitat,
Desintegration und  Biodistribution sowie  Aufnahme ins RES ohne
Transgenexpression; trotzdem kann die Transfektion in vivo erfolgreich sein [3]. So
wurden kationische Liposomen mit BMP und VEGF getestet, worunter es nach
Transfektion von Periostalzellen zur Knochenbildung in einem Gerist kam, die

Autoren jedoch auch Bedenken gegeniliber Zytotoxizitat hatten [128].

Im Vergleich von Calcium-Phosphat zu anderen nicht-viralen Vektoren sollte zudem
Erwdhnung finden, dass exogene Calcium-lonen eine weitere positive Rolle bei
Transfektionen haben, denn Calcium fihrt zum einen zur Erleichterung des
Endosomalen Escape und zum anderen zur Verbesserung der nuklearen Aufnahme
der DNA [78, 98]. So konnten bei Hinzugabe von Calcium zu den eigentlichen
Vektoren, darunter AAV (auch in-vivo), kationische Polymere und Liposomen
(3-20fach [78]) sowie kationische Proteine, zum Teil 60- bis 6.000- fach [129]
bessere Transfektionen erzielt werden, die durch eine verbesserte Bindung des
Komplexes an die Zellmembran durch das Calcium erklart wurden [61, 73, 129, 151].
Auch die Zugabe der Kombination von Calcium und Phosphat fiihrte bei
DNA-Gelatine Nanospheres zu einer Steigerung der Transfektionseffizienz [142].

Trotz allen Bemihungen zeigen nicht-virale Vektoren, wie auch in unseren
Versuchen, oftmals nur einen geringen Anteil an transfizierten Zellen [138]. Studien
zeigten, dass zwar einerseits viel DNA in die Zelle aufgenommen wird, davon aber
nur 10 % den Nukleus intakt erreichen, denn oftmals werden tber 50 % der DNA ins
Zytoplasma aufgenommen und in kleine Fragmente zerlegt [11, 113]. Es wird also

eine grofe DNA-Menge in die Zelle geliefert, ein geringer Anteil jedoch wird davon
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aus dem Endosom wieder entlassen und davon wiederum gelangt ein noch
geringerer Anteil in den Nukleus [162]. Andere Untersuchungen zeigten, dass nur
5 % der applizierten Plasmide von Zellen aufgenommen wurden [11].

Zellen mit einer hohen Plasmidaufnahme wiesen eine hohe Expression auf [11, 143].
Zellen mit einem hohen Gehalt an Co-Prazipitaten oder DNA zeigten ein reduziertes
Uberleben, wobei gleichzeitig jedoch eine verbesserte Mdoglichkeit der Gen-

expression bestand [11, 143].

Eine umfassende Studie, in der sowohl verschiedene humane Zelllinien als auch
unterschiedliche liposomale Vektoren unter gleichen Bedingungen getestet wurden,
prasentierten Uchida et. al. (2002) [145]. Sie zeigten, dass die einzelnen Zelllinien
sehr unterschiedliche Ergebnisse sowohl in der Transfektion mit den einzelnen
Liposomen aufwiesen als auch die Zytotoxizitat sowohl in den Zelllinien als auch
zwischen den verwendeten Vektoren stark schwankte [145]. Dies erklart somit auch
die oben genannten Abweichungen in den Konzentrationsverhaltnissen bei den
vorbeschriebenen Lipofectamine™-Studien mit unseren Ergebnissen. Da die
Zellmitose bei der Transfektion mit non-viralen Vektoren eine wichtige Rolle spielt
und diese bei den verschiedenen Zelllinien variiert, konnten hiermit die Unterschiede
in der Hohe der Genexpression erklart werden [63, 145]. Zudem sind flr
verschiedene Zellen auch verschiedene Partikelgré3en notwendig, wobei diese
durch verschiedene Faktoren, wie das Verhaltnis von DNA zu Vektor oder die
Inkubationszeit, beeinflusst werden [112, 124, 127].

In einer weiteren Studie konnte erneut die unterschiedliche Potenz von
verschiedenen non-viralen Vektoren auf unterschiedliche Zelllinien prasentiert
werden, wobei Calcium-Phosphat bei Kaninchenosteoblasten und bei menschlichen
Osteosarkomzellen hohe Transfektionsraten mit keinem statistischen Unterschied zu
Polymeren und kationischen Lipiden aufwies [114]. Diese Studie akzentuiert noch
einmal, dass fur jede Zellart unterschiedliche Transportsysteme und
Konzentrationsverhéltnisse fir das Erreichen einer erfolgreichen Genexpression
notwendig sind. Orth et. al. (2008) formulierten zurecht, dass die Natur der Zelle
selbst der kritische Faktor ist, der das Level der Genexpression und -transkription
bestimmt [114].
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Zusammenfassend zeigten die NanoCaPs bei der Transfektion von HelLa-Zellen im
Vergleich zu Lipofectamine™ 2000 nach Optimierung der Parameter eine geringere
Transfektionseffizienz. Bei anderen Zelllinien konnten im Vergleich zu liposomalen
Systemen durch CaP deutlich héhere Anteile an transfizierten Zellen erreicht werden
[14, 98, 159, 164]. Die erfolgreiche Transfektion wird durch die oben diskutierten
Parameter mal3geblich beeinflusst und bedarf fur jedes Vektorsystem, jede Zelllinie

und jedes Labor einer eigenen Optimierung.

4.3 Non-virale Transfektion mit NanoCaPs in vivo

In der Literatur lassen sich im Vergleich zu zahlreichen In-vitro-Anwendungen nur
wenige Experimente mit In-vivo-Anwendungen von Calcium-Phosphat als Vektor-
system finden. Bisherige In-vivo-Gentherapien im Bereich der Knochenbruchheilung
wurden mit adenoviralen Vektoren durchgefuhrt [8, 9, 104]. Hierbei kam es nach
Transfektion von BMP zu Knochenwachstum im Muskel von Mausen [104].
Baltzer et. al. (1999, 2000) konnten bei Neuseeland-Kaninchen nach Herstellung
eines Critical-Size-Defektes am Femur und Transfektion mit einem Reportergen
dieses dort nachweisen und weiterhin nach Transfektion mit osteoinduktiven
Proteinen eine erfolgreiche Knochenbruchheilung beobachten [8, 9]. Entsprechend
diesen erfolgreichen Modellen wahlten auch wir Neuseeland-Kaninchen und die
angewandte Operationsmethode aus.

Als Reportergen wurde in vivo das GFP verwendet, da auch hier die lange
Halbwertszeit des GFPs von mindestens 24 Stunden sowie seine schnelle und
einfache Nachweisbarkeit als vorteilhaft angenommen wurden [121]. Leider zeigte
das Kaninchengewebe eine hohe Spontanfluoreszenz, so dass bei der
Fluoreszenzmikroskopie keine Ergebnisse erreicht werden konnten und die Analyse
durch den Western Blot als Proteinnachweisverfahren Ergadnzung fand. Das Problem
der Autofluoreszenz fur den Nachweisbereich zwischen 480 und 600 nm ist
besonders im Bereich der FACS-Analyse bei Saugetierzellen durch fluoreszierende
Pyridine, Flavine sowie Porphyrine bekannt [96]. Zudem ist die Struktur der Gewebe

sehr komplex und kompakt, so dass fir eine optimale Darstellung und Analyse sehr
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dinne Proben notwendig sind (4-5um als Paraffinschnitt oder 10 um als
Kryoverfahren) und ein Quetschpraparat nicht ausreichend scheint [48].

Neue Ansatze bestehen heute weiterhin durch das Biolumineszenzimaging, um
In-vivo-Charakteristiken adéaquater beschreiben und eine Genexpression tber einen
Zeitraum verfolgen zu kénnen [52, 76, 101].

Im Bereich des Tissue Engineerings werden weitere erfolgreiche In-vivo-
Technologien mit einer Gene Activated Matrix bei Ratten, Schafen und Hunden
beschrieben, wobei jedoch fur eine erfolgreiche Transfektion ein hoher Plasmidgehalt
von teilweise lUber einem Milligramm ben6tigt wird [16, 17, 18, 19, 39, 47].

Eine Studie mit erfolgreicher In-vivo-Anwendung von Calcium-Phosphat zeigten
Kuroda et. al. (2005) [75]. Ein subkutan applizierter Komplex aus EgFP, Calcium-
Phosphat sowie Kollagen fuhrte nach 2 Wochen zu einer GFP-Expression [75].
Weiterhin konnten sie beweisen, dass die im Calcium-Phosphat-Komplex gebundene
DNA resistent gegeniiber DNase ist und somit auch vorangegangene Studien hierin
bestétigen [4, 5, 75].

Wir wahlten zum GFP-Nachweis einen deutlich kirzeren Zeitabstand als Kuroda et.
al. (2005), wobei wir an verschiedenen Tagen, einerseits gleich am 1. Tag nach
Transfektion, andererseits aber auch an spateren Tagen (5./7. Tag) GFP im
Westernblot nachweisen konnten. Hierbei konnten wir bei drei verschiedenen
Ansatzen mit unterschiedlichen Konzentrationsverhéltnissen jeweils positive Ergeb-
nisse verzeichnen, wobei eine Bestimmung des optimalen Konzentrations-
verhaltnisses schwierig war, da sich einerseits nach der subkutanen Injektion die
Losung verteilte und trotz Markierung unklar war, ob der Entnahmepunkt der Proben
korrekt war, und andererseits in der Vorbereitung fir den Westernblot verschiedene
Probenkonzentrationen verwendet wurden, um diesen sauber und erfolgreich
durchfuhren zu koénnen.

Unsere In-vivo-Ergebnisse zeigten in der subkutanen Applikationsform fir alle drei
Konzentrationsverhéltnisse positive Ergebnisse im Westernblot, wohingegen
fluoreszenzmikroskopisch kein Nachweis erfolgen konnte. In Betracht auf die
klinische Wirkung dieser geringen Anzahl an transfizierten Zellen konnten
Nabel et. al. (1993) zeigen, dass schon eine Transfektion von 0,1-1% an trans-
fizierten Zellen — in seinem Experiment mit Fibroblast GF und platelet-derived GF —
fur einen Dbiologischen Effekt ausreichend waren [105]. Krebs et. al. (2009)

applizierten Mausen einen Komplex aus einem Alginat-Gerust, Calcium-Phosphat
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Nanopartikeln beladen mit einem BMP-kodierenden Plasmid sowie Proosteoblasten
(MC3T3-Zellen) subkutan in den Rucken [72]. Hierbei konnte eine erfolgreiche
Knochenbildung nach 2,5 sowie sechs Wochen festgestellt werden, wobei
vorbereitende Ergebnisse mit LacZ als Marker lediglich eine Transfektionseffizienz
von 1% erreichten [72]. Die Autoren erklarten die trotz dieser niedrigen
Transfektionsrate erfolgreiche In-vivo-Anwendung damit, dass das von den wenigen
transfizierten Zellen produzierte BMP-2 unter Signalwirkung weitere Zellen der
Nachbarschaft zur Differenzierung in Osteoblasten anregte [72].

Bisherige virale Studien konnten deutlich hohere Ergebnisse erreichen, wobei bspw.
bei retroviral durchgeftuhrten Transfektionen mit BMP-4 eine Transfektionseffizienz
von 70% verzeichnet werden konnte, was jedoch zu einer asymmetrischen

Kallusbildung extraperiostal fihrte [126].

Das von uns zur Stabilisierung der Losung und als Carrier-Matrix verwendete Fibrin
zeigte in der subkutanen Applikationsform keinen Einfluss auf die Transfektions-
effizienz. Fibrin ist als nattrliches Polymer sehr gut biokompatibel, kann jedoch eine
Immunantwort initiieren und kann aufgrund seiner schwierigen Sterilisationsmdglich-
keiten zur Ubertragung von Krankheiten fiihren [58]. Schek et. al. (2004, 2006)
konnten in ihren Experimenten zeigen, dass ein Hydrogel aus Fibrin oder Kollagen
zu Zellmigration, zur Bildung von Granulationsgewebe sowie zu einer
Reepitheliasierung fuhren kann [131, 132]. Zudem konnten sie auch fir Vektoren
einen guten Schutz durch Fibrin bei In-vivo-Anwendungen erreichen, wobei jedoch
ein genaues Konzentrationsverhaltnis als Schltisselfaktor genannt wurde [131, 132].
Neben Fibrin finden auch andere Polymere wie Hyaluron, Kollagen, Gelatine und
Chitosan als Matrixgertist Verwendung, auch um beispielsweise die Clearence zu
verlangern und somit die DNA langer zu schutzen [56, 75]. In der Chirurgie wird
Fibrin heute zudem als haemostatisches Agens, als Gewebekleber und bei der

Wundheilung verwendet [56].

In der Versuchsreihe mit Critical-Size-Defekt konnten wir nur ein positives Ergebnis
im Western-Blot detektieren. Fraglich ist, inwieweit die lokale Entziindungsreaktion
mit Aktivierung des Immunsystems zu einer gestorten Transfektion wie auch zu einer

Inaktivierung des GFPs geflihrt haben kdnnte [5, 32].
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Unsere Versuche zeigten weiterhin, dass GFP nach der subkutanen Applikation tber
einen langeren Zeitraum vom Kaninchen produziert wurde. Im Ciritical-Size-Defekt

konnte dies nicht belegt werden.

Im Bereich der In-vivo-Anwendung von Lipoplexen als weiteres non-virales Gen-
transfersystem wurden bereits eine Vielzahl von Stdrfaktoren beschrieben [3, 5, 118,
162]. 13 % aller derzeitigen Gentherapieprotokolle beinhalten die Verwendung von
kationischen Lipiden, wobei diese meist im Rahmen einer Tumortherapie, bei der
Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen und der cystischen Fibrose
Gebrauch finden [3, 5, 118, 162]. Probleme, die hierbei bestehen, sind einerseits die
auf Grund der bestehenden kationischen Oberflachenverdnderung entstehenden
Interaktionen mit GefalRendothelien, Blutkomponenten sowie Plasmaproteinen, die
bereits zu einer Inhibition der Komplexe filhren kénnen, andererseits erfolgt die
Aufnahme in die Leber und vor allem in die Lunge [89, 90, 123]. Die in Leber und
Lunge befindlichen Kapillare dienen als Filter, so dass hierdurch oftmals ein hoher
First-Pass-Effekt (bis zu 40%) stattfindet [89, 90, 123]. Durch die Interaktionen
kommt erschwerend hinzu, dass grof3ere Komplexe entstehen, die schneller entsorgt
werden, und dass durch die Komplexe eine Aktivierung des Komplementsystems
erfolgt [36, 123]. Weiterhin konnte eine starke lokale Entziindungsreaktion mit folglich
verminderter Genexpression nachgewiesen werden, die auch unsere erfolglosen
Transfektionsversuche im Critical-Size-Modell erklaren konnte [5, 32].

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass nicht nur nach i.v.-Injektion, sondern auch
nach transdermaler Applikation eine primare Expression in Leber und Lunge
nachgewiesen werden konnte, je nach Lipidformulation diese sogar in anderen
Organen detektiert werden konnten [5, 67].

Im Bereich der i.v.-Anwendungen von Lipoplexen konnte dokumentiert werden, dass
es bei Mausen zu signifikanten hAmatologischen und serologischen Veranderungen
im Sinne von Lymphopenie, Thrombozythopenie und zu einem Anstieg der
Leberenzyme im Rahmen einer Lebernekrose kam [5, 140]. Hierbei konnte bei
verschiedenen Lipiden kein Unterschied detektiert werden, wohingegen sich eine
dosisabhangige Auspragung der Symptomatik zeigte [140]. Diese Ergebnisse zeigen
erneut, dass diese Vektoren noch viele negative Faktoren mit sich bringen und einer
Optimierung bedurfen. Zur Verminderung der Toxizitat gibt es bereits erste Ansatze,

wobei versucht wird, mit Emulsionen durch Zugabe von Cholesterol die
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Lipidkomplexe zu umhtllen, wobei bei mittleren DNA-Konzentrationen keine Toxizitat
und bei hohen Konzentrationen lediglich eine Lebertoxizitat besteht [76].

Weiterhin fraglich ist Uberhaupt die Anwendung von Vektorsystemen, da
Audouy et. al. (2002) beispielsweise zeigen konnten, dass unbehillte DNA in vivo
teilweise bessere Ergebnisse als Transfektionen mit Lipoplexen ergeben, wobei
diese Ergebnisse jedoch immer von verschiedenen Faktoren stark abhangig sind, die
oben auch schon diskutiert wurden [5]. So ergaben sich vollkommen unterschiedliche
Transfektionseffizienzen fir verschiedene (Tumor-)Zellen sowie fiur verschiedene
kationische Lipide, wobei auch das Lipid- zu DNA-Verhaltnis sehr entscheidend war,
mehr sogar noch als das Injektionsvolumen und die Technik [5].

Neben den oben genannten Einschrankungen und Fehlschlagen konnten jedoch bei
lokaler Applikation von Polymeren und auch Lipiden erfolgreiche Transfektionen von
Tumor-, Herz- und Muskelzellen, von Nieren- , Lungen- , Muskel- und cerebralem
Gewebe sowie der Arterienwand beobachtet werden [36, 52]. Auch physikalische
Vektoren werden teilweise in vivo weitergetestet, wobei sich besonders der Elektro-
transfer des Muskels als erfolgreich erwies [103].

Weiterhin finden auch Bestrebungen im Rahmen des Tissue Engineerings im
Ex-vivo-Transfer statt, wobei bei der liposomalen Anwendung die Knochenbildung
genauso dick und beschaffen war wie der umliegende, physiologische Knochen, die
mit Adenoviren behandelten Knochen hingegen eine erheblichere Dicke aufwiesen
[86, 115].

Beim Vergleich von In-vitro- sowie In-vivo-Anwendungen sollte auch bedacht
werden, dass die Barrieren durchaus differieren und bei In-vivo-Anwendungen
wesentlich komplexer sind [123]. Daher korreliert die Transfektionseffizienz in vitro
und in vivo trotz gleichem Transfersystem nicht immer [98] und es missen wie auch
in unseren Versuchen andere Konzentrationsverhéltnisse verwendet werden [90].
Dies wird auch fur Ansatze mit Lipoplexen beschrieben [3]. Auch die In-vivo-Toxizitat
korreliert nicht mit der in vitro herrschenden. So wurde bspw. im Rahmen einer
Studie mit Lipofectamine™ eine in vivo deutlich toxischere Wirkung detektiert, wobei
diese am ehesten durch reaktive oxygene Zwischenprodukte, die wiederum durch
die kationischen Kopfgruppen aktiviert werden, erklart werden kann [32].

Weitere In-vivo-Studien mit Calcium-Phosphat als Vektorsystem konnten durch

Kopplung mit einem Zielliganden bevorzugt Leberzellen transfizieren [125]. Auch ein
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effektiver therapeutischer Nutzen von Calcium-Phosphat-Nanopartikeln in vivo fur
pDNA Expression von IL-2 konnte Uberzeugend ermittelt werden [98]. Weiterhin
bestehen Bemuhungen um den Einsatz von CaP-Nanopartikel in Kombination mit 5-
FU beim Kolon-Karzinom [164].

Zusammenfassend konnten nach subkutaner Applikation mit GFP-transfizierte Zellen
beim Neuseelandkaninchen nachgewiesen werden. Im Ciritical-Size-Defekt-Modell
zeigte sich nur eine Probe positiv, wobei die lokale Entziindungsreaktion als
ursachlich angenommen werden kann. Aufgrund der hohen Spontanfluoreszenz des
Kaninchengewebes erfolgte zusatzlich zur Fluoreszenzmikroskopie eine weitere
Analyse und Detektion mittels Western Blot. Weiterhin konnte festgestellt werden,
dass die zusatzliche Applikation eines Thrombin-Fibrinogen-Komplexes zur
Vektorlosung, um diese lokal applizieren und halten zu kdnnen, keinen Einfluss auf
die Transfektion hatte.

Weitere Studien sollten mittels anderer Gentransferprodukte wie bspw. BMP-2
erfolgen, um so mittels NanoCaPs und entsprechendem Genprodukt eine

Knocheninduktion zu initiieren.
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V Zusammenfassung

Im Bereich der Orthopadie und Traumatologie fordern die zunehmende Zahl an
Non-Union- und Delayed-Union-Frakturen sowie auch aus volkswirtschaftlicher Sicht
die zunehmend alternde Gesellschaft mit entsprechend medizinischen Kom-
plikationen neue Ansatze im Bereich des Tissue Engineerings. Bisherige Fortschritte
diesbeziiglich lassen sich hauptsachlich im Bereich des viralen Gentransfers mit
Knocheninduktion durch Bone morphogenic Proteins (BMPs) sowie durch die
Verwendung von Matrixgertisten mit entsprechenden Plasmiden erkennen.
Ruckschlage im Bereich des viralen Gentransfers sowie die grofRe Aufwendigkeit in
der Herstellung der Matrixgeriiste fordern jedoch andere Methoden. Hierbei ist
Calcium-Phosphat als non-viraler Vektor eine Mdglichkeit. Sfeir et. al. entwickelten
Nanopartikel aus Calcium-Phosphat (NanoCaPs), die die gewiinschte Plasmid-DNA
schitzend umschlieBen und in die Zelle transportieren. Da die Transfektion durch
viele Faktoren beeinflusst wird, versuchten wir diese in vitro fur HelLa-Zellen zu
optimieren. Als Markerplasmid fand das gWIZ™ (Green Fluorescent Protein)
Verwendung. Die untersuchten und variierten Parameter waren die Inkubationszeit
der Transfektionslosung auf den Zellen, Mediumzusatze wie Serum und Antibiotikum
sowie unterschiedliche Verhaltnisse von Vektor zu DNA. Hierbei konnte eine
optimale Inkubationszeit von 48 Stunden eruiert werden. Weiterhin ergab sich die
Notwendigkeit von Serum als Mediumzusatz, wobei die Hinzugabe von Antibiotikum
als fakultativ zu bewerten ist. Ein optimales Konzentrationsverhaltnis konnte bei 1 : 5
bzw. 1:10 (DNA zu NanoCaPs) gefunden werden. Vergleichend untersuchten wir
als etabliertes Vektorsystem das kationische Lipid Lipofectamine™ 2000. Eine
ahnliche Optimierung wie bei den NanoCaPs erfolgte, wobei sich hierbei gute
Ergebnisse bei Konzentrationsverhéltnissen von 1:4 sowie 1:5(DNA zu
Lipofectamine™ 2000) ergaben. Im quantitativen Vergleich dieser beiden non-viralen
Vektorsysteme mittels FACS-Analyse konnten bei den NanoCaPs durchschnittlich
5,87 % transfizierte Zellen bei einem Verhaltnis von 1:5 (DNA zu NanoCaPs) und
bei einem Verhaltnis von 1: 10 (DNA zu NanoCaPs) 11,7 % detektiert werden. Bei
Lipofectamine™ 2000 ergaben sich fur das Konzentrationsverhaltnis 1:4 (DNA zu
Lipofectamine™ 2000) durchschnittlich 16 % transfizierte Zellen und bei 1:5 (DNA
zu Lipofectamine™ 2000) 19,7 %. Es sollte jedoch bedacht werden, dass mittels

dieser Nachweismethode nur lebende Zellen gezéahlt werden und der bekannten
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Zytotoxizitat des Lipofectamine™ 2000 nur ungentigend Beachtung geschenkt wird.
So wird der Anteil transfizierter Zellen zugunsten des Lipofectamine™ 2000
verschoben. Fur Calcium-Phosphat hingegen konnte mikroskopisch keine
Zytotoxizitdt beobacht werden und auch in der Literatur ist diese in nur sehr
geringem Mal3e beschrieben.

Mit dem Ziel, die NanoCaPs spater im Bereich der Knochenbruchheilung zur
Proteininduktion einzusetzen, testeten wir weiterhin die NanoCaPs in vivo. Hierbeli
konnte bei subkutaner Applikation beim Kaninchen eine erfolgreiche Transfektion mit
einzelnen Unterbrechungen fur 7 Tage detektiert werden. In Hinblick auf die
Hinzugabe von Fibrin als Lésungsstabilisator bzw. Carrier-Matrix zu den NanoCaPs
konnte keine Veranderung im Transfektionsergebnis beobachtet werden. Auch in
vivo wurden verschiedene Konzentrationsverhéltnisse angewendet, wobei sich bei
einem Verhéltnis von 1:4 (DNA:NanoCaPs) an 5 Tagen positive Banden fir GFP im
Western  Blot zeigten. Auch fur die beiden anderen getesteten
Konzentrationsldsungen konnten positive Banden detektiert werden. Eine
Differenzierung letztgenannter Ergebnisse ist jedoch schwierig, da trotz markierter
Hautstelle der Entnahmepunkt unsicher war und fur den Western Blot zur sauberen
Darstellung verschiedene Konzentrationen von Puffer zu Probe Verwendung fanden.
Weiterhin erfolgte die In-vivo-Testung bei einem Critical-Size-Modell am
Kaninchenfemur. Hierbei konnte insgesamt jedoch nur eine positive Bande erkannt
werden.

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass die NanoCaPs erfolgreich in vitro
wie auch in vivo transfizieren. Bei der Anwendung in vitro Bedarf es - wie bei
anderen non-viralen Vektorsystemen auch - einer Feinabstimmung der einzelnen
Parameter, um eine optimale Transfektionseffizienz zu erreichen. Wenn auch in vivo
eine deutlich geringere Anzahl an transfizierten Zellen vorlag, so konnte in anderen
Studien gezeigt werden, dass schon bei 0,1 % an transfizierten Zellen ein
biologischer Effekt durchaus mdglich ist. Dieser biologische Effekt kdnnte in
zukUnftigen Studien mittels Verwendung eines Bone Morphogenic Proteins anstelle
des Green Fluorescent Protein als Genprodukt untersucht werden. Zudem ist
weiterhin fraglich, ob in vivo nur eine lokale Reaktion stattfindet oder wie bereits bei
liposomalen In-vivo-Transfektionen deutlich belegt trotz lokaler Applikation eine

Expression auch in anderen Organen (vornehmlich Leber und Lunge) stattfindet.
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