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I Einleitung 

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

 

Massive Knochendefekte stellen sowohl Orthopäden als auch Traumatologen vor 

therapeutische Probleme und Grenzen [13]. Große Knochenverluste können durch 

Traumen oder im Rahmen von Tumoroperationen entstehen, wobei es anschließend 

oftmals zu einer ungenügenden Heilung und ausbleibenden Verwachsung der 

Knochenfragmente kommt und somit zu einer Pseudarthrose führt [9, 101]. 

Der heutige therapeutische Standard bei unzureichender Knochenheilung ist die 

autologe Spongiosaplastik, die jedoch in bis zu 30 % der Fälle zu einem 

unbefriedigenden Ergebnis führt [8]. Limitationen dieses Verfahrens bestehen u.a. in 

der beschränkten Verfügbarkeit autologer Spongiosa [29]. Die Spongiosa wird 

zumeist aus den Beckenkämmen entnommen, wobei Komplikationen - beschrieben 

in 9,4 % bis 49 % der Fälle - durch Parästhesien und Schmerzen an der 

Entnahmestelle, Darmprolapsen, Gefäß- 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 Abstoßung führen können [6, 50, 123]. Nicht nur diese Limitationen lassen die 

Erforschung und zukünftige Anwendung des Gentransfers im Bereich der 

Knochenbruchheilung und des Tissue Engineerings als dringend notwendig 

erscheinen, sondern auch die volkswirtschaftliche und demographische Entwicklung 

erfordern neue Behandlungsmöglichkeiten. 

 

In den 90er Jahren kam es in den USA bei etwa 5,6 Mio Frakturen jährlich in 

5 bis 10 % der Fälle zu einer Verzögerung oder Beeinträchtigung der Knochen-

bruchheilung [31, 37]. Neue therapeutische Ansätze zur Knochenbruchheilung sind 

jedoch nicht nur bei massiven Knochendefekten notwendig, sondern auch die 

zunehmende Überalterung der Bevölkerung und die somit physiologischen Folgen 

und Probleme des Alterns erfordern neue therapeutische Maßnahmen [70]. 
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Mit zunehmendem Alter kommt es zu einer Abnahme der mesenchymalen 

Vorläuferzellen und somit zu einer u. a. dadurch bedingten schlechteren 

Regenerationsfähigkeit der verschiedenen Gewebe [34, 70]. Zudem bestehen bei 

älteren Patienten oftmals diverse Nebenerkrankungen sowie Risikofaktoren wie 

Diabetes mellitus, Nikotinabusus, Gefäßkrankheiten oder Osteoporose, die dazu 

führen, dass auch schon kleinere ossäre Defekte schlechter heilen [34, 95, 130]. 

Weiterhin werden zukünftig durch die Zunahme endoprothetischer Versorgungen 

vermehrt schwierige periprothetische Frakturen eine Herausforderung für 

Traumatologen sowie Orthopäden darstellen [34].  

 

Die Bedeutsamkeit der Tissue Engineering-Forschung, die neue Möglichkeiten auf 

biologischem, chemischem und technischem Gebiet sucht, um die 

Wiederherstellung, Restauration oder Regeneration von Geweben zu ermöglichen, 

wird auch dadurch demonstriert, dass allein bei Knochentransplantat- und 

Knochenersatzverfahren weltweit bisher mehr als vier Millionen Studien durchgeführt 

wurden [29, 71, 156]. Die Forschung auf orthopädischem Gebiet im Rahmen des 

Tissue Engineerings und des orthopädischen Gentransfers umfasst hierbei nicht nur 

den Knochen, sondern auch Erforschungen im Bereich Knorpel, Bandscheiben, 

Bänder, Sehnen, Arthritiden und der Osteoporose [37].  

Auch viele andere klinische Fachgebiete setzen große Hoffnungen in den 

Gentransfer. So wird Calcium-Phosphat als Gentransfersystem nicht ausschließlich 

auf dem Gebiet der orthopädischen 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 ständigen Umbauprozess durch Knochensubstanz 

synthetisierende Osteoblasten und Knochensubstanz auflösende Osteoklasten [92, 

95]. Diese beiden Zellarten bilden mit verschiedenen Wachstumsfaktoren (GFs) 

sowie extrazellulären Matrixproteinen die Mikroumgebung des Knochengewebes und 

erhalten über an der Zellwandoberfläche befindliche, spezifische Rezeptoren und 

Integrine Signale [58, 119]. Die Bindung des Wachstumsfaktors an seinen 
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spezifischen Rezeptor initiiert eine intrazelluläre Signalkaskade, die zu einer 

gewebsspezifischen Genexpression führt [58]. Mesenchymale Vorläuferzellen 

können sich durch Wachstumsfaktoren beispielsweise zu Osteoblasten, 

Chondroblasten, Endothelzellen oder Fibroblasten differenzieren [79]. Zur 

Knochenregeneration können neben mesenchymalen Stammzellen aus dem 

Knochenmark auch Zellen aus dem peripherem Blut, dem Fettgewebe sowie der 

Nabelschnur gewonnen werden [29, 33, 87, 119]. 

Die primären Wachstumsfaktoren, die auf die Mikroumgebung des Knochens wirken, 

sind der Transforming growth factor beta (TGF-� ) und die zu dieser Familie 

zählenden 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 

Schlüsselproteine in der Rekrutierung, Koordinierung und Differenzierung von 

Knochenzellvorläufern [88, 116, 119]. TGF-�  konnte unmittelbar nach einer Fraktur 

sowohl in Bereichen des Frakturhämatoms als auch in proliferierenden, periostalen 

mesenchymalen Stammzellen erfolgreich nachgewiesen werden [102]. TGF-�  ist ein 

Aktivator der BMP-Expression von Osteoblasten und es zeigte sich nach lokaler 

Applikation eine erhöhte 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 Größe und Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen und 

auf ihre Fähigkeit 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 über 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 bestätigt werden [58, 79].  

Govender et. al. (2002) führten eine große prospektive, randomisierte Studie mit 450 

Probanden durch, wobei BMP-2 als Zusatz zur herkömmlichen 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 führte, 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 

eingeschränkte Bioverfügbarkeit sowie Bioaktivität 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 ossären Defekten und 

Osteonekrose führten zu erfolgreichen Ergebnissen [45, 148].  

Die Insulin-like growth factors fördern sowohl die Zellproliferation von Osteoblasten 

als auch die Synthese von Kollagen Typ I, welches neben Proteoglykanen, Muzinen 

sowie Osteocalcin für die Bildung der primären 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 

Förderung der Knochenheilung auch chondrogen wirksam ist [58]. Neben anabolen 

Effekten des IGFs auf Osteoblasten werden auch stimulierende Einflüsse auf die 

Osteoklastenzelllinie mit folglich erhöhter Knochenresorption beschrieben [88]. Um 

IGF-1 jedoch als therapeutisch wirksames Reagenz bei der Knochenheilung 

einsetzen zu können, muss die Anwendung mehr als 6 Wochen betragen, um eine 

effiziente Knochenheilung in vivo beobachten zu können [58].  

Der Fibroblast growth factor ist Regulator für Knochengröße und -entwicklung, indem 

er direkten Einfluss auf die Osteoblastenproliferation und -differenzierung hat [58]. Es 

zeigte sich in den frühen Stadien der Knochenbruchheilung eine vermehrte Aktivität 

dieses Faktors, so dass die Förderung der Knochenbruchheilung und Angiogenese 

durch diesen Faktor ins Interesse der Tissue Engineering-Forschung gerückt sind 

[58].  

Die Vascular endothelial growth factors begünstigen und fördern die Angiogenese, 

die Vasodilatation und einen Anstieg der mikrovaskulären Permeabilität in vivo, da 

sie die endotheliale Zellproliferation sowie Zellmigration induzieren und den Zelltod 

inhibieren können [71]. Synergistische Effekte mit anderen Wachstumsfaktoren 

(z.B. FGF-2) wurden berichtet [58]. VEGFs sind bedeutungsvoll für die 
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Knochenregeneration, um essentielle Nährstoffe und zusätzliche Wachstumsfaktoren 

im Defektbereich bereitzustellen [58]. 

 

Neben den Wachstumsfaktoren sind auch die den Knochen betreffenden 

Transkriptionsfaktoren ins Interesse der Tissue Engineering-Forschung gerückt. 

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 

hauptsächlich an folgenden osteogenen Transkriptionsfaktoren geforscht: 

LIM Mineralisationsproteine, Osterix und Runx2 [34, 71, 115, 119]. Sie führen 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 aufgeführten Wachstumsfaktoren Proteine sehr geringer Größe sind, 

besitzen sie eine kurze Halbwertszeit, so dass eine ausreichende Aktivität, um eine 

effektive Knochenproduktion zu induzieren, nicht erreicht wird [88, 95, 108, 152]. 

Ebenso weisen Proteine nach direkter Applikation eine verminderte Stabilität auf, die 

auch durch eine Schutzverpackung durch polymerische Trägerstoffe nicht verbessert 

werden konnte [56]. Dies macht bei herkömmlichen, parenteralen Methoden der 

Applikation eine häufige und mehrmalige Injektion oder Infusion erforderlich [116]. 

Zudem erreichen die parenteral applizierten Proteine oftmals nicht den gewünschten 

Wirkort und die therapeutisch benötigten Mengen sind unerschwinglich teuer [38, 95, 

115, 116]. Diese Art der Behandlung ist für Patienten zudem oftmals unangenehm, 

repetitiv und mit Nebenwirkungen verbunden [38]. Bei parenteralen Gaben der 

Wachstumsfaktoren besteht zusätzlich das Problem, dass im Defektbereich eine 

verminderte Vaskularisation und reichlich fibröses Gewebe bestehen, so dass die 
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Proteine ihren Wirkort nicht bzw. nur schwerlich erreichen können [130]. Um diese 

Limitationen zu überwinden und eine kosteneffektive Lösung zu finden, wird die 

Hoffnung in den Gentransfer gesetzt [13]. 

 

 

 

1.1.3 Gentransfer als Medikamentenapplikationssyste m  

 

Eine der Möglichkeiten, die Probleme der parenteralen Applikation der Proteine zu 

umgehen, stellt der Gentransfer dar [10]. Komplementäre DNA wird mit Hilfe von 

Vektoren in Zellen der entsprechenden Körperregion eingeschleust, mit dem Ziel, 

dass die transferierte Zelle die durch cDNA kodierten Proteine produziert [10]. 

Vektoren sind also Transport-Vehikel für DNA [65, 92]. 

Hierbei können grundsätzlich zwei Methoden unterschieden werden [38, 79, 130]. 

Bei der In-vivo-Technik werden die Vektoren direkt in das Zielgebiet bzw. systemisch 

in den Körper appliziert [130]. Bei einem Ex-vivo-Transfer werden die Zellen 

zunächst aus dem Zielgewebe entnommen und in Zellkulturen gezüchtet, 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 Körper 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 höhere Wahrscheinlichkeit für Kontaminationen 

und möglich folgende Infektionen für den Patienten [116]. Dieses komplexe 

Vorgehen weist weitere Limitationen auch auf nicht-medizinischem Gebiet auf, da 

hohe Produktionskosten anfallen und eine Qualitätskontrolle sich durchaus schwierig 

gestaltet [98]. Neben dem wesentlich weniger invasiven Eingriff ist der In-vivo-

Transfer auch technisch einfacher, jedoch können einzelne Zellen nur schwierig 

selektiv angesteuert werden und somit besteht nur eine geringe Kontrolle über 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 führten bereits zu Knochen- wie auch zu Knorpelinduktionen [46, 85]. 

Da das Proteine von der Zelle schließlich produziert wird, sind theoretisch nur wenige 

Applikationen, möglicherweise sogar nur eine einmalige Gabe notwendig [38]. 

Wahrscheinlich haben autolog produzierte Proteine zudem auch eine höhere 

biologische Wirksamkeit als exogen hergestellte [9, 108]. Durch die gezielte zelluläre 

Expression von Wachstumsfaktoren kommt es zu einer Unterstützung 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 durchgeführt [38]. Ein Jahr später erfolgte der 

erste therapeutische Gentransfer bei Patienten mit Adenosin-Desaminase-Mangel 

[38]. Der Tod eines 18-Jährigen bei einer Gentherapie mit adenoviralen Vektoren 

sowie das Auftreten zweier Leukämiefälle bei retroviralen Gentherapien waren 

vereinzelte Rückschläge in der Gentherapie [23, 62, 83]. Auch weitere 

Sicherheitsmängel ließen sich bei der adenoviralen Therapie aufdecken; so wurden 

Spuren von Adenoviren in der Samenflüssigkeit eines zuvor damit behandelten 

Patienten festgestellt, wobei Besorgnis darüber aufkam, dass diese nun zu einer 

Verfälschung der Keimbahn führen könnten [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 für 

BMP-2 in die Triceps-surae-Muskulatur von Mäusen, 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 vollständig verheilt war [9].  

Aufgrund der oben genannten Rückschläge 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-Beförderung 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 Mutagenität und 

Kanzerogenität 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 Beschränkung in 

der Anwendung von viralen Vektoren besteht zudem in der eingeschränkten, 

aufnehmbaren Partikelgröße (kb) [130]. Non-virale Vektoren hingegen sind bisher 

größtenteils weniger effektiv, dafür aber einfacher zu produzieren und weisen eine 

größere Stabilität als virale Vektoren auf [116]. Zudem erscheinen sie geringer 

antigen und auch die Größenrestriktion 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 bestätigt 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 muskulärer Applikation zeigten, dass 

die BMP-Aktivität auch im Muskel möglich ist und so zu suboptimalen Ergebnissen 

mit intramuskulärer, dysplatischer Knochenbildung führen kann [58]. Um eine lokale 

Anwendung zu erzielen, besteht neben dem Gentransfer bspw. die Möglichkeit einer 

Gene Activated Matrix (GAM), wobei ein Gerüst das Wundbett füllt und den DNA 

Vektor zunächst in situ hält, bis dass endogene Reparaturzellen entlang des 

Gerüstes migrieren [16]. Hierbei findet also die Zielzelle die DNA und nicht - wie beim 

Gentransfer sonst üblich - die DNA die Zielzelle [18]. Bonadio et. al. 

(1999, 2000, 2002) sowie Patil et. al. (2000) präsentierten erfolgreiche Ergebnisse 

von In-vivo-GAM-Anwendungen bei Knochendefekten [16, 17, 18, 19, 117]. Ein 

großer Vorteil dieser Methode ist, dass nicht nur eins, sondern viele verschiedene 

therapeutische Gene, Transkriptionsfaktoren und Signalmoleküle in die Matrix 

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

 

Ziel des Gentransfers ist es, das gewünschte Gen in den Zellkern einzuschleusen, 

damit anschließend Transkription und Translation dieses Gens erfolgen können [2]. 

So können 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, kardiovaskulären Erkrankungen, rheumatoiden Erkrankungen 

sowie des Tissue Engineerings geforscht [98]. 

 

 

 

1.2.1 Mechanismus und natürliche Barrieren 

 

Um erfolgreich in den Zellkern zu gelangen, müssen einige extra- sowie intrazelluläre 

Hindernisse und Barrieren überwunden werden [149]. 

Die erste natürliche Barriere ist dabei das Milieu des extrazellulären Raumes, wobei 

ein unzureichender Schutz des Plasmids zu einem Verdau durch bestimmte Enzyme 

führt [7, 77, 118]. Zudem sollen die DNA-Partikel vor unerwünschten Interaktionen 

abgeschirmt werden [150]. Auch die Immunreaktion des Organismus stellt ein 

extrazelluläres Hindernis dar [149]. Die effiziente Protektion der DNA beginnt also 

schon vor Erreichen der Zielzelle [7, 123]. Nach systemischer, intravenöser 

Applikation vermindern bestimmte Komplexparameter die Wahrscheinlichkeit der 

Zellbindung [7]. Hierbei werden besonders große Strukturen (>200 nm) im Vergleich 

zu Strukturgrößen von unter 200 nm vom reticuloendothelialen System eliminiert [43, 

134]. Ebenso kommt es zur schnelleren Eliminierung von Komplexen, die eine positiv 

bzw. negativ geladene Oberfläche aufweisen, im Gegensatz zu neutralen Komplexen 

[43]. So kann es bei kationischen Oberflächen zu einer Bindung mit anionischen 

Proteinen kommen, was wiederum zu einer Verminderung von aktiven Vektor-DNA-

Komplexen führt [7]. 

Die zweite Barriere stellt die Bindung an die gewünschten Zielzellen dar [7]. Sollen 

nur bestimmte Zellen transfiziert werden, so kann dies beispielsweise durch 

Markierung des Vektor/DNA-Komplexes durch funktionelle Moleküle oder Gruppen 
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(z.B. Glykoproteine) erfolgen, die nur von bestimmten Zielzellen über spezifische 

Membranrezeptoren erkannt werden [7, 14, 64, 98, 118, 157]. Neben der lokalen 

intraossären Applikation werden auch intramuskuläre, 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]. Große Komplexe (>200 nm) 

gelangen durch Rezeptor- und Clathrin-unspezifische Endozytose in die Zelle, 

kleinere Komplexe (< 200 nm) durch Clathrin-Umhüllung [80, 81].  

Das dritte Hindernis stellen der intrazelluläre Transport und die Dissoziation der DNA 

von ihrem bisherigen Carrier dar [7]. Haben die Vektor-DNA-Komplexe die Membran 

mittels Endozytose überwunden, so liegen sie intrazellulär als Endosomen vor [80, 

81]. Diese Endosomen können einerseits durch eine osmotische Schwellung platzen, 

andererseits können 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 

schützen [80, 81]. Viele nicht-virale Vektoren führen zu einem osmotischen Platzen 

des Endosoms, andere wiederum können den pH-Wert innerhalb des Endolysosoms 

so vorteilhaft verändern, 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 für die folgende Transkription frei vorzuliegen [149]. Da diese endosomale 

Freisetzung ein wichtiger Schritt des DNA-Transports ist, können 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 führen zu einer Anhebung des endosomalen pHs durch 

Blockierung der Ansäuerung 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 zusätzlichen Präparate nicht notwendig [98]. 

Das nächste natürliche 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 flüssigen 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 größer als 

2.000 Basenpaare sind, nicht fähig scheinen durch das Zytoplasma zu diffundieren, 

müssen andere Mechanismen für 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 für Moleküle, die kleiner als 10 kD sind 

·  aktiver Transport für große Moleküle, wobei spezifische Proteine (Nuclear 

localisation signal proteins) und die Hydrolyse von ATP als Energiequelle 

benötigt werden 

·  Calcium-regulierter Transport für mittelgroße Moleküle (10-70 kD)  

 

Calcium befindet sich in den Zisternen zwischen der Doppelmembran des Zellkerns 

und nimmt eine wichtige Rolle bei der Öffnung bzw. Schließung der Kernporen für 

mittelgroße Moleküle > 10 kD ein [51, 141]. Über ein durch Phospholipase C und 

dem im Zytosol befindlichen Inositoltriphosphat vermitteltes Signal kommt es zur 

Ausschüttung von Calcium aus der Zisterne ins Zytosol, wodurch die Kernporen 

geschlossen werden [141]. Durch eine Erhöhung von intrazellulärem Calcium wie 

beispielsweise durch Calcium-Phosphat-Vektoren bleibt das Inositoltriphosphat 

inaktiviert, eine Calciumausschüttung bleibt folglich aus und der Porenkomplex bleibt 

geöffnet [78, 141]. Durch Anheftung von so genannten Kernlokalisierungssequenzen 

(nuclear localization sequence), die beim aktiven Transport durch entsprechende 

Proteine erkannt werden, kann die Transfektionseffizienz zusätzlich verbessert 

werden [118]. Es muss jedoch festgehalten werden, dass die Zellkernmembranen für 

Plasmide größtenteils 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 schließlich die Transkription des Plasmids. Die 

transkribierte mRNA verlässt den Zellkern wieder, so dass im Zytoplasma die 

Translation des Proteins erfolgen kann.  

Über 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 endgültig identifiziert werden, so dass für 

einzelne Schritte immer noch viele Fragen offen bleiben [118]. 

 

Die folgende Abbildung verdeutlicht den DNA-Transfer mittels eines Vektors. 

 

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

 

Um diese bekannten Barrieren erfolgreich überwinden zu können, 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 Toxizität und maximaler Sicherheit für den Patienten aufweisen [112]. 

Im Folgenden werden zwei verschiedene Gruppen von Vektoren beschrieben.  
 

Vektorvehikel 

DNA-Vektorkomplex Endosom 

Wirts-DNA 

Nukleus 

Zelle 

Plasmid-DNA 
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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 können Wirtszellen effizient infizieren 

und benutzen diese durch Expression viraler Gene zur Replikation. Viren haben 

Hüllproteine bzw. spezifische Proteine auf ihrer Oberfläche, so dass sie von 

Körperzellen, welche wiederum spezifische Rezeptoren für die betreffende Virusart 

an ihrer Oberfläche 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 Nukleinsäuren 

sowie die Synthese viruscodierter Proteine (bspw. Kapsidproteine) mit 

anschließendem Zusammenbau und Freisetzung der Virusnachkommenschaft [65].  

Für den viralen Gentransfer werden hauptsächlich Retroviren, Adenoviren,  

Adeno-assoziierte Viren und das Herpes-Simplex-Virus verwendet, wobei jedes der 

aufgeführten Viren Vor- und Nachteile besitzt [126, 133]. So wurden im Bereich der 

experimentellen Knochenbruchheilung hauptsächlich adenovirale Vektoren 

eingesetzt, da sie in hohen Titern produziert werden können, die DNA episomal 

verbleibt und teilunsfähige sowie nicht-teilunsgfähige Zellen transfiziert werden 

können [71]. Bei Transfektionen von neuronalem Gewebe findet bspw. eher das 

neurophile, hoch infektiöse Herpes-Simplex-Virus Verwendung, das wegen seiner 

Zytotoxizität und der schwierigen Produktion bei der Knochenbruchheilung 

ungeeignet ist [10, 37].  

Die folgenden 3 aufgeführten 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 behülltes Einzelstrang-RNA-Virus, das über ein spezielles 

Enzym, die Reverse Transkriptase, seine Erbinformation in DNA umschreiben kann 

und über das Enzym Integrase diese in das Genom der Wirtszelle integrieren kann 

[65]. Durch Entschlüsselung des viralen Genoms können 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 gewährleistet 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 benötigten Menge sehr 

schwierig und aufwendig sind [118, 155]. Retroviren können bis zu 8 kb an DNA 

aufnehmen [56]. 

 

 

 

1.2.2.2 Adenoviren 

 

Adenoviren sind unbehüllte 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 für den Gentransfer 

modifiziert werden [139]. So kann beispielsweise die Replikationsfähigkeit 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-

teilungsfähigen Zellen gegenüber Retroviren als vorteilhaft, da Retroviren nur 

teilungsfähige Zellen transfizieren können, 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 kostengünstig 

hergestellt werden können [139]. Adenoviren können jedoch ähnlich der Retroviren 
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nur mit bis zu 8 kb DNA beladen werden [56]. Ein weiterer, großer Nachteil des 

Gentransfers mit Adenoviren zeigte sich jedoch in der teilweise sehr stark 

ausgeprägten Immunantwort des Wirtes und der inflammatorischen Antwort [2, 83]. 

Da die Möglichkeit einer humanen Immunität gegenüber adenoviralen Vektoren 

besteht, könnte 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 können sich sowohl 

extrachromosomal als auch nicht spezifisch chromosomal einfügen [116]. Wie 

Adenoviren können sie sowohl teilungsfähige als auch nicht-teilungsfähige 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-Größe (5 kb) aufnehmen können und die 

Präparation sehr schwierig durchzuführen ist [133]. 

 

Virale Vektoren erweisen sich also als sehr effizient, da sie eine hohe Transferrate 

sowie eine hohe Stabilität des transferierten Gens zeigen und die transferierten Gene 

regelrecht exprimiert werden können [6, 114]. Da retrovirale Gene jedoch an 

verschiedenen Stellen des Wirtsgenoms integriert werden, sind prinzipiell auch 

Platzierungen in empfindlichen Teilen des Wirtsgenoms möglich, so dass eine 

Aktivierung von Onkogenen oder eine funktionelle Deletion von 

Tumorsupressorgenen möglich sind [38]. Eine große 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 Replikationsfähigkeit wiedererlangt. Zudem kann es durch 

Immunreaktionen zu einer Ausschaltung des Vektors kommen, was eine Senkung 

der Transfektionseffizienz zur Folge hat [83].  
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1.2.3 Non-virale Vektoren 

 

Da die Anwendung von viralen Vektoren durch unerwünschte Nebenwirkungen und 

Unsicherheiten wie Wirtsimmunreaktionen, Toxizität und ein erhöhtes Mutagenitäts- 

sowie Kanzerogenitätsrisiko (vgl. Kapitel 1.2.2) eingeschränkt wurde, ist in den 

letzten Jahren die Entwicklung von non-viralen Vektoren als Alternative zu viralen 

Anwendungen in den Fokus der gentherapeutischen Forschung gerückt [116]. Als 

weitere Option wurde auch die Anwendung von unbehüllter 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 muskulärer 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 für eine 

gezielte und therapeutische Anwendung inadäquat ist [36, 98]. Begründet liegt dies 

darin, dass die negativ-geladenen Phosphat-Anteile der DNA zu einer inadäquaten 

und ineffizienten zellulären Anheftung führen, 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 können. Alle derzeitigen non-viralen 

Systeme transportieren die DNA nach episomal, so dass die Möglichkeit einer 

prolongierten Genexpression, wie sie bei chronischen Erkrankungen wünschenswert 

ist, noch Limitationen aufweist, was jedoch durch eine wiederholte Applikation 

umgangen werden könnte [38, 98]. Dahingegen ist eine nur kurze Genexpression in 

der klinischen Anwendung bei Wundheilung und Knochenregeneration 

wünschenswert [15]. Zudem liegt die transferierte DNA episomal, so dass keine 

Gefahr der Integration ins Wirtszellgenom mit entsprechenden Folgen besteht.  

Die Schlüsselprinzipien non-viraler Gentransfersysteme sind die Vermeidung von 

unerwünschten Interaktionen mit Oberflächenproteinen und der extrazellulären 

Matrix sowie eine angemessene Komplexbildung, die eine entsprechende 

Kondensierung der DNA erreicht [116]. Zudem soll der Komplex eine sichere, 

endolysosomale Freisetzung ermöglichen, jedoch die nachfolgenden Zellprozesse 

wie Transkription und Translation nicht inhibieren [116]. Zusammenfassend und 

einfach gesagt sollte der DNA-Vektor-Komplex extrazellulär eng gebunden sein und 

intrazellulär erfolgreich dissoziieren [28].  
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1.2.3.1 Chemische Verfahren 

 

Zur Gruppe der chemischen Transfektionsverfahren zählen hauptsächlich die 

kationischen Polymere, die kationischen Liposomen und die Calcium-Phosphat-

Präzipitation. 

Als kationische Polymere werden heute die beiden wasserlöslichen Substanzen 

Poly-L-Lysin (PLL) sowie Polyethylenimin (PEI) zur Transfektion angewendet [21, 

157]. Nach dem Zusammenfügen 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 

außen 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 

Hypocholesterinämie führen und sie dadurch für den Einsatz im klinischen Gebrauch 

äußerst nachteilig erscheinen [82]. Auch immunogene Aktivität und Toxizität werden 

für 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 über ihre negativ 

geladenen Phosphatgruppen mit den positiv geladenen Gruppen des DOTMA-

Moleküls, wodurch ein stabiler Komplex entsteht [40]. Die Überwindung der 

Zellmembran erfolgt für Lipidkomplexe ausschließlich mittels Clathrin-umhüllter 

Endozytose [123]. Es kommt zur Bildung eines Endosoms [63, 161]. Anschließend 

erfolgt die Loslösung 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 können. 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 können heute 

Zellen bestimmter Gewebe über Rezeptoren spezifisch angesteuert werden [30, 118, 

123, 130].  

Mittlerweile gibt es auch kombinative Anwendungen von Liposomen und Polymeren 

[110]. 

Ein großer Nachteil von kationischen Polymeren und kationischen Liposomen liegt 

jedoch in ihrer Zytotoxizität, was neben einer erhöhten Zelltodrate auch zu einer 

verminderten Transfektion führt [98]. Zudem können kationische Polymere in vivo 

nicht eingesetzt werden, da sie neben ihrer Toxizität auch die Komplementkaskade 

aktivieren und zu einem Tropismus in Leber und Lunge führen [116]. Ein weiteres 

Manko bei Verwendung der meisten kationischen Liposomen besteht in ihrer rapiden 

Inaktivierung, sobald Serum gegenwärtig ist [118]. 

Eines der ersten sowie eines der häufigsten Transfektionsverfahren ist die 

Verwendung von Calcium-Phosphat als Vektor [113]. Als inorganische Partikel haben 

sie gegenüber den organischen einige Vorteile, da sie beispielsweise nicht 

mikrobiellen Angriffen unterworfen sind, ihre Produktion kostengünstig erfolgen kann 

und sie eine exzellente Lagerungsstabilität aufweisen [73, 98]. Als Basis dieser 

Vektoren dienen Calcium-Phosphat-Präzipitate, die größtenteils aus einer 

Verbindung von Calciumchlorid und Natriumphosphat entstehen. Nach der 

Zusammenführung mit DNA kommt es zu einer Komplexbildung. Diese erfolgt 

insbesondere durch die Interaktion des Kations Ca2+ mit den helikalen 

Phosphatgruppen der DNA [73, 125]. Dieser Komplex wird über den Endozytoseweg 

in die Zelle eingeschleust. Hierbei wird diskutiert, ob der Komplex dabei durch eine 

durch das Calcium Ionenkanal-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 

anschließende Transport in den Zellkern erfolgen können [14]. Der Prozess des 

intrazellulären DNA-Transfers ist jedoch bis heute nur unzureichend aufgeklärt [98, 

113]. Sicher ist jedoch, dass die durch Calcium-Phosphat umhüllte DNA erfolgreich 

vor DNasen geschützt werden kann [125].   

Da die Herstellung aus den natürlichen Stoffen Calciumchlorid und Natriumphosphat, 

die auch im menschlichen Körper vorhanden sind, erfolgt, weist diese Art der 
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Transfektion keine bzw. eine nur sehr geringe Zytotoxizität 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 hämatologisch als auch histologisch keine 

Hinweise auf Toxizität gab [55]. Die Transfektion mit Calcium-Phosphat ist jedoch 

von vielen verschiedenen Parametern abhängig. So wird die Transfektionseffizienz 

u.a. von folgenden Parametern beeinflusst [98, 136, 145]: 

····  Partikelgröße und Ladung der Präzipitate 

····  pH-Wert und Zusammensetzungen der Lösungen 

····  Inkubationszeit von Präzipitaten und Zellen 

····  Menge und Typ der DNA 

····  Mengenverhältnis von DNA zu Vektoren 

····  Zellart 

····  Erfahrung des Experimentalisten 

 

 

 

1.2.3.2 Physikalische Verfahren 

 

An physikalischen Verfahren finden sich hauptsächlich 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 Durchführung her 

sehr aufwendig. Diese Mikroinjektion kann auch druckunterstützt mit Mikropartikeln 

durchgeführt 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]. Für die DNA-Aufnahme in die Zelle muss also ein 

Zellmembranschaden in Kauf genommen werden [71]. Bei hohen Transfektionsraten 

kommt es zu einer hohen Zellmortalität, so dass dieses Verfahren deswegen für die 

klinische Anwendung nicht geeignet ist [118].  

 

 

 



EINLEITUNG  20 
   

 

 

1.3 Fragestellungen der Arbeit 

 

Die geschilderte Notwendigkeit von neuen Therapieformen in der orthopädischen 

und traumatologischen Behandlung im Bereich der Knochenbruchheilung sowie die 

Rückschläge 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 abhängig sind (vgl. Kapitel 1.2). Im Rahmen dieser Arbeit sollen 

verschiedene Parameter für die NanoCaPs untersucht und optimiert werden. Nach 

diesem Schritt soll ein Vergleich der Transfektionseffizienz mit einem kommerziell 

erhältlichen 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) 

durchgeführt [72, 75]. Die NanoCaPs fanden bisweilen lediglich ihre Anwendung 

in vitro, so dass in einem nächsten Schritt ein In-vivo-Verfahren getestet werden soll. 

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

 

Angesichts der Möglichkeit die Transfektionseffizienz durch verschiedene Parameter 

beeinflussen zu können, sollen der Einfluss von unterschiedlichen Inkubationszeiten, 

verschiedenen Medienzusätzen sowie verschiedenen Konzentrationsverhältnissen 

zwischen Vektor und Plasmid untersucht werden. Die Hypothese lautet: Die 

Transfektion mit NanoCaPs in vitro kann durch Anwendung überprüfter 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 erhältlichen 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 geprüft 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 können durch direkte Applikation von Plasmid-DNA-

beladenen NanoCaPs transfiziert werden. 
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II Material und Methoden  

2.1 Material und Geräte  

 

2.1.1 Material 

 

2.1.1.1 Zellen 

 

Die zur Transfektion in vitro verwendeten HeLa-Zellen wurden freundlicherweise von 

Frau Prof. Bröker, Institut für Immunologie der Ernst-Moritz-Arndt Universität 

Greifswald, zur Verfügung gestellt. 

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

Invitrogen Verwendung. 

 

 

 

2.1.1.2 Versuchstiere 

 

Für die In-vivo-Studien wurden Neuseeland-Kaninchen verwendet. Die Tierversuche 

sowie die Haltung der Tiere erfolgten im Hauptsitz des Friedrich-Loeffler-

Instituts (FLI), Bundesforschungsinstitut für Tiergesundheit auf der Insel Riems und 

das dortige Personal. Die tierärztliche Betreuung wurde durch Herrn Prof. Dr. med. 

vet. Jens Peter Teifke, Herrn Dr. med. vet. Robert Klopfleisch und Frau Dr. med. vet. 

Elke Lange gewährleistet. 

Sämtliche Tierversuche wurden durch die Ethikkommission der Medizinischen 

Fakultät der Ernst-Moritz-Arndt-Universität 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 körper 

 

Medium Komponenten Menge 

SOC-Medium 

Hefeextrakt 

Trypton 

NaCl 

KCl 

MgCl2 

Glukose 

Aqua dest. 

5 g 

20 g 

0,5 g 

0,2 g 

10 ml 

20 ml 

ad 1.000 ml 

Kulturmedium 

HeLa-Zellen 

DulBECCO’s MEM mit: 

NaHCO3 

D-Glucose 

Penicillin/Streptomycin 

FCS 

500 ml 

3,7 g/l 

4,5 g/l 

10 ml 

50 ml 

LB-Medium 

Hefeextrakt 

Trypton 

NaCl 

Aqua dest. 

5 g 

10 g 

10 g 

ad 1.000 ml 

 

Tabelle 1: Verwendete Medien 

 

 

Passagierungslösungen Menge 

MEM mit:  

NaHCO3 

D-Glucose 

Penicillin/Streptomycin 

FCS 

500 ml 

3,7 g/l 

4,5 g/l 

10 ml 

50 ml 

Trypsin/EDTA 2 ml 

 

Tabelle 2: Passagierungslösungen für HeLa-Zellen 
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Puffer Komponente Menge 

Resuspensionspuffer 

Tris Cl, pH 8,0 

EDTA 

RNase A 

Aqua dest. 

6,06 g 

3,72 g 

100 mg 

ad 1000 ml 

Lysepuffer 

NaOH 

SDS 

Aqua dest. 

8,0 g 

10 g 

ad 1000 ml 

Neutralisationspuffer 
Kalium-Acetat, pH 5,0 

Aqua dest. 

294,5 g 

ad 1000 ml 

Äquilibrierungspuffer 

NaCl 

MOPS, pH 7,0 

Isopropanol 

Triton x-100 

Aqua dest. 

43,83 g 

10,46 g 

150 ml 

15 ml 

ad 1000 ml 

Waschpuffer 

NaCl 

MOPS pH 7,0 

Isopropanol 

Aqua dest. 

58,44 g 

10,46 g 

150 ml 

ad 1000 ml 

Eluierungspuffer 

NaCl 

MOPS pH 7,0 

Isopropanol 

Aqua dest. 

93,50 g 

10,46 g 

150 ml 

ad 1000 ml 

 

Tabelle 3: Puffer der Plasmidisolation 

 

 

 

Puffer 

Komponente Menge 

TE-Puffer 

1 M Tris HCl, pH 8,0 

0,5 M EDTA 

Aqua dest. 

100 ml 

20 ml 

ad 1000 ml 

 

Tabelle 4: Puffer der UV-Spektrographie 
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Gel Komponente Menge 

Trenngel 

Aqua dest. 

1,5 M Tris, pH 8,8 

Acrylamid 

SDS 10% 

TEMED 

APS 10% 

4 ml 

2,5 ml 

3,33 ml 

100 µl 

5 µl 

50 µl 

Sammelgel 

Aqua dest. 

0,5 M Tris, pH 6,8 

Acrylamid 

SDS 10% 

TEMED 

APS 10% 

6,1 ml 

2,5 ml 

1,3 ml 

100 µl 

10 µl 

50 µl 

 

Tabelle 5: Zusammensetzung der verschiedenen Westernblot-Gele 

 

 

Puffer Komponente Menge 

Elektrophoresepuffer 

1 M Tris 

SDS 

Glycin 

Aqua dest. 

6,1 g 

2 g 

28,84 g 

Ad 2000 ml 

Transferpuffer 

1 M Tris 

SDS 

Glycin 

Methanol 

Aqua dest. 

3,03 g 

0,1 g 

14,4 g 

200 ml 

Ad 1000 ml 

Homogenisationspuffer 

0,5 M Tris, pH 6,8 

Sucose 

SDS 

Aqua dest. 

1,5 ml 

40 g 

12 g 

Ad 2000 ml 

 

Tabelle 6:  Zusammensetzung der Western-Blot-Puffer 
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Precursor Komponente Menge 

Calcium 

(2 M) 

Aqua dest. 

CaCl2 

10 ml 

2,94 g 

Phosphat 

280 mM NaCl 

10 mM KCl 

1,5 mM Na3PO4 

12 mM Dextrose 

50 mM HEPES 

2N NaOH (Anheben des pHs von initial 6,3 auf 7,5) 

58,44 g 

74,56 g 

163,94 g 

180,16 g 

238,3 g 

 

Tabelle 7:  Zusammensetzung und Herstellung der einzelnen NanoCaP-Precursor 

 

 

Bezeichnung Bezugsquelle 

Anti-GFP  Roche 

ECL Anti-Mouse IgG, Horseradish Peroxidase-Linked 

Species-Specific Whole Antibody 

Amersham Biosciences 

 

Tabelle 8:  Verwendete Antikörper 

 

 

 

2.1.1.5 Commercial Kits 

 

Bezeichnung Bezugsquelle 

EndoFree Plasmid Giga Kit  QIAGEN 

Lipofectamine™ 2000  Invitrogen 

 

Tabelle 9:  Commercial Kits 
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2.1.2 Geräte 

 

Es sind nur die über die Laborgrundausstattung hinausgehenden Geräte aufgeführt. 

 

Gerät/Typ Firma 

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

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

Nikon 

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 Laborgeräte 

 

 

 

2.2 Methoden  

 

2.2.1 Plasmid und Zellen 

 

2.2.1.1 Transformation 

 

Zunächst erfolgte das Auftauen von zwei 50 µl Röhrchen Shot® TOP 10 Chemically 

Competent E. Coli auf Eis. Das gWiz™ GFP wurde kurz zentrifugiert und ebenfalls 

auf Eis gekühlt.  

1 µl des gWiz™ GFP wurde direkt auf ein Röhrchen mit kompetenten E. Coli 

gegeben, eine weitere Flasche E. coli fand als Kontrolle Verwendung. Zunächst 

erfolgte die 30-minütige Inkubation des Röhrchens auf Eis, anschließend eine kurze 

Erwärmung in einem 42 °C warmen Wasserbad für 30 Se kunden. Hieran schloss 
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sich eine erneute, fünfminütige Kühlung der Flaschen auf Eis an. Danach wurden 

250 µl vorgewärmtes SOC-Medium (Zusammensetzung siehe Tabelle 1) 

hinzugegeben und für eine Stunde bei 37 °C und kräf tigem Schwenken (225 rpm) 

inkubiert.  

Hiernach erfolgte der Ausstrich der Suspension auf kanamycinhaltige LB-Agarplatten 

und die Inkubation über 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 °C und heftigem Schwen ken (260 rpm) wachsen 

gelassen, um daraus ein Glycerol-Lager als Reserve für weitere Versuche zu 

schaffen. 

 

 

 

2.2.1.2 Plasmidisolierung 

 

Die Herstellung der Vorkulturen fand zwei Tage vor Beginn der Plasmidisolierung 

statt. Hierzu wurde ein Verdünnungsausstrich der transformierten E. coli-Kultur aus 

dem Glycerol-Lager auf einem kanamycinhaltigen LB-Agar durchgeführt und die 

Agar-Platten für 48 Stunden bei 37 ° C inkubiert.  

48 Stunden später erfolgte die Anfertigung einer Startkultur bestehend aus: 

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

·  50 µl Kanamycin (c= 10 mg/ml) 

·  1 Kolonie E.coli gWiz™ GFP 

 

Eine erneute Inkubation bei 37 °C unter Schwenken b ei 150 rpm für acht Stunden 

schloss sich an. Hiernach wurden jeweils 5 ml der Startkultur in zwei 

 5l-Erlenmeyerkolben mit zusätzlich jeweils 1,5 l LB-Medium sowie 7,5 ml Kanamycin 

überführt. Diese wurden über Nacht bei 37 °C und st ändigem Schütteln (150 rpm) 

gelagert, um die E.coli-Zellen optimal wachsen zu lassen. 

Zur Plasmidisolierung fand der EndoFree Plasmid Giga Kit von QIAGEN 

Verwendung. Die Durchführung 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 über Ionenaustauscher-
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säulen kam, erfolgte die Filtration des Lysats, um Zelltrümmer, Proteine, Genom-

DNA etc. zu entfernen. Bei der anschließenden chromatographischen Aufreinigung 

der Plasmid-DNA wurden durch wiederholte Waschvorgänge weitere Verunrei-

nigungen durch rückständige Proteine, RNA etc. abgetrennt. Nach Elution der DNA 

von der Säule kam es zur Präzipitation mit Isopropanol. Anschließend wurde das 

DNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und in Aqua dest. aufgenommen. 

Die folgende Abbildung verdeutlicht die einzelnen Schritte der Plasmidisolierung. 

 

 

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 2 und 95 % Luftfeuchte mit DulBECCO’s MEM-Kultur-

medium (Zusammensetzung siehe Tabelle 1). 

Die zur Passagierung verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2 aufgelistet. 

Zunächst wurde das Nährmedium aus der Zellkulturflasche abgegossen und 

verworfen. An die zweimalige Reinigung der Zellen mit 10-15 ml PBS schloss sich 

das Ablösen der Zellen vom Flaschenboden mit Trypsin/EDTA an. Nach einer kurzen 

Inkubationszeit (5 min) sollten sich die Zellen durch kräftiges Schütteln vom Boden 

abgelöst haben. Es wurden erneut 10-15 ml PBS hinzugegeben, um die Trypsin-

Reaktion abzustoppen. Dieses Gemisch wurde in ein 50 ml Falcontube überführt und 
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fünf Minuten bei 1600 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfung des Überstandes erfolgte 

das Aufnehmen der Zellen in MEM-Medium, so dass einerseits eine Zählung und 

andererseits das Ansetzen von neuen Zellkulturflaschen oder das Überführen auf 6-

Well-Platten möglich war.  

 

 

 

2.2.1.4 Vorbereitung der HeLa-Zellen zur Transfekti on 

 

24 Stunden vor Transfektionsbeginn wurde nach sorgfältiger Passagierung 

(vgl. Kapitel 2.2.1.3) eine Anzahl von ca. 2x105 Zellen pro Well in 6-Well-Platten 

ausplattiert.  

 

 

 
 

2.2.2 Transfektionen in vitro  

 

2.2.2.1 Vorbereitung der Precursor-Lösungen 

 

Zunächst erfolgte die Herstellung der Calcium- sowie der Phosphat-Lösung.  

Zur Herstellung der 2 M Calciumchloridlösung wurden 2,94 g CaCl2 in 10 ml 

Aqua dest. gelöst und anschließend steril filtriert. Die Präparation der Phosphat-

Lösung gliederte sich in mehrere Schritte, wobei zunächst die Herstellung der 

Komponenten Na3PO4, NaCl, KCl, HEPES und Dextrose in entsprechender Stoff-

menge (vgl. Tabelle 7) stattfand. Schließlich 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 

Lösungen 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 anschließend 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 

durchgeführt werden und anschließend kühl 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 µl entstand. 

Anschließend wurden 100 µl der Phosphat-Lösung behutsam gemischt, während die 

Calcium-Lösung in diese hineingetropft wurde. Diese Mixtur aus Calcium- und 

Phosphat-Precursor wurde in jedes Well auf die Zellen gegeben (siehe Tabelle 11). 

Durch vorsichtiges, gleichmäßiges vorwärts und rückwärts Schwenken der 6-Well-

Platte erfolgte die Verteilung der Lösung über das gesamte Well. Die Zellen wurden 

im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO 2 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 Transfektionslösung pro 

Well: 

 

Komponente Menge 

Aqua dest. 39,6 µl 

Plasmid-DNA (c= 0,825 mg/ml) 48,0 µl 

Calcium-Precursor 12,4 µl 

Phosphat-Precursor 100,0 µl 

 

Tabelle 11:  Zusammensetzung der NanoCaP-Transfektionslösung/Well (beispielhaft für das 

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

 

Die Transfektion der HeLa-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 anschließend 1,5 ml MEM hinzugegeben. 

Dem Protokoll entsprechend wurden 4 µg DNA in 250 µl MEM ohne jeglichen Zusatz 

verdünnt. Je nach Verhältnis von Lipofectamine™ 2000 zu DNA erfolgte die 

entsprechende Herstellung einer Verdünnungslösung, wobei eine Inkubationszeit 

von fünf Minuten bei Raumtemperatur eingehalten wurde. Nach spätestens 

30 Minuten fand die vorsichtige Mischung der DNA- und der Lipofectamine™ 2000-

Verdünnung statt, wobei sich eine Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur 

anschloss. Hiernach wurden 500 µl der Komplexlösung 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 % CO2. 

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. Zunächst 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 zusammengeführt 

wurden.  

Die angefertigte Calcium-Lösung enthielt neben dem 40 µl des Calcium-Precursors 

19 µl Plasmid-DNA sowie 191 µl Aqua dest. Zu diesen 250 µl Calcium-Lösung 

wurden weitere 106,6 µl Aqua dest. hinzugegeben. Parallel dazu wurden 250 µl der 

Phosphat-Lösung mit 118,9 µl Aqua dest. versetzt. Anschließend folgte das 



MATERIAL UND METHODEN  33 
   

 

 

vorsichtige Zusammenführen der Precursor, wobei die Calcium-Lösung in die 

Phosphat-Lösung hineingetropft wurde. Schließlich erfolgte die Applikation der 

gesamten Lösung von 725,5 µl (Zusammensetzung siehe Tabelle 12) mittels 

handelsüblicher Heparinspritze an markierten Stellen subkutan. 

Die folgende Tabelle beinhaltet die Zusammensetzung der subkutanen Applikations-

lösung: 

 

Komponente Menge 

Aqua dest.  416,5 µl 

Plasmid-DNA (c = 6,55 mg/ml) 19 µl 

Calcium-Lösung 40 µl 

Phosphat-Lösung 250 µl 

 

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 Lösungen erfolgte das tropfenweise Zusammen-

führen der Calcium- und der Phosphat-Lösung. Nach kurzem Mischen wurde diese 

Mixtur von 500 µl Volumen mit einer Heparinspritze subkutan bzw. in den Critical-

Size-Defekt appliziert.  

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

Aqua dest. 48,8 µl 

Plasmid-DNA (c = 6,55 mg/ml) 96 µl 

Calcium-Lösung 27,6 µl 

Aqua bidest (Acila LRW) 70,6 µl 

Thrombin 2,8 µl 

 

Tabelle 13:  Zusammensetzung des Calcium-Precursors mit Thrombin für die In-vivo-Transfektion 

 

 

Der Phosphat-Precursor bestand aus folgender Zusammensetzung: 

 

Komponente Menge 

Phosphat-Lösung 172,3 µl 

Aqua bidest (Acila LRW) 70,6 µl 

Fibrinogen 11,3 µl 

 

Tabelle 14:  Zusammensetzung des Phosphat-Precursors mit Fibrinogen für die In-vivo-

Transfektion 

 

 

 
 

2.2.3.3 Subkutane Injektionen  

 

Die Neuseeland-Kaninchen wurden entsprechend des Tierversuchsantrags 

anästhesiert (siehe Tabelle 15), um einerseits die Tiere nicht unnötigem Stress 

während der Injektionsprozedur auszusetzen, andererseits um die subkutanen 

Injektionen sorgsam und korrekt platziert vornehmen zu können. 

In Narkose wurden jeweils beide Oberschenkel der Kaninchen sorgfältig rasiert und 

anschließend jeweils vier Punkte, an denen die subkutane Injektion erfolgen sollte, 

auf jedem Oberschenkel mit Tätowierungsfarbe markiert (siehe Abbildung 3). Nach 

ausreichender Desinfektion erfolgte die subkutane Applikation der 

Transfektionslösung an den vorgesehenen Stellen mit Hilfe einer Spritze (siehe 

Abbildung 4).  
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Die folgende Tabelle zeigt das Anästhesieprotokoll: 

Wirkstoff Konzentration Applizierte Menge 

Atropin 0,2 mg/kg 1,2 ml 

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.:  Anästhesie-Protokoll für 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 Anästhesie der Neuseeland-Kaninchen erfolgte entsprechend des 

Tierversuchsantrags, wobei begleitend die Rasur sowie Desinfektion eines 

Oberschenkels stattfand (Anästhesie-Protokoll siehe Tabelle 15).  

Nach der lateralen Inzision oberhalb des gut palpablen Femurs zwischen dorsaler 

und ventraler Muskelgruppe wurde im Folgenden bis zum Knochen 

herunterpräpariert und der Femur zwischen Trochanterregion und Kniegelenkskapsel 

dargestellt. Anschließend erfolgte die lockere Fixation einer 7-Loch-DC-Platte 

latero-ventral mit 6 x 2,7 mm-Schrauben (2mm Drill). Zusätzlich 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 anschließend die Schrauben und Cerclage-Drähte 

festgezogen, so dass eine stabile und gute interne Fixation entstand. Es folgte eine 

Spülung mit isotoner NaCl-Lösung. In den Knochendefekt wurde anschließend die 

Fibrin in tissue culture (siehe Kapitel 2.2.3.2) hinein gegeben. Schließlich 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. Abschließend 

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. 

Hierfür wurde zunächst eine lokale Anästhesie mittels Lidocain an der 

entsprechenden Stelle durchgeführt. Anschließend wurde mit einer Stanze (Stiefel 

BIOPSY PUNCH 6mm) der gewünschte Bereich bioptiert (siehe Abbildung 5) und 

nachfolgend für eine Analyse mittels Fluoreszenzmikroskop bzw. Western Blot 

vorbereitet. 

Im Falle der Probengewinnung des Critical-Size-Defektes erfolgten die Euthanasie 

der Tiere sowie die anschließende Sektion. Hierbei war eine Probeentnahme von 

verschiedenen Stellen des OP-Gebietes möglich, wobei hauptsächlich Proben aus 

der Defektstelle sowie des umliegenden Entzündungs- und Muskelgewebes 

entnommen wurden. 

 

 

    

Abbildung 5:  Biopsieentnahme an den markierten Stellen des Kaninchenoberschenkels 
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Abbildung 6:  Sektion des Kaninchenfemurs  

 

 

 

2.2.4 Analytik 

 

2.2.4.1 DNA-Agarosegel  

 

Die gewonnene Plasmid-DNA wurde zur Kontrolle und Größenbestimmung in einem 

0,9%igen Agarosegel aufgetrennt. Hierzu wurden 0,9 g Agarose in 100 ml 

TBE-Puffer in der Mikrowelle erhitzt. Nachdem diese Lösung bei Raumtemperatur 

auf ca. 60 °C abgekühlt war, wurden der Agaroselösu ng 13 µl Ethidiumbromid 

hinzugegeben und diese anschließend in eine Gelkammer gegossen. Unter zu Hilfe-

nahme eines Kontrollmarkers (GeneRulerTM 1kb DNA Ladder, MBI Fermentas) 

bestehend aus Fragmenten verschiedener definierter Größen, konnte später die 

Größe bzw. Länge der Plasmid-DNA verglichen und somit bestimmt werden. In die 

weiteren Gelkammern wurden die jeweiligen DNA-Proben mit einer Verdünnung von 

1 : 500 bzw. 1 : 1.000 eingefüllt. Anschließend wurde eine konstante elektrische 

Spannung von fünf 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 verdünnt und bei 

260 nm sowie 280 nm spektroskopisch vermessen. Unter Verwendung der folgenden 

Gleichung konnte schließlich die Konzentration der jeweiligen DNA-Probe berechnet 

werden: 

 

 cDNA  = A260 x 50 x Verdünnungsfaktor  

 

 cDNA  =  Konzentration  

 A260  =  Absorption bei 260 nm  

 

Aus dem Verhältnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm ließ sich zudem der 

Reinheitsgrad der Plasmidlösung bestimmen, wobei als Zeichen einer weitgehend 

proteinfreien Lösung das Verhältnis von A260/A280 nm zwischen 1,8 und 2 liegen 

sollte. 

 

 

 
 

2.2.4.3 Fluoreszenzmikroskopie  

 

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine spezielle Form der Lichtmikroskopie. Mit einem 

Fluoreszenzmikroskop können Objekte betrachtet werden, die Farbstoffmoleküle 

(Fluorochrome) enthalten, welche durch Licht einer bestimmten Wellenlänge zur 

Lichtemission angeregt werden können [122].  

Häufig 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 für die 

Anregung der Fluorochrome spezifische Wellenlänge isoliert und der Lichtstrahl über 

einen dichroischen Spiegel auf das Präparat gelenkt [49]. Dieser dichroische Spiegel 

funktioniert nach dem „Stokes-Shift“, wobei das Licht der Anregungswellenlänge, 

welches kurzwelliger als die Emissionswellenlänge ist, vom Spiegel reflektiert wird 
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[49, 122]. Für das langwelligere emittierte Licht ist dieser Spiegel transparent. Das 

Licht strahlt somit umgelenkt durch den dichroischen Spiegel und gebündelt durch 

ein Objektiv auf das Präparat [49]. Die dadurch angeregten Fluorochrome emittieren 

Licht ihrer spezifischen Wellenlänge [122]. Dieses wird durch ein Objektiv gebündelt 

und durch den dichroischen Spiegel über einen weiteren Filter zum Okular oder einer 

Photo-/Videokamera geleitet [49].  

Die Filter sollten jeweils an den Fluoreszenzfarbstoff angepasst werden. Durch 

Wechsel dieser Filtersätze ist es möglich auch verschiedene Farbstoffe gleichzeitig 

bzw. rasch hintereinander nachzuweisen.  

Die folgende Abbildung zeigt den schematischen Aufbau eines 

Fluoreszenzmikroskops: 

 

 

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

 

Damit Hintergrundsignale, welche bspw. durch Autofluoreszenzen o.ä. entstehen 

können, sowie höher oder tiefer liegende Schichten des Präparats die Beurteilung 

der Probe nicht stören oder verfälschen, erfolgte die Verwendung eines konfokalen 

Fluoreszenzmikroskops. Unter Verwendung von Lochblenden gelangt ein nur sehr 

geringer Teil des Fluoreszenzlichtes in das Mikroskop. Dadurch können die o.g. 

Störfaktoren 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 Präzipitate 

zu entfernen. Schließlich konnten die Zellen in den 6-Well-Platten betrachtet werden. 

In den In-vivo-Versuchsreihen wurden Quetschpräparate der jeweiligen Proben 

angefertigt. Hierzu wurde ein kleines Stück des Probenmaterials auf einen sauberen 

Objektträger aufgebracht und mit einem Deckglas belegt. 

 

 

 
 

2.2.4.4 Durchflusszytometrie 

 

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren bei dem Partikel (bspw. Zellen) gezählt 

und ihre physikalischen sowie molekularen Eigenschaften analysiert werden können 

[96]. Das zu vermessende Substrat sollte sich in Suspension befinden und eine 

Größe von 0,5 µm bis 100 µm 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 Messküvette aufreihen [59].  

Das optische System besteht aus einem Argon-Laser, der blaues Licht von 488 nm 

Wellenlänge emittiert, diversen optischen Linsen, Filtern und Spiegeln [122]. Die 

aufgereihten Partikel passieren nacheinander den Laserstrahl, was zum einen zu 

Lichtstreuung führt, zum anderen werden Farbstoffmoleküle zur Fluoreszenz 

angeregt und emittieren ihre charakteristische Wellenlänge [44, 96]. Durch optische 

Linsen, Filter und Spiegel kann das emittierte und das gestreute Licht aufgetrennt 

werden, um anschließend im Detektionssystem gemessen zu werden [48, 59].  

Das Detektionssystem besteht aus mehreren Photodetektoren [96]. Das gestreute 

Licht wird einerseits als Vorwärtsstreulicht über eine Photodiode, die in der 

Hauptrichtung des Laserstrahls liegt, andererseits als Seitwärtsstreulicht über 

Photomultiplier-Röhren gemessen [44, 48]. Das emittierte Licht wird ebenfalls über 

Photomultiplier-Röhren aus abgelenkten Lichtanteilen gemessen [59].  
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Somit ergeben sich folgende Detektionsparameter: 

·  FSC (Vorwärtsstreulicht) als Maß für die Größe des Partikels 

·  SSC (Seitwärtsstreulicht) als Maß für die Granularität des Partikels 

·  FL 1 – FL 3 (Fluoreszenzbereiche) als Maß der entsprechenden Fluorochrome 

In weiteren sich anschließenden Komponenten erfolgt eine Verstärkung sowie 

Umwandlung der optischen in elektronische Signale, eine Digitalisierung sowie 

Speicherung der Signale [44]. 

Die folgende Abbildung zeigt den schematischen Aufbau eines Durchfluss-

zytometers: 

 

 

Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers zur Messung von bis zu 3 
Fluoreszenzfarben (Abänderung 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 abgelöst und in einem Falcontube gesammelt wurden. 

Anschließend erfolgte die Zentrifugation der gesammelten Zellen zweimal bei 

1.600 rpm fünf Minuten. Jeweils nach der Zentrifugation wurden die Zellen nach 

Verwerfung des Überstandes abermals mit PBS gewaschen und schließlich in 

200 µl FACS-Lösung (FACS-Flow-Lösung, Becton Dickinson) zur weiteren Analyse 

aufgenommen. 

50.000 Zellen wurden unter „Low-Flow“-Einstellung gezählt sowie analysiert, wobei 

das durch die Transfektion exprimierte GFP im Fluoreszenzkanal gemessen wurde. 

Die Datenauswertung erfolgte schließlich 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 µl Homogenisationspuffer aufgenommen. Anschließend erfolgten die 

weitere Zerkleinerung der Proben durch Ultraschall und eine Denaturierung von fünf 

min bei 95 °C. 

20 µl 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 großporigen 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 Diskontinuität, bedingt durch die unterschiedliche 

Porengröße der beiden Gele und unterschiedlichen pH-Werte der Pufferlösungen, 

bewirkt zunächst eine Sammlung der Proben im Übergangsbereich der beiden Gele, 

was zu einer Zonenschärfung und Konzentration der einzelnen Banden führt. 

Während die Mobilität im Sammelgel lediglich von der Ladung abhängig ist, so 

kommt im Trenngel zusätzlich die Molekülgröße 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) durchgeführt. 

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) getränkt. Durch ein 

senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld mit einer Spannung von 18 V für 

60 Minuten wurden die aufgetrennten Proteine auf die Nitrocellulosemembran 

transferiert. 

Die Detektion des elektrotransferierten GFPs auf der Nitrozellulosemembran erfolgte 

mit spezifischem Antikörper. Der Primärantikörper Anti-GFP war eine Kombination 

aus zwei verschiedenen monoklonalen Maus-Antikörpern. Der Sekundärantikörper 

war ein mit Peroxidase konjugierter Anti-Maus-Antikörper. 

Die Membran wurde zunächst mit 5 % Molke für 60 min unter ständigem Schütteln 

blockiert, um unspezifische Antikörperbindungsstellen abzubinden. Anschließend 

folgten mehrere Waschschritte für 2 x 15 min sowie 1 x 20 min mit TBST. Nachfol-

gend wurde die Membran mit dem ersten Antikörper (Verdünnung 1:1.000) unter 

ständigem Schwenken für eine Stunde inkubiert. Nach Abschütten dieser Antikörper-

Lösung erfolgten erneut Waschschritte (2 x 15 min, 1 x 20 min) mit TBST bei leichten 

Bewegungen auf dem Schüttler. Danach wurde die Membran für eine Stunde mit 

dem zweiten Antikörper (Verdünnung 1 : 5.000) unter ständigem Schwenken 

inkubiert. Nach Abgießen des zweiten Antikörpers schlossen sich erneut mehrere 

Waschschritte (2 x 15 min sowie 1 x 30 min) mit TBST an. 

Der Nachweis der Antikörper erfolgte durch Chemilumineszenz. Hierbei fand Luminol 

Verwendung, welches durch die Peroxidase des Sekundärantikörpers oxidiert wird 

und bei der Rückkehr in den Grundzustand Licht emittiert. Der Nachweis erfolgte 

durch Schwärzung eines Röntgenfilms (Hyperfilm, Amersham Bioscience). 
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III Ergebnisse  

3.1 Non-virale Transfektion mit NanoCaPs in vitro   

 

3.1.1 Einfluss verschiedener Inkubationszeiten der Transfektionslösung  

auf die Transfektionseffizienz 

 

Die Inkubationszeiten der NanoCaPs-Transfektionslösung 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 stärkere 

Präzipitatbildung 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 vergrößert] 

Nativmikroskopie 

nach 72 Std. 

[10-fach vergrößert] 

4 Std.  

 

 

 

 

8 Std.  

 

 

 

 

12 Std.  

 

 

 

 

24 Std. 

 

 

 

 

48 Std.  

 

 

 

 

72 Std.  

 

 

 

 

 

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

Transfektionseffizienz 

 

Bei allen Transfektionen fand DulBECCO’s Minimum Essential Medium als Medium 

Verwendung.  

Im vorgegebenen Protokoll aus Pittsburgh gab es bezüglich der Mediumzusätze 

(Serum und Antibiotikum) keine Vorgabe, deswegen wurden folgende MEM-Zusätze 

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 Ansätzen  

[MEM - Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) + Serum (FCS) sowie MEM + Anti-

biotikum(Penicillin/Streptomycin) + Serum (FCS)] fluoreszierende Zellen, wobei bei 

letzterem optisch von einer leicht höheren Transfektionsrate auszugehen war. In den 

Ansätzen 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: 

 

Medium  

+/- Zusätze 

Fluoreszenzmikroskopie 

nach 72 Std. 

[10-fach vergrößert] 

Nativmikroskopie 

nach 72 Std. 

[10-fach vergrößert] 

MEM + FCS + AB 

 

 

 

 

MEM + FCS – AB 

 

 

 

 

MEM – FCS + AB 

 

 

 

 

MEM – FCS – AB 

 

 

 

 

 

Abbildung 10:  Ergebnis der Transfektion von HeLa-Zellen mit NanoCaPs und Zugabe 
unterschiedlicher Mediumzusätze 

 

 



ERGEBNISSE  49 
   

 

 

 

3.1.3 Einfluss  verschiedener Konzentrationsverhältnisse von Vekto r zu 

DNA auf die Transfektionseffizienz  

 

Im NanoCaPs-Protokoll aus Pittsburgh war eine Transfektion mit dem Verhältnis  

1 : 50 [DNA : NanoCaPs] beschrieben. Um ein Optimum zu finden, wurden ver-

schiedene Ansätze getestet (siehe Abbildung 11).  

Hierbei konnten in allen Ansätzen fluoreszierende Zellen visuell detektiert werden, 

wobei ein abnehmendes Konzentrationsverhältnis eine zunehmende Zahl an 

fluoreszierenden Zellen aufwies. Bei Transfektionen mit Konzentrationsverhältnissen 

von 1 : 5 und 1 : 10 [DNA : NanoCaPs] zeigte sich die größte Anzahl fluoreszierender 

Zellen. Bei einem Verhältnis von 2,5 : 1 [DNA : NanoCaPs] nahm die Anzahl 

hingegen deutlich ab. Erhöhter Zellverlust durch Zytotoxizität machte sich bei der 

Transfektion mit NanoCaPs visuell kaum bemerkbar.  

 

Die Auswertung wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie nach 48 Stunden und 

72 Stunden post transfectionem durchgeführt. 
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Die folgende Abbildung zeigt die verwendeten Konzentrationsverhältnisse von 

DNA : NanoCaPs und das entsprechende Mikroskopiebild: 

 

DNA (µg) : NanoCaPs (200 µl) 

Fluoreszenzmikroskopie  

nach 72 Std. 

[10-fach vergrößert] 

Nativmikroskopie  

nach 72 Std. 

[10-fach vergrößert] 

 

1 (2 µg) : 100 

 

 

 

 

 

1 (4 µg) : 50 

 

 

 

 

 

1 (20 µg) : 10 

 

 

 

 

 

1 (40 µg) : 5 

 

 

 

 

 

2,5 (500 µg) : 1 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Ergebnis der Transfektion von HeLa-Zellen mit NanoCaPs bei verschiedenen 
Konzentrationsverhältnissen 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 durchgeführt. 

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 

beträchtlichen 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 transfectionärer Mediumsuspensionen mit und ohne FCS. Es zeigte sich, 

dass Zellen mit FCS eine deutlich höhere Transfektionsrate erreichten als die Zellen 

ohne FCS. 

Zur Optimierung der Transfektion waren Konzentrationsverhältnisse von 1 : 0,5 bis 

1 : 5 [DNA : Lipofectamine™ 2000] im Protokoll beschrieben. Es wurden über diesen 

Bereich hinaus höhere Konzentrationen von Lipofectamine™ 2000 getestet (siehe 

Abbildung 12). 

Bei allen getesteten Verhältnissen gelang der Nachweis fluoreszierender Zellen 

(siehe Abbildung 12). Das Optimum zeigte sich bei Konzentrationsverhältnissen von 

1 : 4 und 1 : 5 [DNA : Lipofectamine™ 2000]. Hierbei waren einerseits die 

Transfektionsraten hervorragend und andererseits schien bei diesen 

Konzentrationen die Zytotoxizität relativ bedingt zu sein. Bei Experimenten mit Kon-

zentrationsverhältnissen 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 Konzentrationsverhältnisse von 

DNA : Lipofectamine™ 2000 und das entsprechende Mikroskopiebild. 

 

DNA : Lipofectamine™ 2000 

Fluoreszenzmikroskopie 

nach 72 Std. 

[10-fach vergrößert] 

Nativmikroskopie 

nach 72 Std. 

[10-fach vergrößert] 

 

1 : 1,5 

 

 
 

 

 

 

1 : 3,5 

 

 
 

 

 

 

1 : 4 

 

 
 

 

 

 

1 : 5 

 

 
 

 

 

 

1 : 7 

 

 
 

 

 

 

1 : 10 

 

 
 

 

 

 

1 : 13 

 

 
 

 

 

 

Abbildung 12: Ergebnis der Transfektion von HeLa-Zellen mit Lipofectamine™ 2000 bei 
verschiedenen Konzentrationsverhältnissen von DNA : Lipofectamine™ 2000  
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3.2.2 Vergleich der Transfektionseffizienz mittels Durchflusszytometrie 

 

3.2.2.1 NanoCaPs 

 

Die Konzentrationsverhältnisse 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 für das Verhältnis 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 Verhältnis 

1 : 10 [DNA : NanoCaPs] eine maximale Anzahl fluoreszierender Zellen von 14,9 % 

im zweiten Versuch und demgegenüber ein Minimum im ersten Versuch mit 6,41 %. 

Ähnlich 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 ließen keine transfizierten Zellen erkennen. 
 

 

 

 

3.2.2.2 Lipofectamine™ 2000 

 

Nachdem sich mittels Fluoreszenzmikroskopie ein Transfektionsoptimum bei Kon-

zentrationsverhältnissen von 1 : 4 und 1 : 5 [DNA : Lipofectamine™ 2000] 

nachweisen ließ, wurden diese mit Hilfe der Durchflusszytometrie näher überprüft 

und analysiert. 

Nach insgesamt drei unabhängigen Versuchen mit Triplicates zeigte sich bei einem 

Konzentrationsverhältnis von 1 : 4 [DNA : Lipofectamine™ 2000] ein mittlerer Anteil 

von 16,03 % transfizierten Zellen und bei einem Konzentrationsverhältnis 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 -durchführung (vgl. Abbildung 13). Bei 

Verwendung des Verhältnisses 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 ließen erneut keine transfizierten Zellen erkennen. 

 

Die folgende Abbildung zeigt die Messwerte der einzelnen Konzentrationen 

zusammengefasst. 
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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 ließen 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 Quetschpräparate der aus dem Kaninchenoberschenkel gewonnenen 
Gewebsproben  

 

 

 

3.3.1.2 Western Blot  

 

Um das GFP auf molekularer Ebene nachweisen zu können, wurde eine Western-

Blot-Analyse durchgeführt. 

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 für den zweiten und dritten Tag identifiziert werden. Am 

ersten und vierten Tag nach der Injektion zeigten sich ebenfalls positive Banden, 

jedoch schwächer als an den Tagen zwei und drei. Es zeigte sich kein Unterschied 

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

 

Die folgende Abbildung zeigt den Western Blot mit den positiven Banden. 
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  Bande 1:  NanoCaPs + pDNA d 1 Bande 6:  Positiv-Probe 
  Bande 2: NanoCaPs + pDNA d 2 Bande 7: Fibrin in tissue culture d 1 
  Bande 3: NanoCaPs + pDNA d 3 Bande 8: Fibrin in tissue culture d 2 
  Bande 4: NanoCaPs + pDNA d 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 

Verhältnis 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 durchgeführt. 

Die Western-Blot-Analyse fand bei jeder Probe mindestens einmalig statt. Teilweise 

waren mehrere Läufe für einzelne Proben erforderlich, um eine gute Bandenqualität 

durch Variation der Probenverdünnung zu erreichen.  

  1 2   3  4 5  6 7  8 9 10 
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Bei folgenden Kaninchenproben konnten positive Banden als Zeichen der GFP-

Expression detektiert werden (siehe auch Tabelle 16): 

 

·  für Kaninchen 1 mit subkutaner Injektionslösung mit dem Ver-

hältnis 1 : 1 [DNA : NanoCaPs] an den Tagen 5 und 7 post injectionem 

·  für Kaninchen 2 mit subkutaner Injektionslösung mit dem Ver-

hältnis 1 : 4 [DNA : NanoCaPs] an den Tagen 1, 2, 3, 6 und 7 post injectionem 

·  für Kaninchen 3 mit subkutaner Injektionslösung mit dem Ver-

hältnis 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 

injectionem 

Kaninchen 1 

1 : 1  

[DNA : NanoCaPs] 

Kaninchen 2 

1 : 4 

[DNA : NanoCaPs] 

Kaninchen 3 

1 : 8  

[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) d 1 Bande 9: 1:4 (DNA:NanoCaPs) d 6 
  Bande 5: 1:1 (DNA:NanoCaPs) d 5 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-Defekt d 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 

durchgeführt. Zu jedem Zeitpunkt wurden 4 Kaninchen euthanasiert, um die Proben 

zu gewinnen. 

 

 

 

3.3.3.1 Fluoreszenzmikroskopie 

 

Es ließen 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. 

1   2  3 4 5 6 7 8 9  10 
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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 hauptsächlich durch Immunitätsreaktionen sowie Zytotoxizität 

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 

Präzipitate inklusive ihrer Struktur, Ladung und Größe, dem Puffer-pH, dem Medium, 

dem DNA/Vektor-Verhältnis und der Kontaktzeit zwischen den Präzipitaten und den 

Zellen abhängig (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 möglich 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 (pSVß-galactosidase, pUC19, pEGFP-N1) differieren [11, 14, 42, 91, 

98, 125].  

Als Zelllinie wurden HeLa-Zellen eingesetzt, da sie sehr stabil und leicht zu 

transfizieren sind. Zudem besitzen sie als weitere nützliche Eigenschaft eine schnelle 

Teilungsrate [100]. 

GFP als Genprodukt findet in der heutigen Forschung oft Verwendung. Das Protein 

besteht aus 231 Aminosäuren und sein Gewicht beträgt 26 kD [44, 121]. Das GFP ist 

in neutralen Puffern bis 65°C stabil und zeigt zude m eine pH-Stabilität 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 Stabilität die Detektionseigenschaften 

maßgeblich [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 können 

[120]. Das von uns verwendete GFP wies ein Exzitationsmaximum zwischen 470 und 

480 nm sowie ein Emissionsmaximum von 510 nm auf. Eine zelluläre 

Autofluoreszenz bei Säugerzellen kann vorkommen und liegt zwischen 480 bis 600 

nm [96]. Hierdurch kann es zu einer Reduktion der Detektionssensitivität in der 

FACS-Analyse kommen [96]. Unsere Negativproben ließen 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 ß-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 möglich ist [121]. Luciferase hingegen zeigt eine Halbwertszeit 

von 3-5 Stunden, so dass dieser Marker für Fragen nach Genregulierungs-

mechanismen eine bessere Wahl darstellt als GFP [121]. Eine weitere nützliche und 

günstige Eigenschaft des GFPs ist seine schnelle und einfache Nachweisbarkeit, so 

dass es im Gegensatz zu anderen Enzymmarkern mit hoher Auflösung in lebenden 

Zellen durch konfokale Mikroskopie sichtbar gemacht werden kann [53]. Bei der 

Verwendung von ß-Glucuronidase als Genmarker ist immer eine histochemische 

Analyse nötig, wobei zuvor eine Gewebeaufbereitung stattfinden muss [53]. 

Im Falle der Sensitivität zeigt sich die Verwendung von GFP im Vergleich zu den 

anderen biolumineszenten Markergenen ß-Glucuronidase sowie Luciferase 

unterlegen [44, 123].  

Die schnelle Nachweisbarkeit nutzten auch wir zur visuellen Kontrolle einer 

erfolgreichen Transfektion, wobei eine genaue Zählung der fluoreszierenden Zellen 

mittels durchflusszytometrischer Messung stattfand. Die Fluoreszenzmikroskopie hat 

ihren Vorteil in der leichten Zugänglichkeit. Zellen oder Gewebe können ohne weitere 

Behandlung unter dem Mikroskop analysiert werden [48].  

Die Durchflusszytometrie ist heute eine häufig angewandte Methode zur 

Identifizierung und Sortierung von Zellen [59]. Voraussetzung für eine Identifizierung 

von fluoreszierenden Zellen ist das Vorhandensein von mindestens 500 Fluorescin-
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Molekülen, damit ein Fluoreszenzsignal als solches erkannt wird und sich von der 

zellulären Autofluoreszenz oder dem Hintergrundrauschen absetzt [122]. Das FACS 

erhebt jedoch nur quantitative Daten für lebende bzw. positive Zellen und ist ein 

schlechter Indikator, um das wahre Toxizitätslevel im Vergleich zur Mikroskopie 

wiederzuspiegeln [31]. Es werden nur überlebende, trypsinierte Zellen gemessen, 

wobei die abgestorbenen nicht mit in die Zählung eingehen [31]. Wenn es folglich zu 

einem vermehrten Absterben der Zellen kommt, so resultiert hieraus eine scheinbar 

höhere Anzahl transfizierter Zellen. 

Ein weiterer Nachteil der FACS-Analyse ist, dass nur Zellen in Suspension 

verwendet werden können [96]. In dieser Form tendieren Zellen jedoch zur 

Aggregation, so dass auch hierdurch fehlerhafte Messwerte resultieren können [48]. 

Weiterhin können die Zellen nur einmalig analysiert werden, da sie nach der 

Messung verworfen werden und somit dynamische Prozesse nicht beobachtet 

werden können [48].  

 

 

 

4.1.1 Einfluss verschiedener Inkubationszeiten der Transfektionslösung auf 

die Transfektionseffizienz 

 

Batard et. al (2001) zeigten, dass es in den ersten acht Stunden nach Aufbringung 

einer Calcium-Phosphat-Transfektionslösung zu einer maximalen DNA-Aufnahme in 

die Zelle kommt, die auch nach 24 Stunden in etwas geringerem Maße anhält [11]. 

Für 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 ließen, wobei immer noch unklar 

bleibt, wann die DNA von den Partikeln gelöst wird [135].  

Neben der Kontaktzeit der Transfektionslösung mit den Zellen ist auch die 

Inkubationszeit der DNA/Calcium-Phosphat-Mixtur an sich wichtig. Wurden seit den 

70er Jahren des 20. Jahrhunderts zunächst nur Calcium-Phosphat-Präzipitate 

angewendet, so bestehen diese heutigen non-viralen, anorganischen Vektoren 

zumeist aus Nanopartikeln, wie auch die NanoCaPs in unseren Versuchsreihen. 

Dabei werden Größe und Struktur des Präzipitats 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 größer werden und folglich zu 

einem schlechteren Transfektionsergebnis und erhöhter Toxizität im Vergleich zu 

den kleineren Komplexen führen [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 für HeLa-Zellen eine optimale Inkubationszeit der 

NanoCaP-Transfektionslösung von 48 Stunden feststellen, die auch nach 72 

Stunden Inkubationszeit ähnliche 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 erhöhten 

Präzipitatausfällung 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 gewählt war 

[44]. 

Die Inkubationszeit der Transfektionslösung hat also einen maßgeblichen Einfluss 

auf die Transfektionseffizienz, wobei sich im Falle der Transfektion der HeLa-Zellen 

mit den NanoCaPs ein Optimum von 48 Stunden detektieren ließ.  

 

 

 

4.1.2 Einfluss verschiedener Zusätze zum Kulturmedi um auf die 

Transfektionseffizienz 

 

Das Hinzufügen von Mediumzusätzen wie Serum oder Antibiotikum beeinflusst die 

Transfektionsrate erheblich [31, 57, 106]. Serum ist wichtig für das Zellenwachstum, 

Antibiotikum für die Abwehr auf mikrobieller Ebene. So konnten wir in unseren 

Versuchen zeigen, dass die Verwendung von Serum für eine erfolgreiche 

Transfektion notwendig ist. Chowdhury et. al. (2003) begründen dies damit, dass bei 
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Serumfreiheit freies Calcium eine weitere Co-Präzipitation induzieren kann, die zu 

einer erheblichen Zelltoxizität führt [25]. Jordan et. al. (2004) konnten durch das 

Hinzufügen von Serum die in ihren Versuchen detektierte Toxizität von Calcium-

Phosphat reduzieren [61]. 

Dahingegen präsentierten Sokolova et. al. (2006) eine höhere 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 Hinzufügen von Antibiotikum zeigte sich kein großer Unterschied in 

beiden Ansätzen. 

Das Hinzufügen von Serum ist also bei der Transfektion von HeLa-Zellen mit 

NanoCaPs notwendig, die Ergänzung des Mediums mit Antibiotikum kann als 

fakultativ bewertet werden. 

 

 

 

4.1.3 Einfluss  verschiedener Konzentrationsverhältnisse von Vekto r zu 

DNA auf die Transfektionseffizienz  

 

Im Fall der Calcium-Phosphat-Präzipitation wurde eine Verbesserung der 

Transfektionseffizienz maßgeblich durch eine Optimierung des Calcium-Phosphat-

Verhältnisses erreicht [74]. Zudem konnte durch eine apparative und nicht mehr 

manuelle Herstellung der Nanopartikel eine effizientere Transfektion erzielt werden 

[111].  

Ebenso wirkt sich das Verhältnis von Vektor zu DNA auf die Transfektion aus [60]. 

Einen weiteren Einfluss hat das Anwendungsverhältnis von Vektor/DNA-Komplexen 

zum verwendeten Medium [42].  

Da das Verhältnis von Calcium zu Phosphat bereits durch Kumta et. al. (2005) für die 

NanoCaPs hinreichend getestet wurde, untersuchten wir in unseren Versuchen das 

Verhältnis von Vektoren – also den NanoCaPs – zur DNA und konnten hierfür eine 

maximale Transfektionseffienz von 9,91 % bei einem Verhältnis von 1 : 5 [DNA : 

NanoCaPs] bzw. sogar 14,9 % bei einem Verhältnis von 1 : 10 [DNA : NanoCaPs] 

erreichen.  
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Dies entspricht zum einen einer DNA-Konzentration von 200 µg/ml (1:5), zum 

anderen von 100 µg/ml (1:10). Sokolova et. al. (2006) erreichten bei ihrer 

Transfektion von HeLa-Zellen mit CaP Transfektionsraten zwischen 4,0 und 

10 % (mediumabhängig) bei einer DNA-Konzentration von 3,3 µg/ml [136]. Andere 

Autoren untersuchten die DNA-Bindungskapazität bei der Bildung der Calcium-

Phosphatkomplexe und konnten hierbei ein Optimum bei einer DNA-Konzentration 

von 25 µg/ml feststellen [60, 61]. Ein höherer DNA-Anteil wirkte sich bei ihnen 

negativ aus, da dieser zu einer partiellen Inhibition der Präzipitatbildung geführt habe 

[60]. In unseren Versuchen konnten wir bei einer DNA-Konzentration von 25 µg/ml 

visuell auch transfizierte Zellen nachweisen, jedoch zeigte sich in den oben 

genannten Konzentrationen ein deutlich höherer Anteil von diesen.  

Diese unterschiedlichen Ergebnisse ergeben sich möglicherweise 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 beschränken bspw. Sokolova et. al. (2006) ihre Zellzählung 

auf die Mikroskopie [136]. 

 

Ähnlich wie auch bei den Anwendungen von Lipofectamine™ 2000 zeigten sich in 

unseren drei unabhängigen 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 

Transfektionslösungen identisch durchgeführt wurden, berichten auch andere 

Autoren über ähnliche Ergebnisse und Probleme bei der Transfektion mit Calcium-

Phosphat-Präzipitaten [60]. Auch ihre Ergebnisse differierten an verschiedenen 

Tagen dramatisch [60, 61]. Eine mögliche Erklärung hierfür ist die schwierige 

manuelle Präparation der Komplexe, obwohl die drei unabhängigen Versuche 

identisch ausgeführt wurden. Um diese mögliche Störgröße auszuschalten, gibt es 

bereits Versuchsansätze, in denen die manuelle Präparation durch eine maschinelle 

Pumpe ersetzt wurde [111]. Hierbei konnte die Flussrate während der 

Komplexpräparation optimal differenziert werden, wodurch sich der Standardfehler 

deutlich verringerte [111].  
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Sokolova et. al. (2006) betonen in ihrer Arbeit ausdrücklich, dass sämtliche 

Parameter bei der Transfektion mit Calcium-Phosphat für jede Zelllinie und für jedes 

Labor einer Optimierung bedürfen [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 Calciumlösung gezeigt werden, dass längere Inkubationszeiten (bis 

zu 30 Minuten) keine Einbußen in der Transfektion ergaben [25]. Bei einem anderen 

Ansatz wurde vorgeschlagen, Calcium-Phosphat zunächst mit Medium zu 

vermischen und dann erst zu den Zellen zu geben, denn so könne das aufwendige 

tropfenweise Hinzugeben vermieden werden [146]. Auch andere Techniken mit 

Wasserentzug nach Zusammenführen der beiden Lösungen (Calcium und Phosphat) 

führen zu kleinen Komplexen und guter Stabilität [153]. Andere Autoren befürworten 

die Zugabe von Magnesium-Ionen zu den Calcium-Phosphat-Komplexen, wodurch 

es zu einer zusätzlichen Stabilität der Mikropartikel und zu einer Verbesserung der 

Transfektionsraten komme [136]. Zudem wurden neue, so genannte „Double-Shell-

Verfahren“ getestet, wobei die DNA innen und außen 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 37°C die besten 

Ergebnisse, dann kam es mit Abnahme der Temperatur ebenso zu einer 

abnehmenden Transfektionseffizienz [25, 60]. Bei der pH-Abhängigkeit des 

Transfektionsprozesses mit Calcium-Phosphat ergeben sich konträre Ansichten. So 

wird einerseits berichtet, dass es bei einem pH unter sechs zu keiner 

Präzipitatbildung kommt [160], andere Autoren konnten keine pH-Abhängigkeit 

feststellen [136]. Wir verwendeten in unseren Versuchen die entsprechenden 

Empfehlungen aus Pittsburgh, wobei die Zellen bei 37°C gelagert wurden, und ein 

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

 

Zusammenfassend zeigten unterschiedliche Verhältnisse von Vektor zu DNA 

differierende Transfektionseffizienzen. Für die NanoCaPs konnte für HeLa-Zellen ein 

Optimum bei 1 : 10 [DNA : NanoCaPs] ermittelt werden. Sollen andere Zelllinien 
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benutzt werden, so könnte eine erneute Überprüfung notwendig sein, da Sokolova 

et. al. (2006) feststellten, dass sämtliche Parameter bei der Transfektion mit Calcium-

Phosphat für jede Zelllinie und für jedes Labor einer Optimierung bedürfen [136]. 

Weiterhin sollte auf eine apparative Präparation 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 bewährtes und kommerziell 

erhältliches 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 für die Transfektion das Verhältnis 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 Verhältnis von DNA zu 

Lipofectamine™ 2000 hin [27]. Die Autoren empfahlen, die Transfektion generell mit 

einem Verhältnis zwischen 1 : 2 und 1 : 3 [DNA : Lipofectamine™ 2000] durch-

zuführen, zeigten jedoch auch, dass höhere Lipofectamine™ 2000-Konzentrationen 

ebenfalls möglich sind [27]. Dabei zeigten die Anwendungen mit einer höheren DNA-

Menge eine wesentlich höhere Transfektionsrate, die bei einem Verhältnis von 

1 : 3,75 sowie 1 : 5 ihre Transfektionsoptima präsentierten [27]. Auch unsere 

Ergebnisse weisen bei ähnlichen Konzentrationsverhältnissen von 1 : 4 und 

1 : 5 [DNA : Lipofectamine™ 2000] ihre Transfektionsoptima auf. Andere Autoren 

fanden ein Maximum bei einem Verhältnis von 1 : 7,5 [31]. Bei höherer 

Lipofectamine™-Dosierung präsentieren sich höhere Transfektionsraten, die 

wahrscheinlich auf die positive Ladung der Komplexe zurückzuführen sind, die 

einerseits zu einer besseren Endozytose führt (die Zellmembran ist negativ geladen), 

andererseits aber einen ungünstigen Effekt auf die Zelllebensfähigkeit hat [68, 107]. 
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In anderen Studien stellte sich jedoch heraus, dass selbst bei sehr hohen 

Konzentrationsverhältnissen (1 : 33 und 1 : 100 [DNA : Lipofectamine™ 2000]) eine 

negative Komplexladung vorliegt [137]. 

In unseren Versuchen zeigten sich bei den Lipofectamine™ 2000-Ansätzen bei 

unterschiedlichen Kontaktzeiten (6 und 48 Stunden) jeweils transfizierte Zellen, 

jedoch kam es bei den Transfektionen mit 48 Stunden Inkubationszeit zu einem 

erhöhten Zellsterben. Dies bestätigt die bekannte Zytotoxizität 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 

überschritten werden, da sonst eine geringere Transfektionseffizienz resultiert [57]. 

Eine Reduktion der Kontaktzeit bei Verwendung von Lipofectamine™ von 6 auf 2 

Stunden führte zu einer deutlich höheren Anzahl an überlebenden Zellen, jedoch 

auch zu Einbußen in der Transfektionseffizienz [31]. 

Zur Bestimmung der transfizierten Zellen wählten wir zunächst als einfache und 

schnelle Methode die Fluoreszenzmikroskopie und wechselten dann zur weiteren 

Zählung auf die FACS-Analyse. Hierbei werden nur überlebende, trypsinierte Zellen 

gemessen, wobei die abgestorbenen nicht mit in die Zählung eingehen [31]. Hier 

sollte somit erneut die Toxizität der kationischen Lipide bedacht werden, wodurch es 

zu einem vermehrten Absterben der Zellen und hierdurch zu einer scheinbar höheren 

Anzahl transfizierter Zellen kommt.  

 

Auffallend in unseren Versuchen ist die starke Schwankung der einzelnen Messwerte 

innerhalb eines Konzentrationsverhältnisses. Dies gibt Hinweise darauf wie anfällig 

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 (Verhältnis 

1 : 10 [DNA : NanoCaPs] zu Lipofectamine™ 2000-Transfektionen (Verhältnis 

1 : 5 [DNA : Lipofectamine™ 2000]) zeigte sich in unserer Versuchsreihe, dass 

Lipofectamine™ 2000 eine fast doppelt so hohe Transfektionseffizienz wie die 

NanoCaPs aufwiesen. Demgegenüber wurde jedoch in einigen Arbeiten darüber 
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berichtet, dass Calcium-Phosphat mindestens eine ebenso hohe Transfektionsrate 

wie liposomale Vektoren erreichen kann [42, 91, 125], zum Teil sogar eine 

höhergradige [14, 98, 159]. Hier zeigte sich jedoch eine deutliche Abhängigkeit vom 

Zelltyp. Teilweise lag die Transfektionseffizienz von Calcium-Phosphat bei einigen 

Zelllinien etwa 1.000-fach höher 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-

ansätze 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 für Calcium-Phosphat eine 

bessere Transfektionseffizienz [99]. 

Auch wenn die NanoCaPs teilweise noch eine geringere Transfektionsrate 

aufwiesen, so zeigen diese eine geringe Zytotoxizität. Sowohl in unseren Versuchen 

als auch in der vorhandenen Literatur zeigte sich dies als deutlicher Vorteil 

gegenüber des Lipofectamine™ 2000, der auch für zukünftige In-vivo-Anwendungen 

bedacht werden sollte [91]. Diverse Studien berichten von keiner signifikanten 

Toxizität 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 Körpergewicht toxisch sei [55]. Jordan et. al. (2004) 

berichten darüber, dass Calcium-Phosphat in Abhängigkeit von Dosis und 

Inkubationszeit auch toxische Ansätze zeigt, dies jedoch durch Serum abgefangen 

werden kann [61]. Dahingegen wurde für kationische Lipide die Zytotoxizität 

umfangreich dokumentiert und auch bei bereits durchgeführten In-vivo-Anwen-

dungen zeigte sich eine Aktivierung des immanenten Immunsystems, obgleich 

erwähnt werden sollte, dass das Ausmaß dieser beider Reaktionen sehr stark vom 

Amphiphilietyp der Konzentration abhängt [3, 91, 112]. Kim et. al. (2004) 

untersuchten die Transfektion von humanen, fetalen Osteoblasten mit 

Lipofectamine™ 2000, wobei sie eine massive Toxizität mit einer Zellüberlebensrate 

von unter 50 % feststellten [68]. Dementgegen berichten Studien jedoch auch, dass 



DISKUSSION  71 
   

 

 

bei der In-vivo-Anwendung von Lipofectamine™ keine Toxizität nachgewiesen 

werden konnte, wohingegen in vitro diese zuvor bestätigt wurde [12]. 

Für die Zytotoxizität 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 Erwägung gezogen, da der 

zytotoxische Effekt nach 24 Stunden post transfectionem deutlich höher war als nach 

einer Stunde [145]. Zudem führte die Applikation von kationischen Lipiden zu einer 

Veränderung des Apoptosestatus der Zelle [112]. Aktuell wird die Entwicklung und 

Produktion neuartiger Lipide angestrebt, die eine geringere Zytotoxizität 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 Transfektionslösung nach 6 Stunden entfernt wurde. 

Hierbei konnte eine höhere Transfektionseffizienz bei Anwesenheit von Serum 

gesehen werden. In der Literatur wird diskutiert, dass Serum bei der Formation der 

DNA-/Lipidkomplexe interferiert, denn Serum enthält 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 bestätigen.  

Viele kationische Lipide funktionieren bereits erfolgreich in Anwesenheit von Serum, 

Lipofectamine™ jedoch nicht, außer 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 

Präsenz von 2 % FCS [118]. Weitere Autoren beschrieben fünf von sechs Liposomen 

(alle außer Effectene) sensitiv gegenüber Serum und einer somit geringeren 

Transfektionsrate, sie detektierten aber auch eine geringere Zytotoxizität [145]. Bei 

serumfreien Versuchen sollte jedoch bedacht werden, dass durch das Fehlen der im 

Serum enthaltenen Wachstumsfaktoren auch ein höherer 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 überleben [31].  

Auch Antibiotikum kann zu Toxizität während der Transfektion führen [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 stärker als 

die neutralen betroffen sind (vgl. Kap. 1.2.1), führen bei In-vivo-Anwendungen wegen 

Interaktionen mit Blutbestandteilen und Proteinen zur Modulation von Stabilität, 

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 Gerüst kam, die 

Autoren jedoch auch Bedenken gegenüber Zytotoxizität hatten [128]. 

 

Im Vergleich von Calcium-Phosphat zu anderen nicht-viralen Vektoren sollte zudem 

Erwähnung finden, dass exogene Calcium-Ionen eine weitere positive Rolle bei 

Transfektionen haben, denn Calcium führt zum einen zur Erleichterung des 

Endosomalen Escape und zum anderen zur Verbesserung der nukleären 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 erklärt wurden [61, 73, 129, 151]. 

Auch die Zugabe der Kombination von Calcium und Phosphat führte bei 

DNA-Gelatine Nanospheres zu einer Steigerung der Transfektionseffizienz [142]. 

 

Trotz allen Bemühungen 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 über 50 % der DNA ins 

Zytoplasma aufgenommen und in kleine Fragmente zerlegt [11, 113]. Es wird also 

eine große 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-Präzipitaten oder DNA zeigten ein reduziertes 

Überleben, wobei gleichzeitig jedoch eine verbesserte Möglichkeit 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, 

präsentierten 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 Zytotoxizität sowohl in den Zelllinien als auch 

zwischen den verwendeten Vektoren stark schwankte [145]. Dies erklärt somit auch 

die oben genannten Abweichungen in den Konzentrationsverhältnissen 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, könnten hiermit die Unterschiede 

in der Höhe der Genexpression erklärt werden [63, 145]. Zudem sind für 

verschiedene Zellen auch verschiedene Partikelgrößen notwendig, wobei diese 

durch verschiedene Faktoren, wie das Verhältnis 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 präsentiert 

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 für jede Zellart unterschiedliche Transportsysteme und 

Konzentrationsverhältnisse für 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 HeLa-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 höhere Anteile an transfizierten Zellen erreicht werden 

[14, 98, 159, 164]. Die erfolgreiche Transfektion wird durch die oben diskutierten 

Parameter maßgeblich beeinflusst und bedarf für 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 durchgeführt [8, 9, 104]. Hierbei kam es nach 

Transfektion von BMP zu Knochenwachstum im Muskel von Mäusen [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 wählten 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 Ergänzung fand. Das Problem 

der Autofluoreszenz für den Nachweisbereich zwischen 480 und 600 nm ist 

besonders im Bereich der FACS-Analyse bei Säugetierzellen durch fluoreszierende 

Pyridine, Flavine sowie Porphyrine bekannt [96]. Zudem ist die Struktur der Gewebe 

sehr komplex und kompakt, so dass für eine optimale Darstellung und Analyse sehr 
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dünne Proben notwendig sind (4 - 5 µm als Paraffinschnitt oder 10 µm als 

Kryoverfahren) und ein Quetschpräparat nicht ausreichend scheint [48].  

Neue Ansätze bestehen heute weiterhin durch das Biolumineszenzimaging, um  

In-vivo-Charakteristiken adäquater beschreiben und eine Genexpression über einen 

Zeitraum verfolgen zu können [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 für eine erfolgreiche Transfektion ein hoher Plasmidgehalt 

von teilweise über einem Milligramm benötigt 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 führte nach 2 Wochen zu einer GFP-Expression [75]. 

Weiterhin konnten sie beweisen, dass die im Calcium-Phosphat-Komplex gebundene 

DNA resistent gegenüber DNase ist und somit auch vorangegangene Studien hierin 

bestätigen [4, 5, 75]. 

Wir wählten zum GFP-Nachweis einen deutlich kürzeren Zeitabstand als Kuroda et. 

al. (2005), wobei wir an verschiedenen Tagen, einerseits gleich am 1. Tag nach 

Transfektion, andererseits aber auch an späteren Tagen (5./7. Tag) GFP im 

Westernblot nachweisen konnten. Hierbei konnten wir bei drei verschiedenen 

Ansätzen mit unterschiedlichen Konzentrationsverhältnissen jeweils positive Ergeb-

nisse verzeichnen, wobei eine Bestimmung des optimalen Konzentrations-

verhältnisses schwierig war, da sich einerseits nach der subkutanen Injektion die 

Lösung verteilte und trotz Markierung unklar war, ob der Entnahmepunkt der Proben 

korrekt war, und andererseits in der Vorbereitung für den Westernblot verschiedene 

Probenkonzentrationen verwendet wurden, um diesen sauber und erfolgreich 

durchführen zu können. 

Unsere In-vivo-Ergebnisse zeigten in der subkutanen Applikationsform für alle drei 

Konzentrationsverhältnisse 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 – 

für einen biologischen Effekt ausreichend waren [105]. Krebs et. al. (2009) 

applizierten Mäusen einen Komplex aus einem Alginat-Gerüst, Calcium-Phosphat 
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Nanopartikeln beladen mit einem BMP-kodierenden Plasmid sowie Proosteoblasten 

(MC3T3-Zellen) subkutan in den Rücken [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 erklärten 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 höhere Ergebnisse erreichen, wobei bspw. 

bei retroviral durchgeführten Transfektionen mit BMP-4 eine Transfektionseffizienz 

von 70% verzeichnet werden konnte, was jedoch zu einer asymmetrischen 

Kallusbildung extraperiostal führte [126]. 

 

Das von uns zur Stabilisierung der Lösung und als Carrier-Matrix verwendete Fibrin 

zeigte in der subkutanen Applikationsform keinen Einfluss auf die Transfektions-

effizienz. Fibrin ist als natürliches Polymer sehr gut biokompatibel, kann jedoch eine 

Immunantwort initiieren und kann aufgrund seiner schwierigen Sterilisationsmöglich-

keiten zur Übertragung von Krankheiten führen [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 führen kann [131, 132]. Zudem konnten sie auch für Vektoren 

einen guten Schutz durch Fibrin bei In-vivo-Anwendungen erreichen, wobei jedoch 

ein genaues Konzentrationsverhältnis als Schlüsselfaktor genannt wurde [131, 132]. 

Neben Fibrin finden auch andere Polymere wie Hyaluron, Kollagen, Gelatine und 

Chitosan als Matrixgerüst Verwendung, auch um beispielsweise die Clearence zu 

verlängern und somit die DNA länger zu schützen [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 Entzündungsreaktion 

mit Aktivierung des Immunsystems zu einer gestörten Transfektion wie auch zu einer 

Inaktivierung des GFPs geführt haben könnte [5, 32].  
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Unsere Versuche zeigten weiterhin, dass GFP nach der subkutanen Applikation über 

einen längeren Zeitraum vom Kaninchen produziert wurde. Im Critical-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 Störfaktoren 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 kardiovaskulären Erkrankungen und der cystischen Fibrose 

Gebrauch finden [3, 5, 118, 162]. Probleme, die hierbei bestehen, sind einerseits die 

auf Grund der bestehenden kationischen Oberflächenveränderung entstehenden 

Interaktionen mit Gefäßendothelien, Blutkomponenten sowie Plasmaproteinen, die 

bereits zu einer Inhibition der Komplexe führen können, 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 größere Komplexe entstehen, die schneller entsorgt 

werden, und dass durch die Komplexe eine Aktivierung des Komplementsystems 

erfolgt [36, 123]. Weiterhin konnte eine starke lokale Entzündungsreaktion mit folglich 

verminderter Genexpression nachgewiesen werden, die auch unsere erfolglosen 

Transfektionsversuche im Critical-Size-Modell erklären könnte [5, 32].  

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass nicht nur nach i.v.-Injektion, sondern auch 

nach transdermaler Applikation eine primäre 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 Mäusen zu signifikanten hämatologischen und serologischen Veränderungen 

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 

dosisabhängige Ausprägung der Symptomatik zeigte [140]. Diese Ergebnisse zeigen 

erneut, dass diese Vektoren noch viele negative Faktoren mit sich bringen und einer 

Optimierung bedürfen. Zur Verminderung der Toxizität gibt es bereits erste Ansätze, 

wobei versucht wird, mit Emulsionen durch Zugabe von Cholesterol die 
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Lipidkomplexe zu umhüllen, wobei bei mittleren DNA-Konzentrationen keine Toxizität 

und bei hohen Konzentrationen lediglich eine Lebertoxizität besteht [76]. 

Weiterhin fraglich ist überhaupt die Anwendung von Vektorsystemen, da 

Audouy et. al. (2002) beispielsweise zeigen konnten, dass unbehüllte DNA in vivo 

teilweise bessere Ergebnisse als Transfektionen mit Lipoplexen ergeben, wobei 

diese Ergebnisse jedoch immer von verschiedenen Faktoren stark abhängig sind, die 

oben auch schon diskutiert wurden [5]. So ergaben sich vollkommen unterschiedliche 

Transfektionseffizienzen für verschiedene (Tumor-)Zellen sowie für verschiedene 

kationische Lipide, wobei auch das Lipid- zu DNA-Verhältnis sehr entscheidend war, 

mehr sogar noch als das Injektionsvolumen und die Technik [5]. 

Neben den oben genannten Einschränkungen und Fehlschlägen 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 müssen wie auch 

in unseren Versuchen andere Konzentrationsverhältnisse verwendet werden [90]. 

Dies wird auch für Ansätze mit Lipoplexen beschrieben [3]. Auch die In-vivo-Toxizität 

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, erklärt 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 für 

pDNA Expression von IL-2 konnte überzeugend ermittelt werden [98]. Weiterhin 

bestehen Bemühungen 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 Critical-Size-Defekt-Modell 

zeigte sich nur eine Probe positiv, wobei die lokale Entzündungsreaktion als 

ursächlich angenommen werden kann. Aufgrund der hohen Spontanfluoreszenz des 

Kaninchengewebes erfolgte zusätzlich zur Fluoreszenzmikroskopie eine weitere 

Analyse und Detektion mittels Western Blot. Weiterhin konnte festgestellt werden, 

dass die zusätzliche Applikation eines Thrombin-Fibrinogen-Komplexes zur 

Vektorlösung, um diese lokal applizieren und halten zu können, 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 Orthopädie 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 Ansätze im Bereich des Tissue Engineerings. Bisherige Fortschritte 

diesbezüglich lassen sich hauptsächlich im Bereich des viralen Gentransfers mit 

Knocheninduktion durch Bone morphogenic Proteins (BMPs) sowie durch die 

Verwendung von Matrixgerüsten mit entsprechenden Plasmiden erkennen. 

Rückschläge im Bereich des viralen Gentransfers sowie die große Aufwendigkeit in 

der Herstellung der Matrixgerüste fordern jedoch andere Methoden. Hierbei ist 

Calcium-Phosphat als non-viraler Vektor eine Möglichkeit. Sfeir et. al. entwickelten 

Nanopartikel aus Calcium-Phosphat (NanoCaPs), die die gewünschte Plasmid-DNA 

schützend umschließen und in die Zelle transportieren. Da die Transfektion durch 

viele Faktoren beeinflusst wird, versuchten wir diese in vitro für HeLa-Zellen zu 

optimieren. Als Markerplasmid fand das gWIZ™ (Green Fluorescent Protein) 

Verwendung. Die untersuchten und variierten Parameter waren die Inkubationszeit 

der Transfektionslösung auf den Zellen, Mediumzusätze wie Serum und Antibiotikum 

sowie unterschiedliche Verhältnisse 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 Konzentrationsverhältnis konnte bei 1 : 5 

bzw. 1 : 10 (DNA zu NanoCaPs) gefunden werden. Vergleichend untersuchten wir 

als etabliertes Vektorsystem das kationische Lipid Lipofectamine™ 2000. Eine 

ähnliche Optimierung wie bei den NanoCaPs erfolgte, wobei sich hierbei gute 

Ergebnisse bei Konzentrationsverhältnissen 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 Verhältnis von 1 : 5 (DNA zu NanoCaPs) und 

bei einem Verhältnis von 1 : 10 (DNA zu NanoCaPs) 11,7 % detektiert werden. Bei 

Lipofectamine™ 2000 ergaben sich für das Konzentrationsverhältnis 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 gezählt werden und der bekannten 
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Zytotoxizität des Lipofectamine™ 2000 nur ungenügend Beachtung geschenkt wird. 

So wird der Anteil transfizierter Zellen zugunsten des Lipofectamine™ 2000 

verschoben. Für Calcium-Phosphat hingegen konnte mikroskopisch keine 

Zytotoxizität beobacht werden und auch in der Literatur ist diese in nur sehr 

geringem Maße beschrieben. 

Mit dem Ziel, die NanoCaPs später im Bereich der Knochenbruchheilung zur 

Proteininduktion einzusetzen, testeten wir weiterhin die NanoCaPs in vivo. Hierbei 

konnte bei subkutaner Applikation beim Kaninchen eine erfolgreiche Transfektion mit 

einzelnen Unterbrechungen für 7 Tage detektiert werden. In Hinblick auf die 

Hinzugabe von Fibrin als Lösungsstabilisator bzw. Carrier-Matrix zu den NanoCaPs 

konnte keine Veränderung im Transfektionsergebnis beobachtet werden. Auch in 

vivo wurden verschiedene Konzentrationsverhältnisse angewendet, wobei sich bei 

einem Verhältnis von 1:4 (DNA:NanoCaPs) an 5 Tagen positive Banden für GFP im 

Western Blot zeigten. Auch für die beiden anderen getesteten 

Konzentrationslösungen konnten positive Banden detektiert werden. Eine 

Differenzierung letztgenannter Ergebnisse ist jedoch schwierig, da trotz markierter 

Hautstelle der Entnahmepunkt unsicher war und für 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 lässt 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 möglich ist. Dieser biologische Effekt könnte in 

zukünftigen 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. 

 



LITERATUR  82 
   

 

 

 

VI Literatur 

 

1. Alden, T. D., Pittman, D. D., Hankins, G. R., Beres, E. J., Engh, J. A., Das, S., 

Hudson, S. B., Kerns, K. M., Kallmes, D. F., Helm, G. A. In vivo endochondral 

bone formation using a bone morphogenetic protein 2 adenoviral vector. Hum 

Gene Ther 1999; 10 (13): 2245-2253 

 

2. Alden, T. D., Varady, P., Kallmes, D. F., Jane, J. A., Jr., Helm, G. A. Bone 

morphogenetic protein gene therapy. Spine 2002; 27 (16 Suppl 1): S87-93 

 

3. Audouy, S., Hoekstra, D. Cationic lipid-mediated transfection in vitro and in 

vivo (review). Mol Membr Biol 2001; 18 (2): 129-143 

 

4. Audouy, S., Molema, G., de Leij, L., Hoekstra, D. Serum as a modulator of 

lipoplex-mediated gene transfection: dependence of amphiphile, cell type and 

complex stability. J Gene Med 2000; 2 (6): 465-476 

 

5. Audouy, S. A., de Leij, L. F., Hoekstra, D., Molema, G. In vivo characteristics 

of cationic liposomes as delivery vectors for gene therapy. Pharm Res 2002; 

19 (11): 1599-1605 

 

6. Awad, H. A., Zhang, X., Reynolds, D. G., Guldberg, R. E., O'Keefe R, J., 

Schwarz, E. M. Recent Advances in Gene Delivery for Structural Bone 

Allografts: A Review. Tissue Eng 2007; 13 (8): 1973-1985 

 

7. Bally, M. B., Harvie, P., Wong, F. M., Kong, S., Wasan, E. K., Reimer, D. L. 

Biological barriers to cellular delivery of lipid-based DNA carriers. Adv Drug 

Deliv Rev 1999; 38 (3): 291-315 

 

8. Baltzer, A. W., Lattermann, C., Whalen, J. D., Braunstein, S., Robbins, P. D., 

Evans, C. H. A gene therapy approach to accelerating bone healing. 

Evaluation of gene expression in a New Zealand white rabbit model. Knee 

Surg Sports Traumatol Arthrosc 1999; 7 (3): 197-202 

 



LITERATUR  83 
   

 

 

9. Baltzer, A. W., Lattermann, C., Whalen, J. D., Wooley, P., Weiss, K., Grimm, 

M., Ghivizzani, S. C., Robbins, P. D., Evans, C. H. Genetic enhancement of 

fracture repair: healing of an experimental segmental defect by adenoviral 

transfer of the BMP-2 gene. Gene Ther 2000; 7 (9): 734-739 

 

10. Baltzer, A. W., Whalen, J. D., Muzzonegro, T., Georgescu, H. I., Robbins, P. 

D., Evans, C. H. [In vitro transduction of human osteoblast cell populations 

with retroviral vectors]. Z Rheumatol 1999; 58 (2): 88-94 

 

11. Batard, P., Jordan, M., Wurm, F. Transfer of high copy number plasmid into 

mammalian cells by calcium phosphate transfection. Gene 2001; 270 (1-2): 

61-68 

 

12. Bell, H., Kimber, W. L., Li, M., Whittle, I. R. Liposomal transfection efficiency 

and toxicity on glioma cell lines: in vitro and in vivo studies. Neuroreport 1998; 

9 (5): 793-798 

 

13. Betz, V. M., Betz, O. B., Harris, M. B., Vrahas, M. S., Evans, C. H. Bone tissue 

engineering and repair by gene therapy. Front Biosci 2008; 13: 833-841 

 

14. Bisht, S., Bhakta, G., Mitra, S., Maitra, A. pDNA loaded calcium phosphate 

nanoparticles: highly efficient non-viral vector for gene delivery. Int J Pharm 

2005; 288 (1): 157-168 

 

15. Bleiziffer, O., Eriksson, E., Yao, F., Horch, R. E., Kneser, U. Gene transfer 

strategies in tissue engineering. J Cell Mol Med 2007; 11 (2): 206-223 

 

16. Bonadio, J. Genetic approaches to tissue repair. Ann N Y Acad Sci 2002; 961: 

58-60 

 

17. Bonadio, J. Tissue engineering via local gene delivery. J Mol Med 2000; 78 

(6): 303-311 

 



LITERATUR  84 
   

 

 

18. Bonadio, J. Tissue engineering via local gene delivery: update and future 

prospects for enhancing the technology. Adv Drug Deliv Rev 2000; 44 (2-3): 

185-194 

 

19. Bonadio, J., Smiley, E., Patil, P., Goldstein, S. Localized, direct plasmid gene 

delivery in vivo: prolonged therapy results in reproducible tissue regeneration. 

Nat Med 1999; 5 (7): 753-759 

 

20. Bostrom, M., Lane, J. M., Tomin, E., Browne, M., Berberian, W., Turek, T., 

Smith, J., Wozney, J., Schildhauer, T. Use of bone morphogenetic protein-2 in 

the rabbit ulnar nonunion model. Clin Orthop Relat Res 1996; (327): 272-282 

 

21. Boussif, O., Lezoualc'h, F., Zanta, M. A., Mergny, M. D., Scherman, D., 

Demeneix, B., Behr, J. P. A versatile vector for gene and oligonucleotide 

transfer into cells in culture and in vivo: polyethylenimine. Proc Natl Acad Sci 

U S A 1995; 92 (16): 7297-7301 

 

22. Chabaud, P., Camplo, M., Payet, D., Serin, G., Moreau, L., Barthelemy, P., 

Grinstaff, M. W. Cationic nucleoside lipids for gene delivery. Bioconjug Chem 

2006; 17 (2): 466-472 

 

23. Check, E. A tragic setback. Nature 2002; 420 (6912): 116-118 

 

24. Chen, Y., Luk, K. D., Cheung, K. M., Xu, R., Lin, M. C., Lu, W. W., Leong, J. 

C., Kung, H. F. Gene therapy for new bone formation using adeno-associated 

viral bone morphogenetic protein-2 vectors. Gene Ther 2003; 10 (16): 1345-

1353 

 

25. Chowdhury, E. H., Sasagawa, T., Nagaoka, M., Kundu, A. K., Akaike, T. 

Transfecting mammalian cells by DNA/calcium phosphate precipitates: effect 

of temperature and pH on precipitation. Anal Biochem 2003; 314 (2): 316-318 

 

26. Ciftci, K., Levy, R. J. Enhanced plasmid DNA transfection with lysosomotropic 

agents in cultured fibroblasts. Int J Pharm 2001; 218 (1-2): 81-92 



LITERATUR  85 
   

 

 

 

27. Dalby, B., Cates, S., Harris, A., Ohki, E. C., Tilkins, M. L., Price, P. J., 

Ciccarone, V. C. Advanced transfection with Lipofectamine 2000 reagent: 

primary neurons, siRNA, and high-throughput applications. Methods 2004; 33 

(2): 95-103 

 

28. De Smedt, S. C., Remaut, K., Lucas, B., Braeckmans, K., Sanders, N. N., 

Demeester, J. Studying biophysical barriers to DNA delivery by advanced light 

microscopy. Adv Drug Deliv Rev 2005; 57 (1): 191-210 

 

29. Dickson, G., Buchanan, F., Marsh, D., Harkin-Jones, E., Little, U., McCaigue, 

M. Orthopaedic tissue engineering and bone regeneration. Technol Health 

Care 2007; 15 (1): 57-67 

 

30. Diez, S., Navarro, G., de Ilarduya, C. T. In vivo targeted gene delivery by 

cationic nanoparticles for treatment of hepatocellular carcinoma. J Gene Med 

2008; 11 (1): 38-45 

 

31. Dodds, E., Dunckley, M. G., Naujoks, K., Michaelis, U., Dickson, G. 

Lipofection of cultured mouse muscle cells: a direct comparison of 

Lipofectamine and DOSPER. Gene Ther 1998; 5 (4): 542-551 

 

32. Dokka, S., Toledo, D., Shi, X., Castranova, V., Rojanasakul, Y. Oxygen 

radical-mediated pulmonary toxicity induced by some cationic liposomes. 

Pharm Res 2000; 17 (5): 521-525 

 

33. Dragoo, J. L., Choi, J. Y., Lieberman, J. R., Huang, J., Zuk, P. A., Zhang, J., 

Hedrick, M. H., Benhaim, P. Bone induction by BMP-2 transduced stem cells 

derived from human fat. J Orthop Res 2003; 21 (4): 622-629 

 

34. Egermann, M., Schneider, E., Evans, C. H., Baltzer, A. W. The potential of 

gene therapy for fracture healing in osteoporosis. Osteoporos Int 2005; 16 

Suppl 2: S120-128 

 



LITERATUR  86 
   

 

 

35. Einhorn, T. A. Enhancement of fracture-healing. J Bone Joint Surg Am 1995; 

77 (6): 940-956 

 

36. Eliyahu, H., Barenholz, Y., Domb, A. J. Polymers for DNA delivery. Molecules 

2005; 10 (1): 34-64 

 

37. Evans, C. H., Ghivizzani, S. C., Robbins, P. D. The 2003 Nicolas Andry 

Award. Orthopaedic gene therapy. Clin Orthop Relat Res 2004; (429): 316-

329 

 

38. Evans, C. H., Robbins, P. D. Possible orthopaedic applications of gene 

therapy. J Bone Joint Surg Am 1995; 77 (7): 1103-1114 

 

39. Fang, J., Zhu, Y. Y., Smiley, E., Bonadio, J., Rouleau, J. P., Goldstein, S. A., 

McCauley, L. K., Davidson, B. L., Roessler, B. J. Stimulation of new bone 

formation by direct transfer of osteogenic plasmid genes. Proc Natl Acad Sci U 

S A 1996; 93 (12): 5753-5758 

 

40. Felgner, P. L., Gadek, T. R., Holm, M., Roman, R., Chan, H. W., Wenz, M., 

Northrop, J. P., Ringold, G. M., Danielsen, M. Lipofection: a highly efficient, 

lipid-mediated DNA-transfection procedure. Proc Natl Acad Sci U S A 1987; 

84 (21): 7413-7417 

 

41. Friedlaender, G. E. Osteogenic protein-1 in treatment of tibial nonunions: 

current status. Surg Technol Int 2004; 13: 249-252 

 

42. Fu, H., Hu, Y., McNelis, T., Hollinger, J. O. A calcium phosphate-based gene 

delivery system. J Biomed Mater Res A 2005; 74 (1): 40-48 

 

43. Gabizon, A., Papahadjopoulos, D. The role of surface charge and hydrophilic 

groups on liposome clearance in vivo. Biochim Biophys Acta 1992; 1103 (1): 

94-100 

 



LITERATUR  87 
   

 

 

44. Galbraith, D. W., Anderson, M. T., Herzenberg, L. A. Flow cytometric analysis 

and FACS sorting of cells based on GFP accumulation. Methods Cell Biol 

1999; 58: 315-341 

 

45. Geesink, R. G., Hoefnagels, N. H., Bulstra, S. K. Osteogenic activity of OP-1 

bone morphogenetic protein (BMP-7) in a human fibular defect. J Bone Joint 

Surg Br 1999; 81 (4): 710-718 

 

46. Gelse, K., Schneider, H. Ex vivo gene therapy approaches to cartilage repair. 

Adv Drug Deliv Rev 2006; 58 (2): 259-284 

 

47. Goldstein, S. A. In vivo nonviral delivery factors to enhance bone repair. Clin 

Orthop Relat Res 2000; (379 Suppl): S113-119 

 

48. Goldys, E. M. Fluorescence Applications in Biotechnology and the Life 

Sciences. Wiley Blackwell, Hoboken, New Jersey (2009): 119, 245-249 

 

49. Goodwin, P. C. GFP biofluorescence: imaging gene expression and protein 

dynamics in living cells. Design considerations for a fluorescence imaging 

laboratory. Methods Cell Biol 1999; 58: 343-367 

 

50. Govender, S., Csimma, C., Genant, H. K., Valentin-Opran, A., Amit, Y., Arbel, 

R., Aro, H., Atar, D., Bishay, M., Borner, M. G., Chiron, P., Choong, P., Cinats, 

J., Courtenay, B., Feibel, R., Geulette, B., Gravel, C., Haas, N., Raschke, M., 

Hammacher, E., van der Velde, D., Hardy, P., Holt, M., Josten, C., Ketterl, R. 

L., Lindeque, B., Lob, G., Mathevon, H., McCoy, G., Marsh, D., Miller, R., 

Munting, E., Oevre, S., Nordsletten, L., Patel, A., Pohl, A., Rennie, W., 

Reynders, P., Rommens, P. M., Rondia, J., Rossouw, W. C., Daneel, P. J., 

Ruff, S., Ruter, A., Santavirta, S., Schildhauer, T. A., Gekle, C., Schnettler, R., 

Segal, D., Seiler, H., Snowdowne, R. B., Stapert, J., Taglang, G., Verdonk, R., 

Vogels, L., Weckbach, A., Wentzensen, A., Wisniewski, T. Recombinant 

human bone morphogenetic protein-2 for treatment of open tibial fractures: a 

prospective, controlled, randomized study of four hundred and fifty patients. J 

Bone Joint Surg Am 2002; 84-A (12): 2123-2134 



LITERATUR  88 
   

 

 

 

51. Greber, U. F., Gerace, L. Depletion of calcium from the lumen of endoplasmic 

reticulum reversibly inhibits passive diffusion and signal-mediated transport 

into the nucleus. J Cell Biol 1995; 128 (1-2): 5-14 

 

52. Griesenbach, U., Meng, C., Farley, R., Cheng, S. H., Scheule, R. K., Davies, 

M. H., Wolstenholme-Hogg, P. C., ten Hove, W., van der Hoeven, P., Sinn, P. 

L., McCray, P. B., Jr., Inoue, M., Geddes, D. M., Hasegawa, M., Frankel, G., 

Wiles, S., Alton, E. W. In vivo imaging of gene transfer to the respiratory tract. 

Biomaterials 2008; 29 (10): 1533-1540 

 

53. Haseloff, J. GFP variants for multispectral imaging of living cells. Methods Cell 

Biol 1999; 58: 139-151 

 

54. Hawley-Nelson, P., Ciccarone, V. Transfection of cultured eukaryotic cells 

using cationic lipid reagents. Curr Protoc Neurosci 2001; Appendix 1F: 1-17 

 

55. He, Q., Mitchell, A. R., Johnson, S. L., Wagner-Bartak, C., Morcol, T., Bell, S. 

J. Calcium phosphate nanoparticle adjuvant. Clin Diagn Lab Immunol 2000; 7 

(6): 899-903 

 

56. Heyde, M., Partridge, K. A., Oreffo, R. O., Howdle, S. M., Shakesheff, K. M., 

Garnett, M. C. Gene therapy used for tissue engineering applications. J Pharm 

Pharmacol 2007; 59 (3): 329-350 

 

57. Itaka, K., Ohba, S., Miyata, K., Kawaguchi, H., Nakamura, K., Takato, T., 

Chung, U. I., Kataoka, K. Bone Regeneration by Regulated In Vivo Gene 

Transfer Using Biocompatible Polyplex Nanomicelles. Mol Ther 2007; 15 (9): 

1655-1662 

 

58. Jadlowiec, J. A., Celil, A. B., Hollinger, J. O. Bone tissue engineering: recent 

advances and promising therapeutic agents. Expert Opin Biol Ther 2003; 3 

(3): 409-423 

 



LITERATUR  89 
   

 

 

59. Janeway, C. A., Travers, P., Walport, M., Shlomchik, M. Immunologie. 

Spektrum, Heidelberg, Berlin (2002): 680-683 

 

60. Jordan, M., Schallhorn, A., Wurm, F. M. Transfecting mammalian cells: 

optimization of critical parameters affecting calcium-phosphate precipitate 

formation. Nucleic Acids Res 1996; 24 (4): 596-601 

 

61. Jordan, M., Wurm, F. Transfection of adherent and suspended cells by 

calcium phosphate. Methods 2004; 33 (2): 136-143 

 

62. Kaiser, J. Gene therapy. Seeking the cause of induced leukemias in X-SCID 

trial. Science 2003; 299 (5606): 495 

 

63. Kamiya, H., Tsuchiya, H., Yamazaki, J., Harashima, H. Intracellular trafficking 

and transgene expression of viral and non-viral gene vectors. Adv Drug Deliv 

Rev 2001; 52 (3): 153-164 

 

64. Kawakami, S. Development and application of glycosylated particulate carriers 

for delivery of nucleic Acid medicine. Yakugaku Zasshi 2008; 128 (12): 1743-

1749 

 

65. Kayser, F. H., Bienz, K. A., Eckert, J., Zinkernagel, R. M. Medizinische 

Mikrobiologie. Georg Thieme Verlag, Stuttgart, New York (2001): 191, 397-

402, 467-468 

 

66. Khalil, I. A., Kogure, K., Akita, H., Harashima, H. Uptake pathways and 

subsequent intracellular trafficking in nonviral gene delivery. Pharmacol Rev 

2006; 58 (1): 32-45 

 

67. Kim, A., Lee, E. H., Choi, S. H., Kim, C. K. In vitro and in vivo transfection 

efficiency of a novel ultradeformable cationic liposome. Biomaterials 2004; 25 

(2): 305-313 

 



LITERATUR  90 
   

 

 

68. Kim, S. W., Ogawa, T., Tabata, Y., Nishimura, I. Efficacy and cytotoxicity of 

cationic-agent-mediated nonviral gene transfer into osteoblasts. J Biomed 

Mater Res A 2004; 71 (2): 308-315 

 

69. Kimelman, N., Pelled, G., Helm, G. A., Huard, J., Schwarz, E. M., Gazit, D. 

Review: gene- and stem cell-based therapeutics for bone regeneration and 

repair. Tissue Eng 2007; 13 (6): 1135-1150 

 

70. Koch, H. Der Einfluss von Faktoren aus der Transforming Growth Factor ß 

Superfamilie, des Insulin-like Growth Factor Systems und nicht-kollagener 

Proteine der knöchernen Extrazellulärmatrix auf humane mesenchymale 

Stammzellen unter besonderer Berücksichtigung gentherapeutischer Aspekte. 

Greifswald (2006): 1-2 

 

71. Kofron, M. D., Laurencin, C. T. Bone tissue engineering by gene delivery. Adv 

Drug Deliv Rev 2006; 58 (4): 555-576 

 

72. Krebs, M. D., Salter, E., Chen, E., Sutter, K. A., Alsberg, E. Calcium 

phosphate-DNA nanoparticle gene delivery from alginate hydrogels induces in 

vivo osteogenesis. J Biomed Mater Res A 2009; 92 (3): 1131-1138 

 

73. Kulkarni, V. I., Shenoy, V. S., Dodiya, S. S., Rajyaguru, T. H., Murthy, R. R. 

Role of calcium in gene delivery. Expert Opin Drug Deliv 2006; 3 (2): 235-245 

 

74. Kumta, P. N., Sfeir, C., Lee, D. H., Olton, D., Choi, D. Nanostructured calcium 

phosphates for biomedical applications: novel synthesis and characterization. 

Acta Biomater 2005; 1 (1): 65-83 

 

75. Kuroda, S., Kondo, H., Ohya, K., Kasugai, S. A new technique with calcium 

phosphate precipitate enhances efficiency of in vivo plasmid DNA gene 

transfer. J Pharmacol Sci 2005; 97 (2): 227-233 

 

76. Kwon, S. M., Nam, H. Y., Nam, T., Park, K., Lee, S., Kim, K., Kwon, I. C., Kim, 

J., Kang, D., Park, J. H., Jeong, S. Y. In vivo time-dependent gene expression 



LITERATUR  91 
   

 

 

of cationic lipid-based emulsion as a stable and biocompatible non-viral gene 

carrier. J Control Release 2008; 128 (1): 89-97 

 

77. Labhasetwar, V. Nanotechnology for drug and gene therapy: the importance 

of understanding molecular mechanisms of delivery. Curr Opin Biotechnol 

2005; 16 (6): 674-680 

 

78. Lam, A. M., Cullis, P. R. Calcium enhances the transfection potency of 

plasmid DNA-cationic liposome complexes. Biochim Biophys Acta 2000; 1463 

(2): 279-290 

 

79. Lattermann, C., Baltzer, A. W. [Increasing expression of growth factors by 

adenovirus gene transfer. A new method of fracture treatment?]. Chirurg 2000; 

71 (9): 995-1000 

 

80. Lechardeur, D., Lukacs, G. L. Intracellular barriers to non-viral gene transfer. 

Curr Gene Ther 2002; 2 (2): 183-194 

 

81. Lechardeur, D., Verkman, A. S., Lukacs, G. L. Intracellular routing of plasmid 

DNA during non-viral gene transfer. Adv Drug Deliv Rev 2005; 57 (5): 755-767 

 

82. LeHoux, J. G., Grondin, F. Some effects of chitosan on liver function in the rat. 

Endocrinology 1993; 132 (3): 1078-1084 

 

83. Lehrman, S. Virus treatment questioned after gene therapy death. Nature 

1999; 401 (6753): 517-518 

 

84. Lieberman, J. R., Daluiski, A., Stevenson, S., Wu, L., McAllister, P., Lee, Y. P., 

Kabo, J. M., Finerman, G. A., Berk, A. J., Witte, O. N. The effect of regional 

gene therapy with bone morphogenetic protein-2-producing bone-marrow cells 

on the repair of segmental femoral defects in rats. J Bone Joint Surg Am 1999; 

81 (7): 905-917 

 



LITERATUR  92 
   

 

 

85. Lieberman, J. R., Le, L. Q., Wu, L., Finerman, G. A., Berk, A., Witte, O. N., 

Stevenson, S. Regional gene therapy with a BMP-2-producing murine stromal 

cell line induces heterotopic and orthotopic bone formation in rodents. J 

Orthop Res 1998; 16 (3): 330-339 

 

86. Lin, C. Y., Schek, R. M., Mistry, A. S., Shi, X., Mikos, A. G., Krebsbach, P. H., 

Hollister, S. J. Functional bone engineering using ex vivo gene therapy and 

topology-optimized, biodegradable polymer composite scaffolds. Tissue Eng 

2005; 11 (9-10): 1589-1598 

 

87. Lin, Y., Wang, T., Wu, L., Jing, W., Chen, X., Li, Z., Liu, L., Tang, W., Zheng, 

X., Tian, W. Ectopic and in situ bone formation of adipose tissue-derived 

stromal cells in biphasic calcium phosphate nanocomposite. J Biomed Mater 

Res A 2007; 81 (4): 900-910 

 

88. Linkhart, T. A., Mohan, S., Baylink, D. J. Growth factors for bone growth and 

repair: IGF, TGF beta and BMP. Bone 1996; 19 (1 Suppl): 1S-12S 

 

89. Litzinger, D. C., Brown, J. M., Wala, I., Kaufman, S. A., Van, G. Y., Farrell, C. 

L., Collins, D. Fate of cationic liposomes and their complex with 

oligonucleotide in vivo. Biochim Biophys Acta 1996; 1281 (2): 139-149 

 

90. Liu, F., Huang, L. Development of non-viral vectors for systemic gene delivery. 

J Control Release 2002; 78 (1-3): 259-266 

 

91. Liu, T., Tang, A., Zhang, G., Chen, Y., Zhang, J., Peng, S., Cai, Z. Calcium 

phosphate nanoparticles as a novel nonviral vector for efficient transfection of 

DNA in cancer gene therapy. Cancer Biother Radiopharm 2005; 20 (2): 141-

149 

 

92. Löffler, G., Petrides, P. E. Biochemie & Pathobiochemie. Springer, Berlin, 

Heidelberg, New York, Hongkong, London, Mailand, Paris, Tokio (2003): 229, 

773-779, 905 

 



LITERATUR  93 
   

 

 

93. Lukacs, G. L., Haggie, P., Seksek, O., Lechardeur, D., Freedman, N., 

Verkman, A. S. Size-dependent DNA mobility in cytoplasm and nucleus. J Biol 

Chem 2000; 275 (3): 1625-1629 

 

94. Luo, D., Saltzman, W. M. Synthetic DNA delivery systems. Nat Biotechnol 

2000; 18 (1): 33-37 

 

95. Luo, J., Sun, M. H., Kang, Q., Peng, Y., Jiang, W., Luu, H. H., Luo, Q., Park, J. 

Y., Li, Y., Haydon, R. C., He, T. C. Gene therapy for bone regeneration. Curr 

Gene Ther 2005; 5 (2): 167-179 

 

96. Macey, M. G. Flow Cytometry - Principles and Applications. Human Press Inc., 

Totowa, New Jersey (2007): 1-15, 17, 70 

 

97. Madry, H., Trippel, S. B. Efficient lipid-mediated gene transfer to articular 

chondrocytes. Gene Ther 2000; 7 (4): 286-291 

 

98. Maitra, A. Calcium phosphate nanoparticles: second-generation nonviral 

vectors in gene therapy. Expert Rev Mol Diagn 2005; 5 (6): 893-905 

 

99. Mao, H. Q., Roy, K., Troung-Le, V. L., Janes, K. A., Lin, K. Y., Wang, Y., 

August, J. T., Leong, K. W. Chitosan-DNA nanoparticles as gene carriers: 

synthesis, characterization and transfection efficiency. J Control Release 

2001; 70 (3): 399-421 

 

100. Masters, J. R. HeLa cells 50 years on: the good, the bad and the ugly. Nat 

Rev Cancer 2002; 2 (4): 315-319 

 

101. McCaffrey, A., Kay, M. A., Contag, C. H. Advancing molecular therapies 

through in vivo bioluminescent imaging. Mol Imaging 2003; 2 (2): 75-86 

 

102. McKay, I., Leigh, I. Growth Factors: A Practical Approach. Oxford University 

Press, USA (1993): 85-106 

 



LITERATUR  94 
   

 

 

103. Miyazaki, S., Miyazaki, J. In vivo DNA electrotransfer into muscle. Dev Growth 

Differ 2008; 50 (6): 479-483 

 

104. Musgrave, D. S., Bosch, P., Ghivizzani, S., Robbins, P. D., Evans, C. H., 

Huard, J. Adenovirus-mediated direct gene therapy with bone morphogenetic 

protein-2 produces bone. Bone 1999; 24 (6): 541-547 

 

105. Nabel, E. G., Yang, Z. Y., Plautz, G., Forough, R., Zhan, X., Haudenschild, C. 

C., Maciag, T., Nabel, G. J. Recombinant fibroblast growth factor-1 promotes 

intimal hyperplasia and angiogenesis in arteries in vivo. Nature 1993; 362 

(6423): 844-846 

 

106. Nchinda, G., Uberla, K., Zschornig, O. Characterization of cationic lipid DNA 

transfection complexes differing in susceptability to serum inhibition. BMC 

Biotechnol 2002; 2: 12 

 

107. Nishikawa, M., Huang, L. Nonviral vectors in the new millennium: delivery 

barriers in gene transfer. Hum Gene Ther 2001; 12 (8): 861-870 

 

108. Niyibizi, C., Baltzer, A., Lattermann, C., Oyama, M., Whalen, J. D., Robbins, P. 

D., Evans, C. H. Potential role for gene therapy in the enhancement of fracture 

healing. Clin Orthop Relat Res 1998; (355 Suppl): S148-153 

 

109. Ogawa, H., Inouye, S., Tsuji, F. I., Yasuda, K., Umesono, K. Localization, 

trafficking, and temperature-dependence of the Aequorea green fluorescent 

protein in cultured vertebrate cells. Proc Natl Acad Sci U S A 1995; 92 (25): 

11899-11903 

 

110. Oku, N., Yamazaki, Y., Matsuura, M., Sugiyama, M., Hasegawa, M., Nango, 

M. A novel non-viral gene transfer system, polycation liposomes. Adv Drug 

Deliv Rev 2001; 52 (3): 209-218 

 

111. Olton, D., Li, J., Wilson, M. E., Rogers, T., Close, J., Huang, L., Kumta, P. N., 

Sfeir, C. Nanostructured calcium phosphates (NanoCaPs) for non-viral gene 



LITERATUR  95 
   

 

 

delivery: influence of the synthesis parameters on transfection efficiency. 

Biomaterials 2007; 28 (6): 1267-1279 

 

112. Omidi, Y., Barar, J., Akhtar, S. Toxicogenomics of cationic lipid-based vectors 

for gene therapy: impact of microarray technology. Curr Drug Deliv 2005; 2 

(4): 429-441 

 

113. Orrantia, E., Chang, P. L. Intracellular distribution of DNA internalized through 

calcium phosphate precipitation. Exp Cell Res 1990; 190 (2): 170-174 

 

114. Orth, P., Weimer, A., Kaul, G., Kohn, D., Cucchiarini, M., Madry, H. Analysis of 

novel nonviral gene transfer systems for gene delivery to cells of the 

musculoskeletal system. Mol Biotechnol 2008; 38 (2): 137-144 

 

115. Park, J., Ries, J., Gelse, K., Kloss, F., von der Mark, K., Wiltfang, J., Neukam, 

F. W., Schneider, H. Bone regeneration in critical size defects by cell-

mediated BMP-2 gene transfer: a comparison of adenoviral vectors and 

liposomes. Gene Ther 2003; 10 (13): 1089-1098 

 

116. Partridge, K. A., Oreffo, R. O. Gene delivery in bone tissue engineering: 

progress and prospects using viral and nonviral strategies. Tissue Eng 2004; 

10 (1-2): 295-307 

 

117. Patil, P. V., Graziano, G. P., Bonadio, J., Goldstein, S. A. Interbody fusion 

augmentation using localized gene delivery. Trans Orthop Res Soc 2000; 25: 

360 

 

118. Patil, S. D., Rhodes, D. G., Burgess, D. J. DNA-based therapeutics and DNA 

delivery systems: a comprehensive review. Aaps J 2005; 7 (1): E61-77 

 

119. Phillips, J. E., Gersbach, C. A., Garcia, A. J. Virus-based gene therapy 

strategies for bone regeneration. Biomaterials 2007; 28 (2): 211-229 

 



LITERATUR  96 
   

 

 

120. Piston, D. W., Patterson, G. H., Knobel, S. M. Quantitative imaging of the 

green fluorescent protein (GFP). Methods Cell Biol 1999; 58: 31-48 

 

121. Plautz, J. D., Kay, S. A. Synchronous real-time reporting of multiple cellular 

events. Methods Cell Biol 1999; 58: 283-291 

 

122. Prendergast, F. G. Biophysics of the green fluorescent protein. Methods Cell 

Biol 1999; 58: 1-367 

 

123. Rettig, G. R., Rice, K. G. Non-viral gene delivery: from the needle to the 

nucleus. Expert Opin Biol Ther 2007; 7 (6): 799-808 

 

124. Ross, P. C., Hui, S. W. Lipoplex size is a major determinant of in vitro 

lipofection efficiency. Gene Ther 1999; 6 (4): 651-659 

 

125. Roy, I., Mitra, S., Maitra, A., Mozumdar, S. Calcium phosphate nanoparticles 

as novel non-viral vectors for targeted gene delivery. Int J Pharm 2003; 250 

(1): 25-33 

 

126. Rundle, C. H., Miyakoshi, N., Kasukawa, Y., Chen, S. T., Sheng, M. H., 

Wergedal, J. E., Lau, K. H., Baylink, D. J. In vivo bone formation in fracture 

repair induced by direct retroviral-based gene therapy with bone 

morphogenetic protein-4. Bone 2003; 32 (6): 591-601 

 

127. Sakurai, F., Inoue, R., Nishino, Y., Okuda, A., Matsumoto, O., Taga, T., 

Yamashita, F., Takakura, Y., Hashida, M. Effect of DNA/liposome mixing ratio 

on the physicochemical characteristics, cellular uptake and intracellular 

trafficking of plasmid DNA/cationic liposome complexes and subsequent gene 

expression. J Control Release 2000; 66 (2-3): 255-269 

 

128. Samee, M., Kasugai, S., Kondo, H., Ohya, K., Shimokawa, H., Kuroda, S. 

Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) and vascular endothelial growth factor 

(VEGF) transfection to human periosteal cells enhances osteoblast 

differentiation and bone formation. J Pharmacol Sci 2008; 108 (1): 18-31 



LITERATUR  97 
   

 

 

 

129. Sandhu, A. P., Lam, A. M., Fenske, D. B., Palmer, L. R., Johnston, M., Cullis, 

P. R. Calcium enhances the transfection potency of stabilized plasmid-lipid 

particles. Anal Biochem 2005; 341 (1): 156-164 

 

130. Scaduto, A. A., Lieberman, J. R. Gene therapy for osteoinduction. Orthop Clin 

North Am 1999; 30 (4): 625-633 

 

131. Schek, R. M., Hollister, S. J., Krebsbach, P. H. Delivery and protection of 

adenoviruses using biocompatible hydrogels for localized gene therapy. Mol 

Ther 2004; 9 (1): 130-138 

 

132. Schek, R. M., Wilke, E. N., Hollister, S. J., Krebsbach, P. H. Combined use of 

designed scaffolds and adenoviral gene therapy for skeletal tissue 

engineering. Biomaterials 2006; 27 (7): 1160-1166 

 

133. Schwarz, E. M. The adeno-associated virus vector for orthopaedic gene 

therapy. Clin Orthop Relat Res 2000; (379 Suppl): S31-39 

 

134. Senior, J., Crawley, J. C., Gregoriadis, G. Tissue distribution of liposomes 

exhibiting long half-lives in the circulation after intravenous injection. Biochim 

Biophys Acta 1985; 839 (1): 1-8 

 

135. Sokolova, V., Kovtun, A., Heumann, R., Epple, M. Tracking the pathway of 

calcium phosphate/DNA nanoparticles during cell transfection by incorporation 

of red-fluorescing tetramethylrhodamine isothiocyanate-bovine serum albumin 

into these nanoparticles. J Biol Inorg Chem 2007; 12 (2): 174-179 

 

136. Sokolova, V. V., Radtke, I., Heumann, R., Epple, M. Effective transfection of 

cells with multi-shell calcium phosphate-DNA nanoparticles. Biomaterials 

2006; 27 (16): 3147-3153 

 

137. Son, K. K., Patel, D. H., Tkach, D., Park, A. Cationic liposome and plasmid 

DNA complexes formed in serum-free medium under optimum transfection 



LITERATUR  98 
   

 

 

condition are negatively charged. Biochim Biophys Acta 2000; 1466 (1-2): 11-

15 

 

138. Stiehler, M., Duch, M., Mygind, T., Li, H., Ulrich-Vinther, M., Modin, C., 

Baatrup, A., Lind, M., Pedersen, F. S., Bunger, C. E. Optimizing viral and non-

viral gene transfer methods for genetic modification of porcine mesenchymal 

stem cells. Adv Exp Med Biol 2006; 585: 31-48 

 

139. Stone, D., David, A., Bolognani, F., Lowenstein, P. R., Castro, M. G. Viral 

vectors for gene delivery and gene therapy within the endocrine system. J 

Endocrinol 2000; 164 (2): 103-118 

 

140. Tousignant, J. D., Gates, A. L., Ingram, L. A., Johnson, C. L., Nietupski, J. B., 

Cheng, S. H., Eastman, S. J., Scheule, R. K. Comprehensive analysis of the 

acute toxicities induced by systemic administration of cationic lipid:plasmid 

DNA complexes in mice. Hum Gene Ther 2000; 11 (18): 2493-2513 

 

141. Treves, S., Franzini-Armstrong, C., Moccagatta, L., Arnoult, C., Grasso, C., 

Schrum, A., Ducreux, S., Zhu, M. X., Mikoshiba, K., Girard, T., Smida-Rezgui, 

S., Ronjat, M., Zorzato, F. Junctate is a key element in calcium entry induced 

by activation of InsP3 receptors and/or calcium store depletion. J Cell Biol 

2004; 166 (4): 537-548 

 

142. Truong-Le, V. L., Walsh, S. M., Schweibert, E., Mao, H. Q., Guggino, W. B., 

August, J. T., Leong, K. W. Gene transfer by DNA-gelatin nanospheres. Arch 

Biochem Biophys 1999; 361 (1): 47-56 

 

143. Tseng, W. C., Haselton, F. R., Giorgio, T. D. Transfection by cationic 

liposomes using simultaneous single cell measurements of plasmid delivery 

and transgene expression. J Biol Chem 1997; 272 (41): 25641-25647 

 

144. Turk, M., Dincer, S., Yulug, I. G., Piskin, E. In vitro transfection of HeLa cells 

with temperature sensitive polycationic copolymers. J Control Release 2004; 

96 (2): 325-340 



LITERATUR  99 
   

 

 

 

145. Uchida, E., Mizuguchi, H., Ishii-Watabe, A., Hayakawa, T. Comparison of the 

efficiency and safety of non-viral vector-mediated gene transfer into a wide 

range of human cells. Biol Pharm Bull 2002; 25 (7): 891-897 

 

146. Urabe, M., Kume, A., Tobita, K., Ozawa, K. DNA/Calcium phosphate 

precipitates mixed with medium are stable and maintain high transfection 

efficiency. Anal Biochem 2000; 278 (1): 91-92 

 

147. Urist, M. R. Bone: formation by autoinduction. Science 1965; 150 (698): 893-

899 

 

148. Valentin-Opran, A., Wozney, J., Csimma, C., Lilly, L., Riedel, G. E. Clinical 

evaluation of recombinant human bone morphogenetic protein-2. Clin Orthop 

Relat Res 2002; (395): 110-120 

 

149. Vaughan, E. E., DeGiulio, J. V., Dean, D. A. Intracellular trafficking of plasmids 

for gene therapy: mechanisms of cytoplasmic movement and nuclear import. 

Curr Gene Ther 2006; 6 (6): 671-681 

 

150. Wagner, E. Strategies to improve DNA polyplexes for in vivo gene transfer: 

will "artificial viruses" be the answer? Pharm Res 2004; 21 (1): 8-14 

 

151. Walters, R. W., Duan, D., Engelhardt, J. F., Welsh, M. J. Incorporation of 

adeno-associated virus in a calcium phosphate coprecipitate improves gene 

transfer to airway epithelia in vitro and in vivo. J Virol 2000; 74 (1): 535-540 

 

152. Wang, E. A. Bone morphogenetic proteins (BMPs): therapeutic potential in 

healing bony defects. Trends Biotechnol 1993; 11 (9): 379-383 

 

153. Welzel, T., Meyer-Zaika, W., Epple, M. Continuous preparation of 

functionalised calcium phosphate nanoparticles with adjustable crystallinity. 

Chem Commun (Camb) 2004; (10): 1204-1205 

 



LITERATUR  100 
   

 

 

154. Wen, J., Mao, H. Q., Li, W., Lin, K. Y., Leong, K. W. Biodegradable 

polyphosphoester micelles for gene delivery. J Pharm Sci 2004; 93 (8): 2142-

2157 

 

155. Wilson, J. M. Vectors--shuttle vehicles for gene therapy. Clin Exp Immunol 

1997; 107 Suppl 1: 31-32 

 

156. Winn, S. R., Hu, Y., Sfeir, C., Hollinger, J. O. Gene therapy approaches for 

modulating bone regeneration. Adv Drug Deliv Rev 2000; 42 (1-2): 121-138 

 

157. Wu, G. Y., Wu, C. H. Receptor-mediated in vitro gene transformation by a 

soluble DNA carrier system. J Biol Chem 1987; 262 (10): 4429-4432 

 

158. Xu, Y., Szoka, F. C., Jr. Mechanism of DNA release from cationic 

liposome/DNA complexes used in cell transfection. Biochemistry 1996; 35 

(18): 5616-5623 

 

159. Yang, X., Walboomers, X. F., van den Dolder, J., Yang, F., Bian, Z., Fan, M., 

Jansen, J. A. Non-viral bone morphogenetic protein 2 transfection of rat dental 

pulp stem cells using calcium phosphate nanoparticles as carriers. Tissue Eng 

Part A 2008; 14 (1): 71-81 

 

160. Yang, Y. W., Yang, J. C. Calcium phosphate as a gene carrier: electron 

microscopy. Biomaterials 1997; 18 (3): 213-217 

 

161. Zabner, J. Cationic lipids used in gene transfer. Adv Drug Deliv Rev 1997; 27 

(1): 17-28 

 

162. Zabner, J., Fasbender, A. J., Moninger, T., Poellinger, K. A., Welsh, M. J. 

Cellular and molecular barriers to gene transfer by a cationic lipid. J Biol Chem 

1995; 270 (32): 18997-19007 

 

163. Zelphati, O., Szoka, F. C., Jr. Mechanism of oligonucleotide release from 

cationic liposomes. Proc Natl Acad Sci U S A 1996; 93 (21): 11493-11498 



LITERATUR  101 
   

 

 

 

164. Zhang, G., Liu, T., Chen, Y. H., Chen, Y., Xu, M., Peng, J., Yu, S., Yuan, J., 

Zhang, X. Tissue Specific Cytotoxicity of Colon Cancer Cells Mediated by 

Nanoparticle-delivered Suicide Gene In vitro and In vivo. Clin Cancer Res 

2009; 15 (1): 201-207 

 

 



  102 
   

 

 

 

Eidesstattliche Erklärung 

 

 

Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbständig verfasst und 

keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel benutzt habe. 

 

Die Dissertation ist bisher keiner anderen Fakultät vorgelegt worden. 

 

Ich erkläre, dass ich bisher kein Promotionsverfahren erfolglos beendet habe und 

dass eine Aberkennung eines bereits erworbenen Doktorgrades nicht vorliegt. 

 

 

 



  103 
   

 

 

Lebenslauf 

Persönliche Daten: 

Name: Julia Maria Nonn 

Geburtsdatum: 28.09.1983 

Geburtsort: Köln 

 

Schulischer Werdegang: 

1990 - 1994 St.-Martin-Grundschule Köln-Seeberg 

1994 - 2002 Heinrich-Mann-Gymnasium Köln-Weiler 

Jun 2002 Abitur 

 

Hochschulausbildung: 

Okt 2002 – Nov 2008: Studium der Humanmedizin an der Ernst-Moritz-Arndt Universität  

 zu Greifswald (EMAU) 

Aug/Sep 2004 Ärztliche Vorprüfung 

Okt/Nov 2008 Zweiter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung  

 

Famulaturen: 

Mai 2005 Deutsches Herzzentrum München  

 Klinik für Herz- und Kreislauferkrankungen 
 

Juli 2005 Klinische Onkologie der Universitätsklinik Leiden, Niederlande 

 (Klinische Oncologie, Leids Universitair Medisch Centrum) 
 

September 2005 Klinik und Poliklinik für Orthopädie und Orthopädische Chirurgie 

 der Ernst-Moritz-Arndt Universität Greifswald  
 

Mrz/Apr 2007 Klinik und Poliklinik für Psychiatrie und Psychotherapie der Ernst- 

 Moritz-Arndt Universität Greifswald 

 

Praktisches Jahr: 

Aug-Dez 2007 Abteilung für Allgemeine Chirurgie des Asana Spitals  

(Chirurgie) Menziken, Schweiz 
 

Dez 2007-Jan 2008 Klinik und Poliklinik für Innere Medizin B der Ernst-Moritz- Arndt 

(Innere Medizin) Universität Greifswald 
 

Feb 2008-Mrz 2008 Klinik für Endokrinologie, Eric-Williams-Wissenschaftskomplex 

(Innere Medizin) St. Augustine der Universität der Westindischen Inseln, Trinidad  

 und Tobago 
 

Mrz-Jul 2008 Klinik und Poliklinik für Psychiatrie und Psychotherapie der Ernst- 

(Psychiatrie) Moritz-Arndt Universität Greifswald  

 



  104 
   

 

 

 

Arbeitserfahrung als studentische Hilfskraft: 

Okt 2003 – Mrz 2007 Hilfskraft in der Forschungsabteilung der Klinik und Poliklinik für  

 Orthopädie und Orthopädische Chirurgie der Ernst- Moritz-Arndt  

 Universität Greifswald  
 

Jun 2008 – Jan 2009 Hilfskraft und Assistenz im Institut für sozialmedizinische  

 Begutachtung, Greifswald 

 

Arbeitserfahrung als Assistenzärztin: 

Februar 2009 bis Januar 2010 Medizinische Abteilung des Spitals Menziken, Schweiz 
 

Februar 2010 bis heute wissenschaftliche Mitarbeiterin im Institut für Bewegungstherapie  

 und bewegungsorientierte Prävention und Rehabilitation der  

 Deutschen Sporthochschule Köln 

 

Zusatzqualifikation: 

Mai 2010 Ernährungsmedizinerin BFD e.V. 

 

Publikation: 

Koch, H., Jadlowiec, J. A., Fu, F. H., Nonn, J., Merk, H. R., Hollinger, J. O., Campbell, P. G. Effekt 
von Growth/Differentiation Factor-5 (GDF-5) auf Genotyp und Phänotyp humaner adulter 
mesenchymaler Stammzellen. Z Orthop Ihre Grenzgeb 2004; 142 (2): 248-253 

 
 

 



  105 
   

 

 

Danksagung 

 

Ich danke Herrn Prof. Dr. med. H. R. Merk herzlich für die Bereitstellung des 

interessanten Themas. Zudem geht mein Dank an Hannjörg Koch für die gute 

Betreuung und die anregenden Gespräche.  

Des Weiteren danke ich der gesamten Forschungs-Abteilung der Klinik und Poliklinik 

für Orthopädie Greifswald, besonders Svea Gerber für ihre Unterstützung im Labor 

sowie Heiko Spank für die Mithilfe beim operativen Teil des Tierversuchs.  

 

Charles Sfeir danke ich für die Bereitstellung des Transfektionsprotokolls sowie des 

Plasmids. 

 

Weiterhin danken möchte ich Frau Prof. Dr. med. B. Bröker für die freundliche 

Aufnahme in ihrem Labor sowie die Bereitstellung der Geräte. Ein besonderer Dank 

geht zudem an Mareike Schmudde für ihre jederzeit entgegengebrachte 

Hilfsbereitschaft bei der FACS-Analyse. 

 

Weiterhin geht ein herzlicher Dank an Herrn Prof. Dr. med. vet. J. P. Teifke, Frau Dr. 

med. vet. E. Lange und Herrn Dr. med. vet. R. Klopfleisch für die tiermedizinische 

Betreuung und die anregenden Diskussionen. Zudem danke ich Herrn Prof. Teifke 

für die freundliche Aufnahme im pathologischen Labor des Friedrich-Löffler-Instituts 

auf der Insel Riems und die Bereitstellung der Geräte. Ebenfalls möchte ich Angele 

Breithaupt und Frau Czerwinski für die ausdauernde Unterstützung im Labor meine 

Dankbarkeit aussprechen. 

 

Letztendlich gilt mein herzlichster Dank meinen Eltern, meiner Schwester Anika und 

meinen Großeltern für die immerwährende Unterstützung und Hilfe. Ein ebenso 

herzlicher Dank gilt auch meinen Freunden, die mich mit großem Verständnis in 

dieser Zeit begleitet haben - besonders danke ich Stephanie Stecher für die 

unermüdlichen, konstruktiven Diskussionen sowie Bettina Schaar für ihre Förderung 

und den ständigen Rückhalt. 


