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Zusammenfassung

Die lokale medikamentose Therapie oraler Entziindungserkrankungen wird
durch die chemischen, physischen und physikalischen Gegebenheiten der
MundhoOhle erschwert. Speichelfluss und gingivales Sulkusfluid oder die
Bewegung der Zunge verursachen Verdinnungseffekte bzw. mechanische
Einflisse. Dies erschwert das Anhaften topisch applizierter Medikamente auf
der oralen Schleimhaut. Nanocarrier auf der Basis chemisch synthetisierter
Polymere konnten diesen gezielten Medikamententransport (Drug-Targeting)
durch Verbesserung von Adhasion und Penetration erleichtern und zu einer
Wirkstoffanreicherung im Zielgewebe flihren. Dendritisches Polyglycerolsulfat
(dPGS) und dessen Derivat - hochverzweigtes Polyglycerol-co-Polycoprolactan-
Sulfat (h(PG-co-PCL)S) - sind Polymere, die als solche Drug-Targeting-
Systeme genutzt werden koénnten. h(PG-co-PCL)S weist Esterbindungen auf,
welche eine bessere Abbaubarkeit als dPGS durch koérpereigene Enzyme
garantieren. Das nachgewiesene anti-inflammatorische Potential, z.B. durch
eine L- und P-Selektin-Hemmung, macht beide Nanaocarrier zu attraktiven
Kandidaten fir die Therapie oraler Entziindungserkrankungen. Beide Polymere
wurden in vorangegangenen Studien in vitro als biokompatibel eingestuft und
zeigten die Fahigkeit, in humane Haut zu penetrieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Penetrationsverhalten erstmals auf der
oralen Mukosa mit Applikationszeiten von maximal 5 min evaluiert. Es konnte
gezeigt werden, dass nach bereits 30 s eine statische Adharenz und nach 5
min auch eine Penetration in bukkale und mastikatorische Mukosa mdglich war.
In mastikatorischer Mukosa akkumulierten beide Nanocarrier im Stratum
corneum und penetrierten nur in geringen Mengen in tiefere viable
Epithelschichten. Eine Penetration Uber die Basalmembran in die Lamina
propria hinaus konnte nicht beobachtet werden.

dPGS und h(PG-co-PCL)S provozierten unter den gewahlten Bedingungen
keine Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine, was darauf hinweisen
konnte, dass nach Applikation diese Nanocarrier keine Entzindungsreaktion
ausgeldst wird. Wahrend mit dPGS-NC keine Reduzierung der mitochondrialen

Aktivitat in oralen Epithelzellen mit unterschiedlich hohen Konzentrationen



nachgewiesen werden konnte, zeigte der h(PG-co-PCL)S-NC nach 24 h mit der
hdchsten Konzentration (c =50 ug/ml) eine leicht reduzierte mitochondriale
Aktivitat. Die durchgefiihrten Grundlagenexperimente stellen die Basis fur die
weitere Evaluation dieser Nanocarrier in den oralen epithelialen Geweben in

vivo und in vitro dar.



Abstract

Local drug therapy of oral inflammatory diseases is complicated by the chemical
and physical conditions of the oral cavity. Salivary flow and gingival sulcus fluid
as well as the movements of the tongue are causing dilution effects and
mechanical influences. This makes it difficult for topically applied drugs to
adhere to the oral mucosa. Nanocarriers based on chemically synthesized
polymers could facilitate this targeted drug transport (drug targeting) by
improving adhesion and penetration and leading to the accumulation of the drug
in the target tissue. Dendritic polyglycerol sulfate (dPGS) and its derivative -
hyper branched polyglycerol-co-polycoprolactane sulfate (h(PG-co-PCL)S) - are
polymers that could be used as such drug targeting systems. h(PG-co-PCL)S-
NC exhibits ester bonds, that ensure better degradability than dPGS-NC by
endogenous enzymes. The demonstrated anti-inflammatory potential, e.g.
through L- and P-selectin inhibition, makes both nanocarriers attractive
candidates for the therapy of oral inflammatory diseases. Both polymers were
found to be biocompatible in previous studies in vitro and exhibited the ability to
penetrate into the human skin.

In the present work, the penetration behavior was evaluated for the first time on
the oral mucosa with application times of maximum 5 min. It was shown that
static adherence was possible after 30 sec and penetration into buccal and
masticatory mucosa after 5 min. In masticatory mucosa, both nanocarriers
accumulated in the stratum corneum and penetrated only in small amounts into
deeper viable epithelial layers. Penetration beyond the basement membrane
into the lamina propria was not observed.

Under the selected conditions, dPGS- and h(PG-co-PCL)S-NC did not provoke
the release of pro-inflammatory cytokines, which may indicate that no
inflammatory response is induced after application of those nanocarriers. While
no reduction of mitochondrial activity was detected with dPGS-NC in oral
gingival epithelial cells at different concentrations, h(PG-co-PCL)S-NC showed
slightly reduced mitochondrial activity after 24 h with the highest concentration
(c = 50 ug/ml). These experiments are the basis for further evaluation of these

nanocarriers in oral epithelial tissues in vivo and in vitro.



1 Einleitung

Die orale Mukosa besitzt eine Barrierefunktion und schiitzt vor dem Eindringen
von Mikroorganismen (Radlanski, 2001). Entziindungserkrankungen der oralen
Schleimhaut sind fur Patienten schmerzhaft und teilweise schwer zu
therapieren. Physiologische Gegebenheiten, wie Speichelfluss erschweren eine
topische Applikation von Medikamenten in der Mundhohle durch Verdinnung
der Wirkstoff-Konzentration (Greenstein and Tonetti, 2000). Daher wird in
schweren Erkrankungsféllen auf eine systemische Anwendung zuriickgegriffen,
welche erhebliche Nebenwirkungen mit sich bringen kann (Turos et al., 2007).
Die Erforschung und Herstellung eines wirksamen Medikamententransport-
Systems (Drug-Targeting-System) zur Therapie oraler Entzindungserkran-
kungen ist Gegenstand aktueller Forschung. Die Nanotechnologie hat in vielen
Teilen der Medizin (Nanomedizin) mit vielversprechenden Mdglichkeiten Einzug
gehalten (Hafner et al., 2014). Moleklle im Nanogréf3enbereich von 1-100 nm,
welche als Trager z.B. von Medikamenten fungieren, werden Nanocarrier
genannt (Ghosh et al., 2019). Diese werden bereits in der Augenheilkunde
(Diebold and Calonge, 2010), Dermatologie (Papakostas et al., 2011) oder in
der Krebsforschung (Dias et al., 2020) eingesetzt, um Diagnostik und Therapie
zu verbessern (Hafner et al., 2014). Ex vivo-Studien mit speziellen,
sogenannten ,Core-multishell“ (CMS-)-Nanocarriern konnten deren Aufnahme
in oraler Mukosa nachweisen (Jager et al., 2018) und zeigen, dass CMS-NC
Medikamente, wie z.B. Dexamethason transportierten und freisetzten (Jager et
al.,, 2018, Yamamoto et al., 2016). Ein weiterer daraufhin untersuchter
Nanocarrier war dendritisches Polyglycerol-Sulfat (dPGS), welcher in voraus-
gegangenen Studien gute anti-inflammatorische und funktionelle Ergebnisse
lieferte (Pant et al., 2017, Reimann et al., 2017, Silberreis et al., 2019b).
Allerdings wurde in friheren Studien erkannt, dass urspringlich verwendete
Strukturen des dPGS-NC nicht vollstandig degradierten, sondern verstarkt in
Leber und Niere akkumulierten (Ferraro et al., 2018, Khandare et al., 2010).
Daraufhin wurde ein dPGS-Derivat, das hochverzweigte (hyperbranched)
Poly(glycerol-co-Polycaprolactone)-Sulfat (h(PG-co-PCL)S) entwickelt, welches

durch den Einbau zusatzlicher Esterbindungen eine verbesserte Bio-
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abbaubarkeit aufwies (Ferraro et al., 2018). Untersuchungen mit den
Nanocarriern dPGS und h(PG-co-PCL)S auf oraler Mukosa erfolgten bisher
noch nicht. In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl der dPGS- Nanocarrier als
auch dessen Derivat h(PG-co-PCL)S in Hinblick auf Penetrationseigenschaften
in oraler Mukosa, der Expression von Entzindungsmediatoren und der Viabilitat

oraler Epithelzellen evaluiert.

1.1 Anatomischer Aufbau der oralen Mukosa

Die Mundhdohle ist mit Schleimhaut (Mukosa) ausgekleidet und dient als
Barriere gegen das Eindringen pathogener Mikroorganismen und Fremdstoffen,
sowie als Schutz vor mechanischen Einwirkungen (Presland and Jurevic, 2002,
Radlanski, 2001).

Die orale Mukosa weist je nach Lokalisation und Funktion drei verschiedene
Beschaffenheiten auf (Abb. 1) (Groeger and Meyle, 2015, Squier and Kremer,
2001). Regionen, die funktionell am Kauvorgang beteiligt sind und stark
beansprucht werden, wie Gingiva oder harter Gaumen, weisen eine rigide
mastikatorische, ortho-para-keratinisierte Mukosa auf. Die auskleidende
(bukkale) Mukosa bedeckt Abschnitte der Mundhdhle, wie Wangeninnenseite
oder Mundboden, welche z.B. eine gute Artikulation ermdglichen.

Die Zungenoberflache ist mit spezialisierter Mukosa bekleidet (Abb. 1), in
welche die Geschmacksknospen eingebettet sind. Die Farbe der Mukosa wird
von der Struktur des Epithels, der Dicke, der Menge an Melanin und der
Durchblutung der darunterliegenden Lamina propria bestimmt. Bukkale Mukosa
erscheint rosig-pink, mastikatorische Mukosa erscheint blass-rot. In gesundem

Zustand zeigt die bukkale Mukosa eine Stippelung (Kramer et al., 1978)
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Oberlippe

Zungenriicken

Alveolarmukosa

Harter Gaumen

Gingiva
Weicher Gaumen
Wange Mundboden
Zunge Unterlippe

. Mastikatorische Mundschleimhaut

Auskleidende Mundschleimhaut

D Spezialisierte Mundschleimhaut

Abbildung 1: die verschiedenen Qualitaten der oralen Mukosa
schematisierte Darstellung der Lokalisation der unterschiedlichen Qualitdten der Schleimhaut;
Abbildung modifiziert nach Squier und Kremer (Squier and Kremer, 2001)

Histologisch besteht die orale Mukosa aus einem mehrschichtigen
Plattenepithel und einer darunter liegenden Schicht aus fibrésem Bindegewebe,
der Lamina propria (Papagerakis et al., 2014, Radlanski, 2001). In dieser
befinden sich Blut- und Lymphgefal3e, sowie Nervenfasern. Die Mukosa ist Uber
Zell-Matrix-Verbindungen, sogenannten Hemidesmosomen, mit dem darunter
liegenden Knochen verbunden (Schreurs et al., 2020).

Die mastikatorische Mukosa (Abb. 2 A) ist keratinisiert und weist auf der
Oberflache ein rigides Stratum corneum auf, welches aus degradierten
Korneozyten besteht. Weiter basal liegt das Stratum granulosum mit
abgeflachten Granula-bestiickten-Korneozyten (Abb. 2 A). Das darunter-
liegende Stratum spinosum besteht aus kubischen, Uber Desmosomen
verbundene Epithelzellen (Groeger and Meyle, 2015) und liegt Gber dem
Stratum basale, welches eng aneinandergereihte, hochprismatische
Epithelzellen aufweist (Papagerakis et al., 2014). In der darunter liegenden

Lamina propria mucosae befinden sich Kollagenfasern, welche zur
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Stabilisierung der Mukosa vor mechanischen Einwirkungen beim Kauvorgang
beitragen.

Die sogenannte auskleidende (bukkale) Mukosa (Abb. 2 B) ist nicht keratinisiert
(Groeger and Meyle, 2015) und wird histologisch durch ein Stratum superficiale
mit abgeflachten Epithelzellen, ein weiter apikal liegendes Stratum intermedium
mit kubischen Epithelzellen und dem darunterliegenden Stratum basale
beschrieben (Radlanski, 2001). Die Lamina propria mucosae der auskleidenden
Mukosa weist im Vergleich zur mastikatorischen Mukosa weniger Kollagen-

fasern auf, wodurch diese elastischer wird.

Stratum corneum

Stratum granulosum

Stratum spinosum
Stratum basale
Basalmembran

Lamina propria

Stratum superficiale

Stratum spinosum

Stratum basale
Basalmembran

Lamina propria

Abbildung 2: Schematisierter Aufbau der Mundschleimhaut
mit den einzelnen Strati der mastikatorischen (A) und auskleidenden (B) Mukosa
modifiziert nach (Radlanski, 2001)
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1.2 Entzindliche Erkrankungen der oralen Mukosa

Mehr als 700 verschiedene Bakterien wurden bislang in der Mundhéhle
beschrieben (Dewhirst et al., 2010). Die vermutete Anzahl der im Mund
lebenden Mikroorganismen ist dagegen weitaus hoéher. Das orale Mikrobiom
organisiert sich symbiotisch im sogenannten Biofilm, welcher alle Bereiche der
oralen Kavitat, wie den Zahnhalteapparat (Parodont), Zahne, Zunge, Gaumen
und die orale Schleimhaut besiedeln kann. Orale Entzundungserkrankungen
wie Parodontitis sind die immunologische Reaktion auf einen in eine Dysbiose
geratenen Biofilm (Hajishengallis and Korostoff, 2017, Pozo, 2018, Sanz et al.,
2017). For die Zerstérung des Zahnhalteapparates ist allerdings nicht der
Biofilm selbst, sondern eine tberméfige Immunantwort auf die vorhandenen
Mikroorganismen mitverantwortlich (Hajishengallis, 2014, Hajishengallis and
Korostoff, 2017). Durch verschiedene Faktoren wie genetische Pradispositionen
(Schaefer, 2018), Zigarettenkonsum (Freitag-Wolf et al., 2019, Johnson and
Guthmiller, 2007), Erndhrung und systemische Vorerkrankungen, wie z.B.
Diabetes mellitus Typ2, kann die Entstehung einer Parodontitis begulnstigt
werden (Bartold and van Dyke, 2013, Genco and Sanz, 2020, Johnson and
Guthmiller, 2007, Papapanou et al., 2018).

Des Weiteren kdnnen Autoimmunerkrankungen wie z.B. oraler Lichen planus
oder das bullése Schleimhautpemphigoid als Mundschleimhauterkrankungen
auftreten oder ein geschwéchtes Immunsystem (z.B. bei HIV) zu einer sehr
schmerzhaften Pilzerkrankung (orale Candidiasis), sowie multiplen Aphten
fuhren (Marable et al., 2016, Mollen et al., 2017, Pozo, 2018).

1.3 Parodontitis

Parodontitis zahlt zu den 6 haufigsten chronischen Entziindungserkrankungen
des Menschen weltweit (Kassebaum et al., 2014). Die Erkrankung des
Zahnhalteapparates (Parodont) ist bakteriell induziert und multifaktoriell bedingt
(Papapanou et al., 2018). Durch komplexe Interaktionen zwischen pathogenen
Mikroorganismen und dem Immunsystem kommt es im Verlauf der Erkrankung
zu einer irreversiblen Zerstérung des Parodonts. Im Falle einer

Nichtbehandlung kann es zu Zahnverlust kommen (Ramseier et al., 2017). Bei
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systemischen Erkrankungen, wie Diabetes mellitus Typ 2 (Graziani et al., 2017,
Nascimento et al., 2018), kardio-vaskularen Erkrankungen (Friedewald et al.,
2009, Moroni et al., 2018) und rheumatoider Arthritis (Scher et al., 2014) wurde
eine Assoziation mit moderat bis schwerer Parodontitis erkannt (Genco and
Sanz, 2020, Jepsen et al., 2017).

1.3.1 Klinisches Bild und Atiopathogenese der Parodontitis

Das klinische Bild der Parodontitis ist charakterisiert durch einen mithilfe einer
parodontalen Messsonde klinisch messbaren Attachmentverlust (CAL) an mehr
als zwei nicht-benachbarten Z&hnen, einer Blutung auf Sondieren > 10 % und
einem rontgenologisch erkennbaren Knochenrickgang. Zusatzlich kdnnen
Rezessionen (Zahnfleischriickgang) vorhanden sein (Tonetti and Sanz, 2019).
Des Weiteren kann es zu erhohter Zahnlockerung und Zahnwanderungen,
Plaque-Biofilm-Ablagerungen, vergroRerten Zahnzwischenraumen, geschwol-
lenem Zahnfleisch und in besonders akuten Phasen zu Eiterbildung in den

Zahnfleischtaschen (Abb. 3) kommen (Papapanou et al., 2018).
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Abbildung 3: Klinisches Bild der Parodontitis

a: Rotung und Schwellung der Gingiva b: Blutung/Eiteraustritt c: Plaque-Biofilm Ablagerungen
d: vergréRerte Zahnzwischenrdume e: Zahnfleischriickgang

Quelle: Institut fir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde an der Charité

Die Atiologie der Parodontitis ist multifaktoriell und wird unter anderem durch
eine Dysbiose der in der Mundhéhle vorhandenen Mikroorganismen verursacht
(Papapanou et al., 2018), die sich im sogenannten Biofilm organisieren. Dieser
besiedelt feste Unterlagen und hat Kontakt zu einer flissigen Umgebung, wie
Speichel oder Sulkusfluid. Die Mikroorganismen im Biofilm &ndern ihre
Eigenschaften gegeniber denen, die sie unter planktonischen Umstanden
haben (Axelsson and Lindhe, 1981) und begilnstigen im ausgereiften Stadium
eine Chronifizierung systemischer Erkrankungen (Darveau, 2010, Genco and
Sanz, 2020). Eine Dysregulation des Immunsystems auf die vorhandenen
Bakterien (Hajishengallis, 2014, Hajishengallis and Korostoff, 2017) fuhrt zur
Manifestation der Entziindungserkrankung Parodontitis.

Epithelzellen produzieren pro-inflammatorische Zytokine als Reaktion auf
fremde mikrobielle Antigene (Dommisch et al., 2012, Hajishengallis and
Korostoff, 2017). Zu diesen Zytokinen gehdren unter anderem Interleukin-1p
(IL-1B ), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und der Tumornekrosefaktor-a
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(TNF-a) (Groeger and Meyle, 2015, Meyle and Chapple, 2015). Diese
Zytokine fuhren zu einer Aktivierung der ersten Abwehrzellen des angeborenen
Immunsystems: polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN). PMNs
stehen im Austausch mit den vor Ort vorhandenen Immun- und Epithelzellen
und sind in der Lage Bakterien zu degradieren und zu phagozytieren. Genetik,
Verhaltens- und Umweltfaktoren, sowie Medikamente konnen die Funktion von
PMNs verandern und somit eine Stérung der Homdostase des Immunsystems
auslosen (Meyle and Chapple, 2015).

Die bei einer Parodontitis vorliegende Dysbalance bewirkt, dass zum einen
proteolytische Enzyme nicht mehr geregelt gehemmt werden, reaktive
Sauerstoffspezies vermehrt gebildet und zu oxidativem Stress fuhren. Dadurch
liegt eine erhdhte Konzentration an Matrix-Metallo-Proteinasen vor, welche
gewebeabbauend agieren (Chapple and Matthews, 2007). Antimikrobielle
Peptide und antioxidative Schutzsysteme, welche die korpereigene Immun-
abwehr regeln, sind zudem nicht in ausreichender Zahl vorhanden und es
kommt zu vermehrter Gewebedestruktion. Dies bewirkt, dass die Entziindungs-
reaktion immer weiter nach apikal des Zahnes wandert und den
Alveolarknochen, sowie das Ubrige Parodont irreversibel abbaut (Meyle and
Chapple, 2015).

1.3.2 Epidemiologie der Parodontitis

Die funfte deutsche Mundgesundheitsstudie untersuchte die Pravalenz der
Parodontitis in Deutschland, wonach jeder zweite Patient in der Gruppe der 65
bis 74 Jahrigen (65 %) an einer mild bis moderaten und jeder finfte an einer
schweren Parodontitis erkrankt ist (Cholmakow-Bodechtel et al., 2016).
Weltweit sind 50 % der Bevolkerung an einer milden bis moderaten Parodontitis

und 11 % an einer schweren Form erkrankt (Kassebaum et al., 2014).
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1.3.3 Klassifikation der Parodontitis

Die ehemalige Klassifikation in chronisch und aggressive Parodontitis
(Armitage, 1999) wurde 2018 durch die aktuelle Klassifikation abgelost. Es
wurde eine Stadium- und Grad-Einteilung entwickelt (Tonetti et al.,, 2018),
welche eine reflektierte und patienten-individualisierte Diagnose ermaoglicht.
Anhand von Rontgenbildern, der Messung des BOP und des interdentalen CAL
wird zunédchst entschieden, ob es sich um ,parodontale Gesundheit"
(BOP <10 %, kein rontgenologisch vorhandener Knochenverlust, kein
interdentaler CAL) , ,Gingivitis“ (BOP = 10 %, kein réntgenologisch vorhandener
Knochenverlust, kein interdentaler CAL) oder um ,Parodontitis“ handelt (Tonetti
and Sanz, 2019). Des Weiteren wird das Vorhandensein bukkaler Rezessionen
und ein friherer Zahnverlust bei der Klassifikation miteinbezogen. Liegt eine
Parodontitis vor, wird das Stadium der Erkrankung bestimmt (,Staging“), indem
durch Messung von je 6 Sondierungstiefen pro Zahn und die Erstellung eines
Rontgenstatus eine umfassende Befundaufnahme durchgefihrt wird. Das
Stadium der Parodontitis richtet sich nach Schwere der Erkrankung,
Komplexitat und Verteilungsmuster und wird aus den Werten der
Sondierungstiefe, des Knochenverlusts und dem CAL, bzw. der Anzahl der
betroffenen Zahne (< 30 % = lokalisiert, > 30 % = generalisiert) bestimmt. Die
anschlieBende Grad-Einteilung (,Grading®) ist ein Indikator fiir die Progression
der Erkrankung. Diese wird entweder mittels direkten Nachweises anhand
vorausgegangener Befunde (Roéntgenbilder, CAL, Knochenverlust) aus den
letzten 5 Jahren ermittelt oder mittels indirekten Nachweises. Dieser wird
mithilfe eines Rontgenstatus und dem Verhdaltnis Knochenabbau/Alter des
Patienten evaluiert. (Tonetti et al., 2018, Tonetti and Sanz, 2019). Zusatzlich
werden Risikofaktoren wie Zigarettenkonsum und Vorliegen einer Diabetes-
erkrankung (Diabetes mellitus Typ 2) mit als Modifikation der Grad-Einteilung
einbezogen.

Damit ist es mdglich, eine zeitlebens aktuelle Einordnung des Erkrankungs-
status der chronischen Entzindungserkrankung Parodontitis zu erheben und

dementsprechende Therapieschritte einzuleiten.
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1.3.4 Therapie der Parodontitis

Aktuelle Richtlinien versuchen mittels verschiedener Therapieansatze eine der
Komplexitat der Erkrankung angepasste Behandlung zu ermdglichen (Sanz et
al.,, 2020, Suvan et al., 2020). Zu diesen gehort primér die regelmalliige
Entfernung des sub- und supragingivalen Biofilms (Axelsson and Lindhe, 1981)
mit Hand- und/oder Ultraschallinstrumenten (Suvan et al., 2020). In schwer-
zuganglichen Bereichen, wie in sehr tiefen Zahnfleischtaschen oder Furkations-
bereichen, verbleibt oft ein Rest an subgingivalem Zahnstein, der nicht entfernt
werden konnte. Deshalb wurden adjuvante Therapieansatze entwickelt. Dazu
gehoren z.B. die adjuvante photodynamische Therapie (Al-Khureif et al., 2020)
oder der Einsatz von Lasern (Salvi et al., 2020). Heterogene Ergebnisse der
dazu aktuellen Studien belegen allerdings einen sehr begrenzten Mehrwert
gegenuber der konservativen, nicht-chirurgischen mechanischen Therapie
(Salvi et al., 2020).

Eine exzellente Mundhygiene und die Umstellung von Lifestyle-Faktoren wie
Rauchen oder Ernédhrungsgewohnheiten sind Voraussetzungen fir einen
erfolgreichen Therapieverlauf (Alexandridi et al., 2018, Ramseier et al., 2020,
Suvan et al., 2020).

Zusatzlich ist es mdglich durch minimal-invasive chirurgische Eingriffe die
parodontale Situation regenerativ oder resektiv zu therapieren (Sanz et al.,
2020). Bezuglich der chirurgischen Therapie bei Zahnen mit Furkations-
beteiligung zeigte sich zwischen den unterschiedlichen Therapieverfahren
kaum ein Unterschied zur nicht-chirurgischen Therapie (Dommisch et al., 2020).
Aufgrund der Komplexitdt und des chronischen Krankheitsverlaufes ist es
wichtig, dass Patienten engmaschig betreut und lebenslang therapiert werden
(Cobb, 2002, Ramseier et al., 2019). Haufig auftretende Faktoren wie vertikale
Defekte, erhdohte Zahnbeweglichkeit oder eine Beteiligung der Furkation
(Dommisch et al., 2020) erschweren die Behandlung zusatzlich. Bei der
unterstitzenden Parodontitistherapie (UPT) wird ein individuell auf
Progressionsrate und das gemafld einer Stadium- und Gradeinteilung
basierende Intervall festgelegt, nach dem ein Biofimmanagement im Sinne der

UPT durchgefiihrt werden sollte (Ramseier et al., 2019). Damit soll friihzeitiger
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Zahnverlust und eine rapide Progression der Erkrankung verhindert werden
(Ramseier et al., 2019). Zusatzlich kénnen bei schweren Formen der
Parodontitis spezielle systemische Antibiotika adjuvant zum Einsatz kommen
(Greenstein and Tonetti, 2000, Harks et al., 2015, Pretzl et al., 2019, West et
al., 2021). Zusatzlich zeigten Studienergebnisse mit adjuvant lokal applizierten
Antibiotika-Préaparaten eine Verbesserung gegenuber der Kontrollgruppe ohne
Antibiotikagabe (Herrera et al., 2020, Sanz et al., 2020, West et al., 2021).
Neue Therapiekonzepte zielen darauf ab, anti-inflammatorisch wirksame
Medikamente der UberschieBenden Immunantwort bei einer Parodontitis
entgegenzusetzen (Preshaw, 2018). Diese sollen dem dysregulierten Status
des Immunsystems helfen, wieder in einen kontrollierten Zustand tberzugehen
(Sulijaya et al., 2019). Ein Beispiel hierfur ist die Hemmung der Matrix-Metallo-
Proteinasen durch Chlorhexidinbis(D-gluconat) (Chlorhexidin), welches adju-
vant nach dem Entfernen des supra-und subgingivalen Biofilms appliziert wird
(Prietto et al.,, 2020). Chlorhexidin wirkte sowohl antioxidativ, als auch
proteolytisch gegentber Parodontitispathogenen und bewirkte dadurch im
Vergleich zur Kontrollgruppe geringere CAL- und Sondierungstiefen-Werte (da
Costa et al., 2017, Prietto et al., 2020).

Das Therapieziel bei der Behandlung der Parodontitis ist eine Sondierungstiefe
von < 4-5 mm und eine 10-20 %ige Blutung auf Sondierung (Feres et al.,
2020).

1.4 Oraler Lichen planus

Lichen planus ist eine chronisch-rezidivierende Autoimmunerkrankung, die auf
der auf3eren Haut und in ca. 70 % ebenfalls als orale Manifestation vorkommt
(Dommisch and Schmidt-Westhausen, 2021, Shavit et al., 2020).

Die genaue Atiologie der Erkrankung ist noch nicht hinreichend bekannt
(Gonzéles-Moles et al., 2019). Typisches Erscheinungsbild ist eine weildliche,
netzartige Epithelveranderung der Mundschleimhaut, die sogenannte
,Wickham’sche Streifung“ (Kramer et al., 1978) (Abb. 2). Mit einer weltweiten
Pravalenz von 1,01 % ist diese eine der haufigsten Autoimmunerkrankungen

der oralen Schleimhaut (Gonzéales-Moles et al., 2020). Die Welt-
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gesundheitsorganisation (WHO) beschreibt das Krankheitsbild des Lichen
planus als ,prakanzerdse Bedingung® (Warnakulasuriya et al., 2007). Bei etwa
1% der Patienten mit einer lichenoiden Erkrankung findet in einem

Beobachtungszeitraum von funf Jahren eine Entartung statt (Silverman et al.,

1985). Frauen erkranken mit 75 % haufiger an oralem Lichen planus als Manner
(Eisen, 2000).

Abbildung 4: Klinisches Bild des oralen Lichen planus

mit der typischen "Wickham’schen Streifung"”, siehe Pfeilmarkierung; freundlicherweise zur
Verfugung gestellt von Univ.-Prof. Dr. med. dent. H.Dommisch, Institut fur Zahn-, Mund- und
Kieferheilkunde an der Charité-Universitdtsmedizin Berlin

1.4.1 Definition

Es wird zwischen einer oralen lichenoiden Reaktion und dem oralen Lichen
planus (OLP) unterschieden (Ismail et al., 2007, Mollen et al., 2017). Eine
lichenoide Reaktion der Mundschleimhaut steht im Zusammenhang mit
externen Einwirkungen. Zu diesen zadhlen z.B. Amalgamlegierungen,
Uberstehende Fulllungsréander, bereits bekannte Hauterkrankungen (wie z.B.
Lupus) oder frihere Knochenmarktransplantation (Gonzales-Moles et al.,
2020). Konnen &aufRere Einwirkungen ausgeschlossen werden und liegt ein
immunhistochemischer Nachweis spezifischer Antikorper vor (Payeras et al.,
2013), spricht man von einem OLP (Payeras et al., 2013).
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1.4.2 Klassifikation und klinisches Erscheinungsbild

Der OLP kann in der Mundhohle sehr unterschiedlich ausgepragt sein. Die
klinischen Anzeichen kommen meist symmetrisch vor. Es werden sechs
unterschiedliche Erscheinungsformen des OLP beschrieben: papulos,
plaqueférmig, retikular, bullés, atrophierend, erosiv-ulzerierend (Andreasen,
1968). Bei der retikularen, meist asymptomatischen Form zeigen sich
netzartige, retikulare Streifen, welche als nicht-abwischbare weililiche
Schleimhautverdnderungen zu erkennen sind (Al-Hashimi et al., 2007). Die
erythematdése Form zeigt sich in rotlichen Flecken an der Schleimhaut,
wohingegen bei der erosiven und schmerzhaftesten Form zusatzlich offene
Lasionen beobachtet werden (Andreasen, 1968). In der Mundhghle sind meist
die Bereiche des Planum bukkale, die Zunge, die labiale Mukosa und die
Gingiva beidseitig betroffen (Kramer et al., 1978). Es wird vermutet, dass bei
der erosiv-ulzerierenden und atrophischen Form vermehrt maligne Entartungen
der Zellen stattfinden kénnen (Kramer et al., 1978).

Histologisch zeigt sich der OLP in einer Anh&ufung von Immunzellen
(Lymphozyten). Diese reagieren auf eine autoimmun-bedingte verstarkte
Entztindungsreaktion durch erhdhtes Vorkommen von Entziindungsmediatoren,
wie Zytokine und T-Helfer-Zellen. Dies wiederum stimuliert die Apoptose von
Keratinozyten, den Hauptzellen der oralen Mundschleimhaut (Payeras et al.,
2013, Zaslanasky et al., 2018).

Es treten Krankheitssymptome wie Mundbrennen, erhdhte Schmerz-
empfindlichkeit und spontane Schmerzen beim Zahneputzen oder beim Verzehr

von sauren oder scharfen Speisen auf (Holmstrup et al., 1988).

1.4.3 Therapie des oralen Lichen planus

Die Ursache fur die Entstehung eines OLP ist noch nicht hinreichend bekannt,
weshalb die Therapie erst beim Auftreten der Symptome begonnen wird (Al-
Hashimi et al., 2007). Es werden cortisonhaltige Salben und Mundspullésungen
angewendet. Zusatzlich wird eine gute Mundhygiene empfohlen (Lozada-Nur
and Miranda, 1997) und der Verzicht auf wirzige/scharfe Nahrung (Mollen et
al., 2017).
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Bei einem schweren Krankheitsverlauf oder bei Kombination des OLP mit
anderen Mundschleimhauterkrankungen kann in Ausnahmeféllen eine syste-
mische Cortisontherapie angeordnet werden (Al-Hashimi et al., 2007). Durch
die Chronifizierung und dem Risiko der malignen Entartung bei OLP, missen
Patienten lebenslang betreut werden (Gonzales-Moles et al., 2019). Eine
vollstdndige Ausheilung wurde in der Literatur bislang nicht beschrieben (Al-
Hashimi et al., 2007) und die aktuellen Therapieoptionen sind Ilimitiert
(Zaslanasky et al., 2018).

1.5 Topische Applikation von Medikamenten in der Mundhdhle

Mit der topischen Applikation von Medikamenten auf oraler Mukosa wird
versucht, Nebenwirkungen systemisch verabreichter Medikamente zu
minimieren  (Greenstein and Tonetti, 2000, Zadik et al., 2017),
Resistenzentwicklungen zu verhindern (Van Winkelhoff et al., 2000) und die
Wirkstoffkonzentration lokal aufrecht zu erhalten (Goodson et al., 1979, Jepsen
and Jepsen, 2016).

Gegenwartig  werden Mundspullésungen (z.B. Chlorhexidin bei
Gingivitis/Parodontitis), Lutschtabletten (Nystatin bei Mundsoor-Erkrankungen),
die das Medikament enthalten oder haftbare Salben (z.B. Volon-A Haftsalbe bei
OLP) auf die erkrankte Stelle im Mund aufgebracht (Tonetti et al., 2012, Zadik
et al., 2017).

1.5.1 Schwierigkeiten der topischen Applikation

Die topische Therapie in der Mundhohle ist vielen Limitationen ausgesetzt.
Flussigkeiten wie Speichel und Sulkusfluid, welches am Ubergang von Zahn zu
Zahnfleisch (Sulkus) gebildet wird, verhindern ein Anhaften von Wirkstoffen
(Dawes, 1987, Humphrey and Williamson, 2001, Pedersen et al., 2018). Die
Menge an gebildetem Sulkusfluid nimmt abh&ngig vom Grad einer Entziindung
zu und ist im entzindeten Zustand etwa 5,5fach hoher (Barros et al., 2015,
Dommisch et al., 2015). Die Mukusschicht auf der Oberflache der Mundhdhle
stellt eine weitere Barriere fir Penetration und Adharenz von Medikamenten dar
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(Roblegg et al., 2012). In Summe fihrt dies zu verminderter Bioverfligbarkeit
und Wirkstoffkonzentration von Medikamenten und zu erheblichen
Verdunnungseffekten. Darliber hinaus ist die Applikationsart und -dauer durch
die mechanische Einwirkung der Zunge wéahrend des Kauvorgangs beeinflusst
und erschwert. Patienten werden bei der topischen Applikation eines
Medikaments gebeten fur bis zu 15 min den Mund offen zu halten, nicht
auszuspulen und fur weitere 30-60 min nichts zu trinken oder zu essen
(Albuquerque et al., 2016). Dies schrankt den Patienten-Komfort stark ein und
erfordert eine hohe Compliance der Patienten fir die meist langandauernde

Therapie.

1.5.2 Nebenwirkungen der topischen Applikation

Aufgrund der oben genannten Schwierigkeiten wird bei topischer Applikation
von Medikamenten meistens eine sehr hohe Wirkstoffkonzentration gewahlt
(Torchilin, 2000). Dies schlief3t eine zusatzlich systemische Wirkung nicht
vollstandig aus.

Orale Pilzerkrankungen (Candidiasis) sind eine haufig auftretende Neben-
wirkung der topischen Applikation von Medikamenten (Marable et al., 2016).
Weitere lokal auftretende Nebenwirkungen bei der topischen Applikation von
Cortisonpraparaten kénnen Mundbrennen, Geschmacksirritationen, Haarleuko-
plakie, Mundtrockenheit, Cheilitis oder Uberempfindlichkeiten sein (Lozada-Nur
et al., 1994, Park et al., 2013).

Besonders bei atrophisch oder ulzerierter Schleimhaut (z.B. bei erosiv-
ulzerierter Form des OLP) ist eine systemische Absorption mdglich und es
kénnen entsprechende Nebenwirkungen auftreten (Gonzales-Moles et al.,
2002). Dazu gehoren Hirsutismus (unnaturlicher Haarwuchs) und das
,Vvollmondgesicht® (Lozada-Nur and Miranda, 1997) oder allergische
Hautreaktionen und Magen-Darm-Unvertraglichkeiten bei topisch angewen-
deter Antibiotikatherapie (Jepsen and Jepsen, 2016, Pretzl et al., 2019).

Die Vermeidung der genannten Komplikationen sollten verstarkt in den
wissenschaftlichen Fokus ricken, um zum einen die Anwendung systemisch

verabreichter Medikamente zu reduzieren und zum anderen die topische
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Applikation noch effektiver und biowirksamer zu gestalten (Narang and Narang,
2015, Neuberger et al., 2005). Eine vielversprechende Mdglichkeit liegt in der
Anwendung wirkstoffbeladener Nanocarrier (Faraji and Wipf, 2009, Freitas,
2005).

1.6 Nanocarrier in der Medizin

Mit seiner Rede ,Viel Spielraum nach unten“ legte der Physiker Richard
Feynman 1959 den Grundbaustein fur die Erforschung und Entwicklung der
Nanotechnologie (Freitas, 2005). Robert Freitas veroffentlichte 1999 seinen
ersten Literaturband Uber Nanomedizin und gilt als einer der Vorreiter im
Bereich der sogenannten Nanoroboter in der Medizin, welche zur Starkung der
Immunabwehr, fur die Nanochirurgie oder zur Beschleunigung der
korpereigenen Regeneration zum Einsatz kommen sollen (Freitas, 2005). Vor
allem Diagnostik- und Therapiemdglichkeiten gelangen durch die Anwendung
von Technologien oder Partikeln in NanogroR3e zu voéllig neuen Dimensionen

und sind heutzutage Gegenstand der Forschung.

1.6.1 Nanozahnmedizin

Unter dem Begriff ,Nanodentistry“ (,Nanozahnmedizin“) werden Konzepte und
Anwendungsmaoglichkeiten der Nanotechnologie zusammengefasst (Freitas,
2000, Kavoosi et al., 2018, Sinha et al., 2017). Diese wird besonders in den
Bereichen Diagnose, Pravention, Prothetik, Implantologie oder als Medi-
kamententrager zukinftig wichtiger Teil der modernen Zahnmedizin sein
(Carrouel et al., 2020, Faraji and Wipf, 2009, Hafner et al., 2014). In der
Nanomedizin werden Molekile in Form von Proteinen, Mizellen, Emulsionen,
Liposome, Polymere, Nanokapseln, Dendrimeren oder als Nanopartikel
verwendet (Dias et al., 2020, Jain and Thareja, 2019, Kavoosi et al., 2018).
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Abbildung 5: Ubersicht tiber verschiedene Modelle von Nanocarriern

modifiziert nach Jain und Tareja (Jain and Thareja, 2019). Die in der vorliegenden Arbeit
angewendeten Nanocarrier sind in der Unterkategorie ,Polymere Nanocarrier- Dendrimere® zu
finden.

Des Weiteren wurden sogenannte ,Nanoroboter” entwickelt, die vor allem in der
medizinischen Tumortherapie und Chirurgie zum Einsatz kommen sollen (Aeran
et al., 2015, Freitas, 2005, Freitas, 2006, Kavoosi et al., 2018, Shrestha and
Kishen, 2016, Sinha et al., 2017). Allen gemeinsam ist die Grof3e zwischen 1-
100 nm und deren synthetische Herstellung (Freitas, 2005).

Die Kariespravention kann durch die Anwendung antimikrobieller und
remineralisierender Nanopartikeln verbessert werden (Carrouel et al., 2020).
Erforscht wird der antimikrobielle Einsatz von Metall- und Metalloxid-
Nanopartikeln, welche ebenfalls kariesprotektiv wirken kénnen (Ahmed et al.,
2019), die Starkung der Zahnhartsubstanz durch die Einlagerung von
Nanopartikeln mit Hydroxylapatit (Chen et al., 2005) und eine beschleunigte
Remineralisation der Zahnhartsubstanz mit Fluoridnanopartikeln bewirken
sollen (Nozari et al., 2017). Um den Medikamententransport in das Zielgewebe
(Drug-Targeting) zu verbessern, kommen sogenannte ,Nanocarrier* zum
Einsatz (Faraji and Wipf, 2009).
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1.6.2 Drug-Targeting-Systeme

Als Drug-Targeting bezeichnet man nach Torchilin die Eigenschaft einer
Substanz, sich unabhangig der Applikationsart qualitativ und quantitativ im
Zielgewebe anzureichern (Torchilin, 2000). Es soll das Aufrechterhalten der
Wirkstoffkonzentration und eine Reduktion der Gesamtmenge des ange-
wendeten Wirkstoffes mit gleichzeitig vereinfachter Administration des
Medikaments bewirken (Torchilin, 2000). Das Drug-Targeting ist abhangig von
den physikalischen Eigenschaften des Tragers (z.B. magnetische Nanopartikel
(Hussein-Al-Ali et al., 2014), den chemisch-physikalischen Eigenschaften des
Zielgewebes (pH-Wert und Temperatur) und forcierten Wechselwirkungen
zwischen Substanz und Wirkungsort (gezielte Ligandenbindung) (Torchilin,
2000). Ebenfalls konnen Zielort und Freisetzungsmechanismus mittels
entsprechender chemischer Synthese der Substanz gesteuert werden.
Beispielsweise kann bei einer Entziindungsreaktion pH-Wert und Temperatur
fur ein Drug-Targeting genutzt werden (Achazi et al., 2020, Desai et al., 2016).
Als Vehikel fiur das Drug-Targeting-System werden Liposome, Mizellen,
Makromolekile (synthetische Polymere) oder deren Kombination genutzt (El-
Sayed et al., 2005, Ferraro et al., 2018, Ghosh et al., 2019, Ray et al., 2019,
Reimann et al., 2017).

Im Folgenden soll ein Schwerpunkt auf die Beschreibung synthetischer
Polymere gelegt werden, da die in dieser Arbeit verwendeten Nanocarrier zu
dieser Gruppe gehoéren (Abb. 5).

Synthetische Polymere besitzen ein Polymergerist mit unterschiedlichen
Domanen, welches aus einem fur Loslichkeitserhohung/Biokompatibilitat-
verantwortlichen Anteil, dem Bindungsanteil fir Medikamente und dem
eigentlichen Wirkstoff besteht (Ringsdorf, 1975). Die zu transportierenden
Medikamente werden entweder tber chemische Verbindungen, wie z.B. Ester,
Amide, Imine oder Carbonate oder durch physikalische Interaktionen, wie
hydrophobe Wechselwirkungen gebunden (Jain and Thareja, 2019). Das
Polymer kann als Schalensystem (Core-Multi-Shell), linear, sternférmig oder

baumartig/stark-verzweigt (dendritisch, hyperbranched) gestaltet sein.
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1.6.3 Anforderungen an Nanocarrier fir den Wirkstofftransport

Das optimale Drug-Targeting-System verbessert durch Adharenz und
Penetration am Gewebe den Wirkstofftransport von lokal angewandten
Medikamenten. Dabei wird keine Immunantwort ausgeldst und kein Einfluss auf
die Gerinnungskaskade ausgeilibt. Des Weiteren sollte das Drug-Targeting-
System biokompatibel,(Du et al., 2016, Kumar et al., 2014), bioabbaubar und in
geringen Konzentrationen ausreichend wirksam sein (Rade et al., 2018).

Bei der Anwendung in der Zahnmedizin spielt zuséatzlich eine hohe Wirksamkeit
in kurzer Zeit eine entscheidende Rolle. Denn im Gegensatz zur Anwendung
auf der Haut, bei der die lokale Anwendung von Substanzen selbst bei langeren
Anwendungszeiten einfach, gut akzeptiert und komfortabel ist (Baroli, 2010), ist
die Applikation auf oraler Mukosa vor weitere Herausforderungen gestellt.
Nanocarrier welche in der Mundhohle angewendet werden, missen Speichel,
Sulkusfluid und die physikalische Barriere der Mundschleimhaut Uberwinden
(Jager et al., 2018). Um z.B. dadurch entstehende Verdinnungseffekte des
Wirkstoffes zu verhindern, missen Nanocarrier ausreichend an die Mukosa-
oberflache adhéarieren. Dies wurde bereits mit biodegradierbaren Polymeren auf
der Basis von Chitosan, Polypropylene, Poly-E-caprolactone und Polygylcerol
untersucht (Narang and Narang, 2015, Jager et al., 2018). Zum einen spielt die
linear-dendritische Kernarchitektur des Nanocarriers (Abb. 6 und 7) eine Rolle
in der Zielbindungsaffinitat (Ferraro et al., 2018) und bewirkt dadurch eine
verbesserte Adhasion der Drug-Targeting-Systeme. Zum anderen sind Ober-
flacheneigenschaften, wie z.B. die Ladung (negative Ladung des dPGS-
Nanocarriers) oder pH-Wert verantwortlich fur eine Anlagerung an die
Oberflache der oralen Mukosa (Baroli, 2010, Cho et al., 2013, Kumar et al.,
2014, Papakostas et al., 2011, Torchilin, 2000). Um eine Aggregation der
Nanocarrier bei Adharenz untereinander zu verhindern und in wassriger
Umgebung zu stabilisieren, werden Wirkstofftransporter haufig mit hydrophilen
AuRRenschalen versehen (Du et al., 2016, Ferraro et al., 2018).

Ob allerdings die alleinige Adhé&sion auf der Oberflache eine verbesserte
Wirkung des Nanocarriers zur Folge hat, wird kontrovers diskutiert (Bae, 2009,

Jager et al., 2018, Kumar et al., 2014). Der genaue Wirkmechanismus, der zum
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verbesserten Medikamententransport durch Nanocarrier fuhrt, ist Gegenstand
aktueller Forschung (Kumar et al., 2014).

Bei Penetration tUberwindet der Wirkstofftransporter die nattrlichen Barrieren
des Korpers und transportiert damit Medikamente in tiefere viable Epithel-
schichten der oralen Mukosa. Dies ist abhangig von der GroéRe, Molekular-
gewicht und Oberflacheneigenschaften des Nanocarriers (Ai et al., 2011,
Ferraro et al., 2018, Kumar et al., 2014). Es wurde gezeigt, dass Nanopartikel
mit einer GroRe von 30 nm in der Lage sind, Uber die transzellulare Route in
tiefere viable Hautschichten zu penetrieren (Baroli, 2010). Alnasif und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass durch Dendrimer-basierte Nanocarrier (siehe
Abbildung 6 und 7), welche mit Lipiden und Proteinen der Hautoberflache
interagierten, die rigide Struktur des Stratum corneum aufgelockert wurde und
die Penetration der Nanocarrier in tiefere viable Schichten der Haut gelang
(Alnasif et al., 2004).

Unter diesen Gesichtspunkten sollte dendritisches Polyglycerolsulfat und
dessen in der Bioabbaubarkeit verbessertes Derivat, das hochverzweigte
(hyperbranched) Poly(gylcerol-co-caprolacton)-Sulfat untersucht werden. Beide
chemische Strukturen entsprechen den Anforderungen an Drug-Targeting-

Systeme und sind synthetisch modifizierbar.

1.7 Die angewandten Nanocarrier

1.7.1Dendritisches Polyglycerolsulfat und hyperbranched Poly(glycerol-
co-caprolacton)-Sulfat

Dendritisches Polyglycerolsulfat (dPGS) ist ein negativ geladenes, sulfatiertes
Derivat von dendritischem Polyglycerol (dPG); das Nanomaterial ist
wasserloslich und basiert auf Polyether (Calderén et al., 2010, Pant et al., 2017,
Weinhart et al.,, 2011a). dPGS wurde 2004 zuerst als funktionelles Heparin-
Analogon aufgrund der moderat gerinnungshemmenden Wirkung entdeckt
(Turk et al., 2004). Der chemische Aufbau von dPGS ist teilweise linear und
dendritisch (Abb. 6). In der 3D-Struktur zeigt sich ein stark verzweigtes

(dendrimeres), polysulfatiertes Polymer (Calderén et al., 2010). Das anti-
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inflammatorische Potential von dPGS ohne Wirkstoffbeladung wurde erst spater
entdeckt (Rade et al., 2018). dPGS st in der Lage, eine Entziindungsreaktion
unter anderem durch die Bindung an P- und L-Selektin zu drosseln (Boreham et
al., 2015, Pant et al., 2017, Weinhart et al., 2011b). Selektine sind
Zelladhasionsmolekiile, die z.B. auf Leukozyten und Epithelzellen zu finden
sind und fur deren Einwanderung in Entzindungsgewebe verantwortlich sind.
Dort setzen sie eine Reihe von weiteren Reaktionen einer Kaskade in Gang,
welche eine Ubermaliige Immunantwort auslésen und zu Gewebsdestruktion

fuhren kdnnen (Dernedde et al., 2010).
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Abbildung 6: Schematischer chemischer Aufbau des dPGS-NC
Modifiziert nach Rade et al; 1: Kern, 2: linearer Abschnitt, 3: dendritischer Anteil, 4:
terminaler,sulfatierter Anteil (Rade et al., 2018)

dPGS war metabolisch sehr stabil und konnte bis zu 30 Tagen nach dessen
Gabe im Koérper nachgewiesen werden. Dabei akkumulierte es in Niere, Leber
und Milz (Pant et al., 2015, Pant et al., 2017). Um die Bioabbaubarkeit zu

verbessern, wurde 2018 von Ferraro und Mitarbeitern ein Derivat synthetisiert,
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das Oligocaprolacton-Ketten im verzweigten Gertst (h(PG-co-PCL)S) (Abb. 7)
tragt, welche durch endogene Esterasen spaltbar sind. Das anti-
inflammatorische Potential des Derivats ist vergleichbar mit dem des dPGS
(Ferraro et al., 2018).
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Abbildung 7: Schematischer chemischer Aufbau des h(PG-co-PCL)S-NC
Modifiziert nach Ferraro et al; 2: linearer Abschnitt, 3: dendritischer Anteil, 4:
terminaler,sulfatierter Anteil, 5: Esteranteil (Ferraro et al., 2018)

Eine Anwendung der Nanocarrier dPGS sowie dessen Derivat h(PG-co-PCL)S
ist aus folgenden Grunden zur Anwendung auf der oralen Mukosa denkbar:
- Einfache chemische Synthetisierbarkeit ohne Verwendung von
Fremdorganismen (Calderon et al., 2010, Ferraro et al., 2018, Reimann
et al., 2017)
- Bereits durchgefihrte in  vivo-Versuche zeigten eine gute
Biokompatibilitdt von dPGS (Dernedde et al., 2010).
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- Eine Penetration der dPGS-NC in die Haut, die der Schleimhaut
strukturell &hnlich ist, wurde bereits nachgewiesen (Kuchler et al., 2009).

- Fahigkeit des Nanocarriers dPGS sich in entzindlich verdndertem
Gewebe anzureichern und dessen anti-inflammatorischen Potentials
(Dernedde et al., 2010).

Zum jetzigen Zeitpunkt sind noch keine Daten zu den biologischen

Wirkungsweisen von dPGS-Nanocarriern auf oraler Schleimhaut bekannt.

1.7.2 Interaktion der Nanocarrier mit Epithelzellen

Epithelzellen bilden die Epithelschicht als Schutzbarriere auf Oberflachen-
strukturen des Korpers und schitzen vor dem Eindringen von Fremdstoffen
(Groeger and Meyle, 2015, Stolte et al., 2020). Als primare Immunantwort auf
das Eindringen von Fremdstoffen sind gingivale Epithelzellen in der Lage, pro-
inflammatorische Zytokine, wie IL-13 und IL-6 zu sezernieren (Eskan et al.,
2008, Groeger and Meyle, 2015, Irwin and Myrillas, 1998, Stolte et al., 2020).
IL-18 fUhrt zu einer gesteigerten Produktion von Chemokinen, welche die
Chemotaxis von Leukozyten begunstigt (Eskan et al., 2008). Des Weiteren
bewirkt dessen Sekretion eine erhthte Anzahl an Adh&asionsmolekilen im
Endothel, wodurch die Chemotaxis in entziindetes Gewebe erleichtert wird
(Yang et al., 2003). Das Zytokin IL-1B spielt eine zentrale Rolle in der
Regulation anderer Zytokine der angeborenen Immunantwort (Groeger and
Meyle, 2015). IL-6 aktiviert das unspezifische Immunsystem durch die
Produktion von Immunglobulinen und sogenannten Akute-Phase-Proteinen
(Groeger and Meyle, 2015). Es wird hauptsachlich von Makrophagen und T-
Zellen ausgeschittet und liegt in der Zelle im nicht-entziindeten Zustand in
Vesikeln verpackt vor (Irwin and Myrillas, 1998).

Aufgrund der geringen Gréf3e von 1-100 nm ist es mdglich, dass Nanocarrier
korpereigene Schutzbarrieren tGberwinden und potentiell eine Immunantwort
auslésen konnen. In vorangegangenen Arbeiten wurde dies mit der
Feinstaubbelastung verglichen, die zu einer verstarkten Expression von

Zytokinen fuhrt, wenn diese in den Kérper gelangen (Faraji and Wipf, 2009,
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Roberts et al., 2008, Seaton et al., 1995). Eine gute Biokompatibilitat zeichnet
sich durch eine geringe/keine inflammatorische Antwort und damit mit einer
nicht-regulierten Zytokinexpression der Epithelzellen, aus (Cho et al., 2013,
Ferraro et al., 2018, Sousa-Herves et al., 2015).

Dartber wird eine unzulangliche Biokompatibilitit und eine mdgliche Zyto-
toxizitdt von Drug-Targeting-Systemen durch eine Hemmung der mito-
chondrialen Aktivitat sichtbar (Kumar et al., 2018).

1.7.3 Risiken und Nebenwirkungen der Nanotechnologie

Trotz der vielfaltigen Mdoglichkeiten von Nanocarriern birgt diese Technologie
Risiken und Probleme, die genau untersucht werden muissen. Das grol3e
Oberflachen-/Volumen- Verhaltnis fuhrt dazu, dass Nanopartikel sehr reaktiv
sind und Schutzbarrieren im Korper leicht Gberwinden kdnnen (Aeran et al.,
2015, Roblegg et al.,, 2012). Eine Akkumulation und Aggregation von
Nanopartikeln in bestimmten Organen, wie Niere oder Leber, die zur Gewebe-
Toxizitat bis hin zum Organversagen fuhren kénnen, sind denkbar und kénnen
zum jetzigen Wissenstand nicht ausgeschlossen werden (Ferraro et al., 2018,
Subramani and Ahmed, 2018). Des Weiteren ist noch nicht ausreichend
bekannt, ob Interaktionen zwischen Nanocarrier und DNA/RNA auftreten und
zu Mutationen fuhren (Sinha et al., 2017). Unbekannt ist auch, ob die
Veranderung physiologischer Gegebenheiten die Eigenschaften der
Nanopartikel, wie z.B. spontane Akkumulation oder Agglomeration der Partikel,
beeinflusst (Ghosh et al., 2019). Hinzu kommt die bisher noch nicht
ausreichende Biokompatibilitit der Nanocarrier und die Frage nach einer
potenziellen Immunantwort auf die Applikation von Nanopartikeln (Faraji and
Wipf, 2009).

Eine Akzeptanz der Gesellschaft ist nur zu erreichen, wenn Risiken und
Nebenwirkungen ausreichend erforscht und damit umfassende Sicherheit im
Einsatz der Nanotechnologie gewahrleistet werden kann (Ai et al., 2011). Diese
Risiken und Nebenwirkungen missen mit geeigneten wissenschaftlichen
Methoden in vitro und in vivo untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit

steht die grundlagenwissenschaftliche Fragestellung im Vordergrund, welche
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das Risiko- und Wirkungspotential der Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S

weiter eruieren soll.

1.8 Fragestellung und Hypothesen
Vor dem Hintergrund der erstmaligen Beschreibung des dPGS- und h(PG-co-
PCL)S- Nanocarriers auf oraler Mukosa wurden folgende Hypothesen

formuliert:

Arbeitshypothese:
Die dPGS- und h(PG-co-PCL)S-Nanocarrier zeigen eine Penetration in oraler
Schleimhaut und es gibt diesbeziiglich einen Unterschied in auskleidender und

mastikatorischer Mukosa.

Zusatzlich wurde folgende Sekundarhypothese formuliert:

Die Nanocarrier-vermittelte topische Anwendung auf oraler Mukosa ist méglich
und dPGS-, sowie h(PG-co-PCL)S-Nanocarrier beeinflussen weder die
metabolische Aktivitat noch provozieren diese eine Regulation der mRNA-

Zytokinexpression von IL-1p und IL-6 an oralen Epithelzellen.

Zur Uberprufung der Hypothesen wurden folgende Fragen explorativ

ausgewertet:

Fragestellungen zur vorliegenden Arbeit:

1. Penetrieren die Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S die Epithelzell-
schicht der oralen Mukosa?

2. Gibt es Unterschiede beziglich der Penetrationstiefe von dPGS- und
h(PG-co-PCL)S-Nanocarriern zwischen bukkaler und mastikatorischer
Mukosa?

3. Sind 30 s Applikationszeit von dPGS- und h(PG-co-PCL)S-Nanocarriern
ausreichend fur eine Penetration in viable Epithelzellschichten der oralen

Mukosa?
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4. Wird durch die Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S eine Regulation

der Zytokinexpression von IL-18 und IL-6 in gingivalen Epithelzellen
hervorgerufen?

5. Beeinflussen die Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S die meta-
bolische Aktivitat von gingivalen Epithelzellen?
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Instrumente und Geréte

Gerate

Absaugsystem Vacusafe & Vacuboy
Absorbance Microplate Reader Sunrise TM
Akkubetriebene Pipettierhilfe

AxioCam b/w 412-311

BioPhotometer Typ 6131 04825
Brutschrank

Chirurgische Pinzette

CO2-Inkubator CB220

Einmalskalpell

Flockeneisbereiter AF-10 ASB 0600
Fluoreszenzkontrollgerat,Colibri Controller
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200
Gelelektrophoresekammer (SDS-PAGE)
Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop LSM700
MAT

Lichtmikroskop Diavert

Lichtmikroskop Nikon TMS-F
Micro-Zentrifuge Tomy Capsulefuge PMC-060
Microm HM 560 Cryostat

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank
Airstream® Class |l Biological Safety Cabinet
AC2-4E1

Mikrodrop Spektrophotometer

PCR Cycler
Photometer-Drucker Thermal Printer DPU-414

Hersteller

Integra Biosciences, CH
Tecan, CH

Brand, D

Carl Zeiss, D
Eppendorf, D

Heraeus Instruments, D
Henry Schein, USA
Binder, D

Henry Schein, USA
Scotsman, |

Carl Zeiss, D

Carl Zeiss, D

Bio-Rad Laboratories, USA
Carl Zeiss, D

Leica, D

Nikon, D

Tomy Kogyo, J

Thermo Fisher Scientific,
USA

Esco Lifesciences, D

Thermo Fisher Scientific,
USA
Biometra, D

Selko Solutions, J
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Prazisionswaage Adventurer® Analytical AR2140 Ohaus, USA

Rotationsschuttler Stuart Gyro-Rocker SSL3

Rotationsschattler Typ 3005
Schlittenmikrotom Typ 1208
Schuttelinkubator Stuart SI 50
Schwingmiuhle

Sterilbank

Stromquelle fur die Elektrophorese
Thermomixer 5436

Tischzentrifuge

Tube-Rotator

UV-Transilluminator

VersaDocTM Imaging System 4000 MP
Vortex-Mixer Vortex-Genie®2

Waage CHYO MK-2000B Petite Balance
Wasserbad

Zahnarztliche Pinzette

Zahnarztliche Schere

Zentrifuge 1K15

Zentrifuge Megafuge® 1.0

Cole-Parmer, D

GFL, D

Leitz, D

Cole-Parmer, D

Retsch, D

Thermo Fisher Scientific,
USA

Biometra, D

Eppendorf, D

Thermo Fisher Scientific,
USA

Hartenstein, D

Vilber Lourmat, F
Bio-Rad Laboratories, USA
Scientific Industries, USA
YMC, J

Kottermann

Henry Schein, USA
Henry Schein, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Fisher Scientific,
USA
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2.1.2 Zellkultur

2.1.2.1 Zelllinie

Keratinozyten

OKG4 (hTERT)

Immortalisierte humane orale AG Rheinwald, Boston,

Keratinozyten der Gingiva Massachusetts, USA (Dickson et al.,

2000, Lindberg and Rheinwald, 1990)

2.1.2.2 Zellkulturlésungen, Medien, Zusatze, Puffer

Ldsungen, Medien, Zusatze

Amphotericin B, 250 pug/mi

BSA, bovines Serumalbumin

Kollagen A

Kollagen IV

Kollagenase Typ | DermalLife K

DermalLife K

Dispase Il

Fluoromount TM Aqueous Mounting Medium
Nutragen® Type | Bovine Collagen Solution
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mi;

10 mg/ml)

Stabiles Glutamin (L-Analyl-L-Glutamin)

Ziegenserum

Hersteller

Biochrom, D
PAN-Biothech, D
Biochrom, D
Sigma-Aldrich, USA
Biochrom, D

Life Line Cell Technology,USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Advanced BioMatrix, USA
PAN-Biotech, D

PAN-Biotech, D
PAN-Biotech, D
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Derma Life Medium High Calcium:

Puffer:
10x PBS

1x TBS

50x TAE-Puffer:

330 ml Derma Life
1% AB

825 ul Calciumchlorid 2-hydrat: CaClz x

2H20 ; M = 142,02 g/mol

164 g NacCl

31,2 g NazHPO4
2 g NazHPO4

2 | Ag. dest.

pH 7,8

150 mM NacCl
7,7 mM Tris
in Ag. dest.
pH 7,5

242 g Tris

57 ml Essigsaure

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8)
ad 11 H20

pH-Wert 8.3
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialien
Deckglaser ECN 631-1570

DURAN® Becherglaser und Laborgewindeflaschen

Einmal-Kivetten

Einweg-Pasteurpipette aus Glas
Einwegklingen #819

Falcon® 6-Well, 12-Well Clear Flat Bottom TC-
treated Multiwell Cell Culture Plate

Falcon® 70 um Cell Strainer

Falcon® 96-Well Clear Flat Bottom TC-treated
Culture Microplate

Falcon® Cell Culture Dishes 100x20 mm;
60x15 mm

Falcon® Conical Tubes 15 ml, 50 ml

Falcon® Tissue Culture Treated Flasks, 75 cm?;
25 cm?; 12,5 cm?

Fluoromount™ Einbettmedium

Immersionsol

ImmunoPen™

Inkubationscontainer Nunc™ 167063 Nunclon™
4-Well

KIMTECH® Science Prazisionstiicher
Kunststoffrohrchen 0,6 mm Durchmesser
Laborpipetten

Menzel-Glaser Deckglaser, 20x26

Parafilm “M” Laboratory Film

PCR Reaktionsgefalie (ml)

Peel-A-Way™ embedding molds S-22
Pipettenspitzen Biosphere® Filter Tips 2,5 l,
10 pl, 100 pl, 300 pl, 1000 pl

Hersteller

VWR International, USA

Sarstedt, D

Carl Roth, D
Leica Biosystems, D
Corning, USA

Corning, USA
Corning, USA

Corning, USA

Corning, USA
Corning, USA

Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth, D

Merck, D

Thermo Fischer, USA

Kimberly-Clark, USA
Thermo Fischer, USA
Eppendorf, D
Menzel, D

Pechiney Plastic
Packaging, USA
Sarstedt, D
Sigma-Aldrich, USA
Sarstedt, D
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Pipettenspitzen epT.l.P.S® 5 ml
Pipettenspitzen mit Filter

ReaktionsgefalRe (1.5 ml; 2 ml)

Roéhre 5 ml, 57x15,3 mm

Rotilabo® Spritzenfilter 0,45 pm

Safe-Lock Tubes 1,5 ml, 2,0 ml

SafeSeal Gefal? 0,5 ml

Serologische Pipettenspitzen

Skalpellgriff RS Figur 3

Skalpellklingen #11

Sterican® Kanile g 0,90 x 40 mm; @ 0,80 x
40 mm,

SuperFrost Ultra Plus

Tissue Freezing Medium

Tissue-Tek® Mega-Cassette® Einbettkassetten
Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound

TM Adhasions-Objekttrager

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Zellschaber, 16 cm 2-Pos.-Klinge

96-Well Clear Flat Bottom Polystyrene High Bind
Microplate

Eppendorf, D
Biosphere Plus
Eppendorf, D
Sarstedt, D

Carl Roth, D
Eppendorf, D
Sarstedt, D
Sarstedt, D

Henry Schein, USA
Schreiber, D

B. Braun Melsungen, D

Thermo Fischer, USA
Leica Biosystems, D
Sakura Fineteek, NL
Sakura Fineteek, NL
Thermo Fischer
Scientific, USA
Falcon, DK

TPP, CH

Sarstedt,D.

Corning, USA
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2.1.4 Chemikalien
Chemikalien

Agarose

AgNO3

Ampicillin

Bovines Serum Albumin BSA
DEPC Wasser

DNase | recombinant
Ethidiumbromid (EtBr)

Ethanol

Ethanol 2 99,5 %; = 96 %, vergallt
GeneRuler 1 kb DNA Marker

GlycoBlue

Isopropanol

Kaliumchlorid, =2 99,5 % Magnesiumchlorid-
Hexahydrat

Methanol

Milli-Q® hochreines Wasser

O’Range Ruler 50 bp

PBS
Penicillin/Streptomycin
RNase Out

Saponin

Tissue Freezing Medium
Triton™ X-100
Trypan-Blau-LAsung, 0,4 %

Hersteller

SERVA Electrophoresis,
D

Carbolution Chemicals
Gibco by life
technologies
Sigma-Aldrich, USA
Ambion

Roche

Carl Roth, D

Merck, D

Carl Roth, D

Thermo Fisher Scientific,
USA

Thermo Fisher Scientific,
USA

Sigma Aldrich, USA

Carl Roth, D

KMF, D

Merck, D

Thermo Fisher Scientific,
USA

Biochrom, D

Biochrom, D

Thermo Fisher Scientific,
USA

Sigma Aldrich, USA
Leica, D

Sigma Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
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Trypsin EDTA 1X, 0,25 % Trypsin, 2,21 mM EDTA Corning, USA

Trypsin/EDTA Biochrom, D

Tween® 20 Sigma-Aldrich, USA

Ultra Pure Water Biochrom, D

B-Mercaptoethanol Carl Roth, D

6x LD Puffer Thermo Fisher Scientific,
USA

2.1.5 Verwendete Antikdrper

Primarantikdrper Hersteller
Antikdrper Wirt

Zytokeratin Pan Type /Il (MA5-13156) Mouse Thermo Fisher, USA

Sekundarantikorper Hersteller
Antikdrper/Fluoreszenzfarbstoff

Goat anti-Mouse 1gG, Alexa Fluor® 488

1:4000

HO Hoest 1:3000

Thermo Fisher, USA

2.1.6 Primer fir die quantitative Real-Time PCR

Das Design der gRT-Primer erfolgte mit Hilfe der Primer3-Software (Version
2.4.0.; California, USA) (Untergasser et al., 2012). Hierfur wurden die cDNA-
Sequenzen der Gene von ,Ensemble Genome Browser® (Hinxton, United
Kingdom) bezogen und anschlie3end in das Primer3 Programm geladen. Die
gRT-Primer wurden so gewahlt, dass diese eine Produktgréf3e von 70-120 bp,
sowie eine Annealing-Temperatur von 60 °C erzielten. Falls méglich wurden die
Primer so designt, dass diese entweder Exon-ubergreifend waren oder so, dass
die Forward- und Reverse-Primer in unterschiedlichen Exons liegen. Die Primer
(siehe unten) wurden anschlie3end mit der Blast-Funktion im UCSC Genome

Browser (siehe https://www.genome.ucsc.edu/) validiert, um sicher zu gehen,
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dass diese nicht mehrfach im menschlichen Genom binden. AnschlieRend

wurden die Primer bei der Firma metabion (Minchen, D) bestellt.

Die verwendeten Oligonukleotide (Sequenz 5" >3") waren:

Oligonukleotid Forward

GAPDH
IL-1B
IL-6

2.1.7 Kits
Kits

High-capacity cDNA Reverse Transcription-Kit

MaxBlock™ Autofluorescence Reducing Reagent-Kit

Reverse

CAAATTCCATGGCACCGTCA CCTGCAAATGAGCCCCAG
GAGCAACAAGTGGTGTTCTCC AACACGCAGGACAGGTACAG
ACAACCTGAACCTTCCAAAGA GTTGGGTCAGGGGTGGTTAT

RNeasy Mini-Kit

Hersteller

Qiagen, DK

2.1.8 Verwendete Nanocarrier

Carrier-

System

dPGS
dPGS-RB

h(PG-co-
PCL)S
h(PG-co-
PCL)S-RB

Sample-

Nummer

#SRD-185
#SRD-
202/234

#mf0044
#mf0069

Hersteller Ausgangs-

konzentration

freundlicherweise ¢ =10
uberlassen von
der AG Haag,
Freie Universitat

mg/mL

Berlin

freundlicherweise ¢ =5 mg/mL
uberlassen von

der AG Haag,

Freie Universitat

Berlin

Arbeits-

Thermo-Fisher, USA
Dianova, D

konzentration

5 ug /ml,
25 ug /ml,
50 ug /ml

5 ug /ml,
25 ug /mi,
50 ug /ml
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Die Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S

Die chemische Synthese der Nanocarrier erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof.

Dr. Rainer Haag (Institut fur Chemie und Biochemie — Organische Chemie,
Freie Universitat Berlin, Takusstral3e 3, 14195 Berlin).

Beide Nanocarrier lagen gelost in ,Apothekerwasser* (Ampuwa®) vor und
wurden bei -4 °C gelagert. Fur die Untersuchung der Penetrationseigenschaften
der Nanocarrier mit Hilfe des konfokalen Laser-Scanning (CLSM)- Mikroskops,
wurden jeweils Derivate, an die der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-B gekoppelt
war, verwendet. Diese lagen ebenfalls in ,Apothekerwasser* (Ampuwa®) gelost
vor und wurden lichtgeschutzt bei -4 °C gelagert.

Der dPGS-NC (c = 10 mg/ml) hatte ein mittleres Molekulargewicht (Mn) von
Mn =13,300 g/mol, dessen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-B
gelabeltes Derivat lag bei Mn=12,200 g/mol. Der h(PG-co-PCL)SNC
(c =5 mg/ml) hatte ein mittleres Molekulargewicht von Mn = 37,400 g/mol und
das gelabelte Derivat lag bei Mn = 38,000 g/mol.

2.1.9 Angewandte Software-Programme

Softwares Hersteller

GraphPad PRISM Version 8 GraphPad, USA
ImageJ 1.52a (siehe https://imagej.nih.gov/ij/) Wayne Rasband, USA
Microsoft® Office 365 Microsoft, USA

Pages Version 10.3.5 Apple Inc, USA
ZEN-black edition Version 14.0.0.0 Carl Zeiss, D
ZEN-blue edition Version 2.3 Carl Zeiss, D

2.2 Angewandte Methoden

Die Nanocarrier dPGS wund h(PG-co-PCL)S wurden beziglich der
Penetrationseigenschaften, das Hervorrufen einer potentiellen Immunantwort
und der Beeinflussung der Zellviabilitat mit ex vivo- und in vitro- Versuchen
evaluiert. Die experimentellen Versuche fanden von Juni 2017 bis August 2019

im Labor des CharitéCentrum3 fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (Abteilung
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fur Parodontologie, Oralmedizin und Oralchirurgie, Direktor Univ.- Prof. Dr.
med. dent. Henrik Dommisch, ABmannshauser Stral3e 4-6, 14197 Berlin), sowie
im Labor des Instituts fur Biochemie (Arbeitsgruppenleiterin Zelladhasions-
vermittelte Signaltransduktion PD Dr. rer. nat. Kerstin Danker, Charitéplatz 1,
10117 Berlin) statt.

2.2.1 Versuchsaufbau zur Untersuchung der Penetration

2.2.1.1 Beschreibung des ex vivo-Schleimhautmodells

Die fur das ex vivo-Modell verwendeten Tiere waren Schweine, welche fur die
spezielle facharztliche Ausbildung im hierfir ausgerichteten medizinischen
Kompetenzzentrum ,Medizin im Grunen® (Medizinisches Kompetenzzentrum,
c/o HCx Consulting GmbH, Ulmenstral’e 12, 15864 Wendisch Rietz unter der
Leitung von Prof. Dr. rer. nat. Heiko Ziervogel) zur Verfigung standen. Nach
Abschluss der operationstechnischen Ubungen wurden die Tiere euthanisiert.
Direkt danach wurde auskleidende Schleimhaut aus der Wangen- und
beweglichen Gingivaregion und mastikatorische Schleimhaut aus der Gaumen-
und unbeweglichen Gingivaregion isoliert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass
die entnommenen Proben frei von dem darunterliegenden Fett- und Muskel-
gewebe waren. Die Mukosa wurde bei Raumtemperatur entnommen und in
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) bei -20 °C gelagert.

Die Nummerierung der Spender (S) bezog sich auf die Reihenfolge der
Entnahme der Gewebe. Von S5 konnte nicht ausreichend Mundschleimhaut
gewonnen werden, weshalb fiur die Versuche mit dem h(PG-co-PCL)S-NC

ebenfalls Gewebe von S1 verwendet wurde.

2.2.1.2 Bestimmung des Penetrationsverhaltens

Der Franz-Zell-Diffusions-Assay ist ein international anerkanntes Modell, um
Freisetzungsrate, Penetration und Speicherrate eines Medikaments an der
Haut zu untersuchen (Roblegg et al., 2012). Die Franz-Zelle besteht aus zwei
Kammern, welche durch die zu untersuchende Haut voneinander getrennt sind.

In die obere Kammer wird das zu untersuchende Medikament eingegeben und
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in der unteren Kammer befindet sich phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) mit
einer Temperatur von 32 °C. Die obere Kammer wird wie ein Stempel auf die
Haut gespannt, um eine genau begrenzte Flache auf die oben genannten
Aspekte des Medikaments hin zu untersuchen (Cerqueira-Coutinho et al.,
2015). In Anlehnung an den fur Penetrationsstudien Ublicherweise eingesetzten
Franz-Zell-Assay (Jager et al.,, 2018) wurde ein Modell etabliert (Abb. 8) mit
dem auf einer verkleinerten Schleimhautflache von 0,6 mm die Penetrations-
eigenschaften nach kurzen Inkubationszeiten der Nanocarrier untersucht
werden konnten. Im selbst entwickelten Modell wurde die Mukosa direkt auf
vorgewarmtes PBS (32 °C) gelegt und mithilfe eines Kunststoffrohrchens die
zur Applikation verwendete Flache begrenzt. Nach Beendigung der
Penetrationszeit wurde der nicht-adharente und penetrierte Nanocarrier mit
einem fusselfreien Tuch entfernt, um die Penetration zu stoppen. Ein standiges
Umspulen der Spenderhaut war aufgrund der sehr kurzen Behandlungszeiten
nicht erforderlich (Abb. 8).
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Kunststoffrohrchen
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Abbildung 8: Methoden zur Bestimmung des Penetrationsverhaltens von Carrier-Systemen
Klassische Franz-Zelle (links) und das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Modell (rechts),
modifiziert nach (Roblegg et al., 2012)

1 Wasserausgang 37 °C | Spenderkammer (Petrischale) mit Mukosa
2 Wasserzufuhr 37 °C Il Rezeptorflissigkeit PBS

3 Spenderkammer mit Membran/Haut [Il Kunststoffréhrchen (@ 6 mm)

4 Rezeptorflussigkeit PBS IV Aufgabe der Substanz

5 Aufgabe der Substanz auf einen
Durchmesser von 6 mm

6 Probeentnahmerdhrchen

2.2.1.3 Durchfihrung des Penetrationsversuchs

Die dPGS- und h(PG-co-PCL)S-NC waren fir die Visualisierung der
Penetration mit dem Farbstoff Rhodamin-B gelabelt. Die aufgetaute
Schleimhaut wurde in eine Petrischale mit vorgewarmtem PBS (37 °C) gelegt,
um physiologische Bedingungen zu imitieren. Ahnlich dem Franz-Zell-Assay

wurde die zu untersuchende Flache mit einem Stempel in Form eines dinnen
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Kunststoffrohrchens auf die Schleimhaut gedrtickt und fir 30 s, 1 min und 5 min
mit 2 pl des jeweiligen farbstoffgekoppelten Nanocarriers (dPGS; ¢ = 10 mg/ml
und h(PG-co-PCL)S; ¢ = 5 mg/ml) inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde der
Nanocarrier mit einem fusselfreien Tuch abgetupft und die Schleimhaut mit PBS
gespult, um die Penetration des Nanocarriers zu stoppen. Die mit dem
Nanocarrier inkubierte porcine Mukosa wurde anschliel3end in einer Peel-A-
Way™-Form mit Tissue Freezing-Medium (Leica, D.) in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Dadurch wurde das Gewebe innerhalb kirzester Zeit auf tiefe
Temperaturen (-80 °C) abgekihlt, um Gefrierartefakte zu vermeiden. Die
Untersuchung der Penetrationseigenschaften wurde jeweils an drei
biologischen Replikaten durchgefuhrt. Kontrollgruppe war die Penetration der
Mukosa mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) fur 5 min. Die Lagerung
erfolgte abgedunkelt bei -80 °C.

2.2.1.4 Immunfluoreszenz-Analyse

Von den kryokonservierten Geweben wurden mithilfe eines Gefriermikrotoms
Kryoschnitte hergestellt. Die Herstellung der Kryoschnitte und die Farbung der
Objekttrager (OT) fand im Labor des Instituts fr Biochemie statt. Der Transport
der Proben erfolgte auf Trockeneis bei -78 °C.

Die Schnitte wurden mit einer Dicke von 7 um angefertigt (Jager et al., 2018).
Je Spender, Penetrationszeit und Schleimhautqualitat (auskleidend/
mastikatorisch) wurden auf mindestens vier OT jeweils vier Gewebeschnitte
aufgezogen, um die Penetrationsflaiche umfassend abzubilden. Alle
anschlieBenden Arbeitsschritte erfolgten, soweit moglich, abgedunkelt. Um die
Penetration der NC mittels konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop analysieren
zu konnen, wurden die Schleimhaute zunachst auf dem OT mit 4 % PFA und
0,02 % Saponin in PBS fur 30 min bei 4 °C in der Dunkelkammer fixiert, danach
1 min mit PBS gewaschen und bei -20 °C gelagert (Jager et al., 2018). In einem
nachsten Schritt erfolgten drei Waschungen mit PBS fir 3 min jeweils bei
Raumtemperatur in einer Kuvette auf der Wippe. Um die in Geweben oftmals
auftretende  Autofluoreszenz  zu reduzieren, wurde das MaxBlock

Autofluorescence  Reducing-Verfahren eingesetzt. Hierfir wurde die
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Uberschissige Flussigkeit vorsichtig mit einem Tuch entfernt und die zu
farbende Flache mit einem ImmunoPen begrenzt. In einem ersten Schritt wurde
Reagenz A (Autofluorescence Reducing Reagent) aus dem Kit aufgetragen und
fur 5 min inkubiert. Im nachsten Schritt wurden die Gewebeschnitte fur 1 min
vorsichtig mit 60 % Ethanol gewaschen und anschlielend mit destilliertem
Wasser (A. dest) abgespdlt. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS und 0,5 %
Tween-20 fur jeweils 3 min. Das nachfolgende Permeabilisieren erfolgte mit
0,1 % Triton-X 100 in TBS fur 10 min. Daraufhin wurden die OT wieder kurz mit
TBS gespult und dreimalig fur 5 min mit PBS/0,5 % Tween-20 gewaschen. Im
nachsten Schritt folgte die Blockierung der Gewebe mit 3 %-BSA in PBS fur
1,5 h in einer feuchten Dunkelkammer bei Raumtemperatur. Im nachsten Schritt
wurde der murine primare Antikdrper Zytokeratin Pan (1:1000 in 3 % BSA in
PBS), zur spateren Visualisierung des Epithels, fur 12 h bei 4 °C in einer
Dunkelkammer aufgegeben. Danach erfolgten drei Waschungen fiur jeweils
5 min mit PBS/0,05 % Tween-20 bei Raumtemperatur auf einer Wippe. Die OT
wurden anschlieBend fur 1,5h bei Raumtemperatur mit dem Sekundar-
antikorper Goat anti-Mouse IgG (GAM 488, 1:4000 in PBS 0,1 % Tween-20,
Alexa Fluor®) und Hoechst (HO, 1:3000 in PBS 0,1 % Tween-20) bei
Raumtemperatur in einer feuchten Dunkelkammer inkubiert. Der anschlieBende
Waschschritt erfolgte dreimalig fur 5 min mit PBS / 0,05 % Tween-20. Im
Anschluss wurde das MaxBlock Autofluorescence Reducing-Verfahren
weitergefuhrt und die OT fur 5 min in A.dest gewaschen. Nach vorsichtigem
Trocknen der OT mit einem Tuch wurde Reagenz B (Post-Detection
Conditioner) aufgetragen und fir 5min bei Raumtemperatur inkubiert.
Abschlieend wurden die OT dreimalig fur jeweils 2min mit A. dest.
gewaschen. Die im  Anschluss getrockneten OT wurden mit
Fluoromount™Aqueous Mounting-Medium eingedeckelt und Uber Nacht

getrocknet.

2.2.1.5 Analyse mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
Mithilfe eines konfokalen Laser-Scanning Mikroskop LSM 700 MAT (CLSM),

welches freundlicherweise von der Zahnklinik der Charité - Universitatsmedizin
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Berlin unter Leitung von Univ.-Prof. Dr. Sebastian Paris zur Verfigung gestellt
wurde, konnten die Penetrationseigenschaften der Nanocarrier analysiert
werden. Das CLSM ermdglicht das Durchscannen feiner Gewebsschichten, in
welchen die Fluorochrome unterschiedlich intensiv angeregt werden. In der
Schicht, in der die hochste Einfarbung mit Rhodamin-B zu sehen war, wurden
hochauflosende Bilder in 20-facher Vergrof3erung erstellt. Mit der Software
ZEN-black wurden die Aufnahmen gespeichert. Zur Weiterbearbeitung wurden
die Programme ZEN-blue und ImageJ verwendet. Um die verschiedenen
Aufnahmen  miteinander vergleichen zu koénnen, wurden (gleiche
Belichtungszeiten gewahlt und die Aufnahmen im Folgenden identisch

bearbeitet.

2.2.1.6 Auswertung der Daten

Fur die Auswertung des ex vivo-Penetrationsversuchs diente das
Bildbearbeitung- und Bildverarbeitungsprogramm ImageJ. Es wurde jeweils die
durchschnittliche Fluoreszenz-Intensitat (MFI) in den einzelnen Strati je
Mukosaqualitat (auskleidend/mastikatorisch) gemessen. Je Spender und
Zeitpunkt wurden bis zu sechs Auswertungen analysiert. Die MFI entspricht in
den nachfolgenden Graphen dem relativen Grauwertlevel und gibt den
Mittelwert der Pixel pro gemessene Flache an. Von der MFI wurde jeweils die

Hintergrundfluoreszenz subtrahiert.

2.2.2 Zellinkubation mit den Nanocarriern dPGS und h(PG-co-PCL)S

Um eine potenzielle Immunantwort unter Einwirkung der Nanocarrier im Sinne
einer lIrritation auszuschlieen, wurden immortalisierte humane orale
Keratinozyten der Gingiva (OKG4) (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Prof. Susan Gibbs, Amsterdam University Medical Center, Niederlande) mit
den Nanocarriern dPGS und h(PG-co-PCL)S inkubiert. AnschlieRend wurde der
Einfluss der Nanocarrier auf die Expression pro-inflammatorischer Zytokine mit
Hilfe der gRT-PCR (quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion) erfasst
(Bustin and Mueller, 2005, Cho et al., 2013). Die hierfir verwendeten Kits
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waren das RNeasy-Mini-Kit (Qiagen, DK) und das High-capacity cONA Reverse
Transcription-Kit (Thermo-Fisher, USA) (Freitag-Wolf et al., 2019). Alle
Anwendungen erfolgten nach Angaben des Herstellers.

2.2.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung der immortalisierten gingivalen Keratinozyten (OKG4(hTert))
erfolgte steril bei 37 °C und 5 %iger CO2-Séattigung. Die Zellen wurden in Derma
Life Complete K Medium + 1% Amphotericin B +1 % Pen/Strep in T300-
Flaschen kultiviert und alle 3-4 Tage im Verhaltnis 1.5 gesplittet. Die
Zellkulturflaschen wurden einen Tag vor dem Splitten der Zellen mit Kollagen-A
beschichtet und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die OKG4-Zellen wurden
gesplittet, indem sie mit PBS gewaschen und anschliel3end fur ca. 5-7 min mit
Trypsin/EDTA bei 37 °C inkubiert wurden. Das Trypsin/EDTA wurde mit
DMEM+10 %FCS+ 1 % Pen/Strep inaktiviert und die Zellen anschliel3end bei
300 U/min far 5 min zentrifugiert (Stolte et al., 2020). Das Medium wurde
abgesaugt und das Zellpellet in dem entsprechenden Kultivierungsmedium
resuspendiert. Die Zellen wurden in die am Vortag mit Kollagen-A beschichtete
Flasche tberfuhrt.

2.2.2.2 Zellzahlung

Die Zellzdhlung erfolgte mittels einer Neubauer-Zdhlkammer (Zhang et al.,
2020). Hierfur wurden 10 pL Zellsuspension mit 10 pyL Trypanblau vermischt
(Verhéltnis 1:1) und in die mit einem Glaschen gedeckelte Zahlkammer
gesogen. AnschlieBend wurden die Zellen in den Kammern unter dem
Lichtmikroskop gezéhlt. Die Zellzahl ergab sich aus der Bildung des
Mittelwertes der ausgezahlten Eckquadrate der Neubauer-Zahlkammer x 2
(Verduinnungsfaktor) x 10 4 (Kammerfaktor).

Die ermittelte Zellzahl (2 x 10° c/well) wurde 48 h vor Versuchsstart in
kollagenbeschichteten (Kollagen 1V) 6-Well Platten ausgesat. Nach 30 h wurde

das Kultivierungsmedium (Kalziumkonzentration von ¢ = 60 uM) durch Medium
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mit hoherer Kalziumkonzentration ausgetauscht (c = 1,4 mM), um die Zellen zur

Differenzierung anzuregen (Stolte et al., 2020).

2.2.2.3 Bestimmung eines potentiellen inflammatorischen Potentials der
Nanocarrier

Nach weiteren 16 h wurden die Zellen fir 3 h, 6 h und 12 h mit je 5 pg/mL,

25 pg/mL und 50 pg/mL der Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S oder ohne

Nanocarrier (Negativkontrolle) inkubiert.

Nach 3 h, 6 h und 12 h wurden die behandelten Zellen geerntet. Hierflr wurden

die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen.

Anschliel3end wurden pro Well 350 ul RLT Puffer + 3,5 ul B-Mercaptoethanol zu

den Zellen gegeben und diese anschliel3end auf Eis von der Plastikoberflache

der Wells abgelost. Der RLT-Puffer lysierte die Zellen und Gewebe und setzte

dabei z.B. Nukleinséuren frei. Fur die RNA-Extraktion wurde das Zelllysat auf

QIAgen Shredder-Saulen gegeben und 3 min bei maximaler Umdrehungszahl

(14000 U/min) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend bei -80 °C

bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

2.2.2.4 Isolierung von RNA aus Zellen
Fur diesen Vorgang wurden verschiedene Puffer verwendet:
- RWL1 Puffer: Puffer zum Waschen und zum Binden von Kohlenhydraten,
Proteinen und Fetten, um diese anschlieend zu entfernen
- RPE-Puffer: Puffer zum Waschen; dieser dient zur Bindung vor allem
von Salzen aus vorangegangenen Waschschritten mit anderen Puffern

und entfernt diese von der Saule

Fur die RNA-Extraktion wurde das Zelllysat aufgetaut, 350 ul Ethanol
hinzugegeben und gut durchmischt. Das Lysat-Ethanol-Gemisch wurde auf die
RNeasy Mini spin columns geladen und fir 15 s bei = 8000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und jeweils 350 ul RW1 Puffer hinzugegeben.
Nach erneuter Zentrifugation mit 8000 U/min wurde der Uberstand wieder
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verworfen. Im Anschluss wurde je Ansatz 10 pl DNAse-I und 70 ul RDD-Buffer
hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte flr 15 min bei Raumtemperatur.

Dieser DNAse-I-Verdau wurde durchgefuhrt, um sicherzustellen, dass die RNA
nicht durch genomische DNA verunreinigt war. Hierbei handelte es sich um eine
unspezifische Endonuklease, welche doppel- und einzelstrdngige DNA und
Chromatin abbaut und durch Hydrolyse von Phosphodiester-Verbindungen
Mono- und Oligonukleotide mit einer 5°-Phosphat- und einer 3"-Hydroxyl-
Gruppe erzeugt. Anschlielend wurden 700 pl RW1 Puffer zu jeder Saule
gegeben und fur 15s bei 8000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Anschlie3end wurden 500 pl RPE-Puffer auf die Saulen geladen und
fir 15 s bei 8000 U/min zentrifugiert, der Uberstand wurde erneut entfernt, die
Waschung mit 500 ul RPE-Puffer wiederholt und fur 2 min mit 8000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Saulen durch eine
einminttigem Zentrifugation (8000 U/min) getrocknet. Die Saulen wurden in ein
1,5 ml Eppendorf-Gefald tberfuhrt, fur 5 min mit RNA mit 50 pl RNAse-freiem
Wasser (RNFW) inkubiert und anschlieRend fur 1 min bei > 8000 rpm
zentrifugiert, um die RNA vollstandig zu eluieren (Bao et al., 2020). Fur die
anschlieBende cDNA-Synthese wurde zunéchst die Menge der aus den OKG4-

Zellen extrahierten RNA mittels Photometrie bestimmt.

2.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Um die Reinheit der RNA zu Uberprifen, wurde diese auf einem 1 %igen
Agarosegel aufgetrennt (Huggett et al., 2005). Fir die Herstellung des 1 %igen
Agarosegels wurden 2,5 g Agarosepulver in 250 ml 1x TAE -Puffer gelést und
erhitzt und anschlieend, mit 5 ul Ethidiumbromid (EtBr) versetzt, als Gel
gegossen. Die RNA wurde fur die Gelelektrophorese mit einem farbstoff- und
glycerinhaltigen Ladepuffer im Verhaltnis 1:5 vorbereitet. Die Geltaschen des
polymerisierten Gels wurden mit 5 pl der zu untersuchenden RNA beladen.
Parallel wurde 1 pl des Markers GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder aufgetragen,
um spater die Grol3e der RNA-Banden im Gel bestimmen zu kénnen. Die RNA
wurde 20 min bei 110 V aufgetrennt. Danach wurde das Gel unter UV-Licht
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ausgewertet. Die RNA wurde durch das EtBr sichtbar, welches sich zwischen
den Basenpaaren der RNA einlagert hatte (Muhlhardt, 2013).

2.2.2.6 cDNA-Synthese

Aus der extrahierten RNA wurde mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase
unter Verwendung des High-capacity cDNA Reverse Transcription-Kits die dazu
komplementadre cDNA (Transkript) hergestellt (Bustin and Mueller, 2005). Es
wurden 500 ng RNA in 8 pl RNFW (RNA-freies Wasser) eingesetzt und mit 1 pl
dNTP’s und 1 pl Oligo dT's bei 65 °C fur 5 min erhitzt. Die anschlieRende
Inkubation auf Eis diente dazu, dass sich die Sekundarstrukturen der RNA nicht
zurlckbilden konnten. Fur die cDNA-Synthese wurde ein Mastermix aus 6 pl
RNFW, 2 ul 10x Reverse Transkriptase-Puffer, 1 ul RNase Inhibitor und 1 pl
Multiscribe Reverse Transkriptase hergestellt und zur RNA hinzugegeben
(Biosystems, 2010). Die Reaktion wurde fur 2 h bei 37 °C und anschliel3end fur
5 min bei 85 °C inkubiert. Die cDNA wurde bis zur Durchfiihrung der gRT-PCR
bei -20 °C gelagert.

2.2.2.7 Quantitative Real-Time PCR (QRT-PCR)

Die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) wurde mithilfe
des CFX Connect-Systems (BioRad) in Kombination eines SYBR Select
Master-Mix (Thermo Fisher Scientific) unter Einhaltung der Hersteller-
vorschriften durchgefihrt (Bao et al., 2020, Bustin and Mueller, 2005, Nolan et
al., 2006). Wie bei der klassischen PCR werden Zyklen durchlaufen, die sich in
drei verschiedene Abschnitte gliedern. Die erste Phase bewirkt ein Trennen der
Wasserstoffbriickenbindungen, damit die verwendete cDNA in Einzelstrdngen
vorliegt (Denaturierung). In der zweiten Phase (Annealing) wird durch Erhitzen
auf 60 °C ein Anlagern der spezifischen Primer bewirkt. In der dritten Phase,
der Elongation, erfolgt eine Verdopplung und Vervollstandigung der Einzel- in
Doppelstrdnge durch DNA-Polymerasen bei 72 °C. Der Vorteil gegenltber der
klassischen PCR ist, dass eine Quantifizierung der gebildeten Produkte mithilfe

eines fluoreszierenden Farbstoffes in Echtzeit verfolgt werden kann (Bustin and
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Mueller, 2005). Der hierfiir verwendete Fluoreszenzfarbstoff war SYBR Green |,
welcher sich in die gebildeten Doppelstrange der cDNA einlagerte und durch
die chemische Bindung ein Licht (Wellenlange 520 nm) emittierte (Nolan et al.,
2006). Der Zyklus, an dem ein ausreichend starkes Fluoreszenzsignal erreicht

wird, wird als Schwellenwertzyklus (Ct) bezeichnet (Bustin and Mueller, 2005).

03 <4 Exponentielle Phase - —p
Plateau-
phase
e
S 02
N
w
o
o]
=
b Ct-Wert
0.1
_ Schwellenwert-Linie
O ] ] T | I I | | I I | I Ll L] I 1 I I | l
0 10 20 30 40
Zyklus

Abbildung 9: Amplifikationsplot der gRT-PCR
mit den unterschiedlichen Phasen; modifiziert nach BioRad, gRT-PCR-Anwenderhandbuch
(LifeScienceGroup, 2006)

Der bestimmte Ct-Wert wurde flr die Auswertung der Daten verwendet. Bei der
gRT-PCR ist es im Gegensatz zur PCR moglich, den Endpunkt zu bestimmen,
welcher durch die Plateauphase angegeben wird (Bustin and Mueller, 2005).
Das hier verwendete Programm der gRT-PCR umfasste 40 Zyklen (Bao et al.,
2020, Nolan et al., 2006). Wird der Ct-Wert eines Transkripts innerhalb dieser
Zeit nicht erreicht, war die Genexpression des untersuchten Gens zu schwach

ausgepragt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression von IL-1f3 und

56



IL-6 fur die Auswertung auf die mRNA-Expression des Referenzgens GAPDH
normalisiert (Nolan et al., 2006).

Der Ct-Wert wird bei exponentiellem Anstieg des Fluoreszenzsignal Gber 5 %
(Fehlerannahme) erreicht. Die Auswertung der gRT-PCR erfolgte im Anschluss.
Zunachst wurde der ACt-Wert ermittelt (Schmittgen and Livak, 2008) und mit
folgender Formel errechnet:

ACt = (Ct-Wert (Kontrollgen) - Ct-Wert (Referenzgen GAPDH))

Der ACt-Wert gab Auskunft dber das relative Genexpressionslevel der
untersuchten Zytokine IL-18 und IL-6. Mit dem AACt-Wert (= (ACt-Wert
(Kontrollgen) - ACt-Wert (Referenzgen GAPDH)) wurde dargestellt, wie sich die
Probe bezuglich des Referenzgens verhielt.

Die gRT-PCR wurde daraufhin mit folgender Formel abschliel3end ausgewertet:
2" - AACt = 2~ - (ACt-Wert (Kontrollgen) - ACt-Wert (Referenzgen GAPDH))
(Schmittgen and Livak, 2008).

Die angewandte, sog. ,vergleichende Ct-Methode® bat die Moglichkeit, die ,x-
fache Anderung“ der Expression darzustellen, unter der Annahme, dass die
Effizienz der PCR annahernd bei 1 lag und die Effizienz des verwendeten
Referenzgens und die des Kontrollgens nah beieinander lagen (Schmittgen and
Livak, 2008).

2.2.3 Zytotoxizitat von dPGS und h(PG-co-PCL)S

2.2.3.1 Bestimmung der metabolischen Aktivitat mittels MTT-Assay

Eine Anderung der metabolischen Aktivitat der Zellen unter Einwirkung der
Nanocarrier wurde mit dem MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
diphenyltetrazolium bromid) Reduktions-Assay untersucht (Jager et al., 2018,
Kumar et al., 2018).

Dieses Assay dient zur Einschétzung von Zellviabilitdit und Wachstumsrate
einer Zellkultur unter Einwirkung des zu untersuchenden Wirkstoffs. Vorteilhaft
ist sowohl dessen Prazision und Schnelligkeit, in der die Ergebnisse vorliegen,
als auch die Auswertung ohne Verwendung radioaktiver Isotope (Mosmann,
1983). Mithilfe des MTT-Assays konnte die Dehydrogenasenaktivitdt der
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Mitochondrien bestimmt und so eine Aussage uber das Uberleben der Zellen
getroffen werden (Kumar et al., 2018). Nach Zugabe der MTT-L6sung zu den
Zellen entstand aus der vorher gelben Ldsung eine sich dunkelviolett
verfarbende Ldsung. Dies geschah durch das Aufbrechen des Tetrazoliumrings
durch Dehydrogenasen aus den Mitochondrien der Zellen (Mosmann, 1983).
Das im Anschluss hinzugegebene saure Isoporopanol lysierte die Zellen,
wodurch das in Alkohol |8sliche Formazan freigesetzt werden konnte. Mithilfe
eines Plattenreaders mit einer Wellenlange von 570 nm wurde die optische
Dichte des in Alkohol gelosten Formazans bestimmt (Stolte et al., 2020), wobei
die Extinktion proportional zur Anzahl der vitalen Zellen war (Kumar et al.,
2018).

2.2.3.2 Inkubation der Zellen mit den Nanocarriern
Die Kultivierung der Zellen erfolgte wie in Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben. Die
ermittelte Zellzahl (1,5 x 10* c/well) wurde 48 h vor Versuchsstart in kollagen-
beschichteten (Kollagen 1IV) 96-Well Platten ausgesat. Die Inkubation der
OKG4-Zellen erfolgte mit den Nanocarriern dPGS und h(PG-co-PCL)S.
Es wurden je Nanocarrier drei unterschiedliche Konzentrationen (5 pg/mL,
25 ug/mL und 50 pg/mL) nach drei Zeitpunkten (24 h, 48 h, 72h) auf
Zytotoxizitat mit Hilfe des oben beschriebenen colorimetrischen Assays MTT
Uberpruft.
Pro Konzentration und Zeitpunkt erfolgten je Nanocarrier vier technische
Replikate. Als Kontrollen wurden je 96-Well Platte Folgendes untersucht:
- Vier Wells mit OKG4-Zellen mit reinem DermalLife Medium + 60 uM Ca?*
- Ein Well ohne OKG4-Zellen mit reinem DermaLife Medium + 60 pM Ca?*
- Jeweils ein Well ohne OKG4-Zellen mit 5 pg, 25 pg und 50 pg der je-
weils beiden NC dPGS und h(PG-co-PCL)S
- Ein Well mit OKG4-Zellen mit reinem DermalLife Medium + 60 uM Ca?*,
bei dem die Zellen vor MTT-Stimulation maximal lysiert wurden.
(Negativkontrolle fir maximale Zytotoxizitat) (Stolte et al., 2020).
20 min vor Ablauf des zu untersuchenden Zeitraums wurde das Well mit der

Negativkontrolle einmalig mit PBS gewaschen und 100 pl 4 % Triton-X-100 in
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PBS gelost, zu den OKG4 Zellen gegeben und fur 20 min bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert (Jager et al., 2018). Dies flihrte zur sogenannten

maximalen Lyse und zeigte 100 % tote Zellen an.

2.2.4 Analyse der Daten und statistische Methodik

Die statistische Auswertung erfolgte mit:

GraphPad Prism® Version 8 fur Windows, GraphPad Software, San Diego,
California, USA.

Der Vergleich der Mittelwerte metrischer Variablen in den Versuchsgruppen mit
der Kontrollgruppe erfolgte mit ANOVA und dem Post-Hoc Test nach Dunnetts.
Die vorliegende préaklinische Studie war rein explorativ und die Ergebnisse
kénnen nur als Tendenz gedeutet werden. Deshalb sollten die Ergebnisse in
spateren klinischen Studien streng konfirmatorisch Gberpruft werden.

Mit dem Symbol * wird der GroRenbereich von p-Werten angegeben:

*0.01 < p <0,05; ** 0,01 <p>0,001**p<0,001

Statistische Analysen wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biometrie
der Charité-Universitatsmedizin Berlin (Dr. K. Neumann, Charitéplatz 1, 10117

Berlin) durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Penetrationsverhalten von dPGS und h(PG-co-PCL)S in einem
porcinen ex vivo-Schleimhautmodell

Zur Untersuchung der Penetration von dendritischem Poly-Glycerol-Sulfat
(dPGS) und hyperbranched Poly-(glycerol — co — caprolacton)-Sulfat (h(PG-co-
PCL)S) wurde ein ex vivo-Modell etabliert. Es sollte beantworten, ob die
Nanocarrier in orale porcine Mukosa penetrierten. Zuséatzlich wurde untersucht,
ob die jeweiligen Nanocarrier in verschiedenen Qualitaten der Mund-
schleimhaut ein unterschiedliches Penetrationsverhalten aufwiesen und die
Penetration mit sehr kurzen Inkubationszeiten moglich war. Beide Nanocarrier
wurden an drei Spendern auf das Penetrationsverhalten untersucht. Als
Kontrolle wurde phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) auf die Mukosa

appliziert.

3.1.1 Die Auswertung mit dem konfokalen Laser-Scanning- Mikroskop
Nach der Inkubation mit dem jeweiligen Fluoreszenz-gekoppelten Nanocatrrier,
wurden Aufnahmen mit dem CLSM aufgenommen (Abb. 10+11). Zur
Bewertung der Penetrationseigenschaften wurde der Objekttrager, welcher das
groRte Nanocarrierapplikations-Areal abbildete, ausgewertet. Der jeweilige mit
Rhodamin-B markierte Nanocarrier (-RB) wurde auf den CLSM-Bildern rot
dargestellt, die Zellkerne erschienen blau und das Zytokeratin des Epithels
grun. Die Intensitat, mit der der Rhodamin-B-Kanal dargestellt wurde, war fur
alle Aufnahmen konstant bei 550 Gain/pum.
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Abbildung 10: Zeitabhéngige Penetration des Rhodamin-B markierten dPGS-NC
dPGS-RB-Penetration in porciner auskleidender Mukosa (A-D) und mastikatorischer Mukosa (E-H);
reprasentative Bilder der 30 s Penetration (A und E), 1 min Penetration (B und F), 5 min Penetration
(C und G), Negativkontrolle mit PBS (D und H)

Nanocarrier zeigen eine rote Farbung, Zellkerne blau; Zytokeratin wird griin dargestellt
Zellkernfarbung mit DAPI (blau), Zytokeratinfarbung mit FITC (grin)

Malstabbalken 100 um; Anzahl der biologischen Replikate n = 3
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In den Abbildungen 10 A-H sind reprasentative CLSM-Aufnahmen des dPGS-
NC zu sehen. Die Abbildungen 10 A-D zeigen Ausschnitte der Penetrations-
untersuchung in bukkaler (auskleidender) Mukosa. Nach 30 s Uberwog die
statische Adhéasion auf dem Stratum superficiale gegenuber dem Eindringen in
tiefere Epithelschichten. Nach 1 min und 5 min war eine Penetration bis zum
Stratum basale zu erkennen. In der basal davon liegenden Lamina propria war
keine Penetration des Nanocarriers sichtbar. Die Tiefe des penetrierten
Nanocarriers in viable Epithelschichten nahm abhangig der Inkubationszeit zu.
Des Weiteren korrelierte die Intensitdt des Nanocarriers dPGS mit der
Inkubationszeit. Die Intensitdt des nach 30 s meist nur auf der Oberflache
adharierten dPGS-Nanocarriers auf dem Stratum superficiale erschien sehr
hoch, wohingegen nach Applikation fir 5 min die Intensitat der Rotfarbung im
Gewebe hoher erschien. In der Lamina propria der auskleidenden Mukosa war
zu keinem Zeitpunkt eine Penetration des dPGS-NCs erkennbar. Die Abbildung
10 D zeigt die Negativkontrolle mit PBS, bei der keine Rotfarbung sichtbar war.
In den Abbildungen 10 E-H sind repréasentative Abbildungen der
Penetrationsuntersuchung mit dem dPGS-NC an mastikatorischer Mukosa
dargestellt. Nach 30 s war tberwiegend eine Anlagerung des dPGS-NCs an der
Schleimhaut zu erkennen. Mit zunehmender Inkubationszeit penetrierte der
dPGS-NC tiefer und in geringer Menge auch in viable Epithelschichten.
Zusatzlich war zu erkennen, dass die Farbstoff-Intensitat mit zunehmender
Inkubationszeit abnahm und der dem Stratum corneum aufgelagerte Anteil am
intensivsten gefarbt war. In der Lamina propria war keine Rotfarbung zu
erkennen. Abbildung 10 H =zeigt ein reprasentatives Bild, der mit PBS
inkubierten mastikatorischen Schleimhaut als Negativkontrolle.
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Abbildung 11: Zeitabh&ngige Penetration des Rhodamin-B markierten h(PG-co-PCL)S-NC

in porciner auskleidender (I-1V) und mastikatorischer (V-VIII) Mukosa; repréasentative Bilder der
30 s Penetration (I und V), 1 min Penetration (Il und V), 5 min Penetration (Ill und VII),
Negativkontrolle mit PBS (IV und VIII)

Nanocarrier zeigen eine rote Farbung, Zellkerne blau; Zytokeratin wird griin dargestellt
Zellkernfarbung mit DAPI (blau), Zytokeratinfarbung mit FITC (griin)

MafRstabbalken 100 pm; Anzahl der biologischen Replikate n = 3
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Die Abb. I-VIII zeigen reprasentative Aufnahmen der Penetrationsuntersuchung
mit h(PG-co-PCL)S-NC in auskleidender (I-IV) und mastikatorischer (V-VIII)
Mukosa.

In auskleidender Mukosa lag der Nanocarrier h(PG-co-PCL)S nach 30 s
Inkubationszeit auf dem Stratum superficiale auf. Eine Penetration in tiefere
Epithelschichten war nicht erkennbar. Je langer die Inkubationszeit war, desto
weniger intensiv erschien die Rotfarbung. Nach 1 min und 5 min war eine
geringe Rotfarbung in tieferen viablen Schichten der auskleidenden Mukosa zu
erkennen. Der Nanocarrier gelangte nicht in die Lamina propria. In
mastikatorischer Mukosa adharierte der h(PG-co-PCL)S-NC statisch nach 30 s
am Stratum corneum. Mit zunehmender Inkubationszeit nahm die Intensitat des
roten Fluoreszenzfarbstoffes in viablen Epithelschichten ab. Eine Penetration in

die Lamina propria war nicht zu erkennen.

3.1.2 Quantifizierung des ex vivo- Versuchs

Anhand der mit dem CLSM aufgenommenen Bildern war bereits ein
Unterschied der Penetrationseigenschaften bezuglich Intensitat und
Eindringtiefe der beiden Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S zu erkennen.
Um dies detaillierter zu untersuchen, wurden die aufgenommenen Bilder
anschlieBend mit dem Programm ImageJ (Version 1.52a, USA) analysiert und
die Rhodamin-B Signale, die den gelabelten Nanocarrier markierten,
quantifiziert. Die folgenden Abbildungen zeigen die graphische Darstellung der
Ergebnisse der dPGS- und h(PG-co-PCL)S-NC, die anhand drei biologischer

Replikate ermittelt wurden.
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Abbildung 12: Quantifizierung des dPGS-NC in auskleidender Mukosa

Darstellung des relativen Grauwertlevels ermittelt durch ImageJ und ANOVA. Die Analyse der
Daten erfolgte durch den Dunnetts-Test (multiple testing) **p = 0,001; **p = 0,002;
***p < 0,0001; **p = 0,007; **p = 0,003; control = Applikation von PBS

Anzahl der biologischen Replikate n = 3

Die Auswertung mittels ImageJ bestatigte den visuellen Eindruck am CLSM.
Nach 30 s wurde das héchste Grauwertlevel im Stratum superficiale detektiert
(p = 0,001). Im Vergleich dazu, nahm die MFI in den tieferen viablen Epithel-
schichten ab und konnte in der Lamina propria nur in sehr geringem Malie
gemessen werden. Nach 1 min konnte die héchste MFI im Stratum superficiale
gemessen werden (p = 0,002). Mit zunehmender Tiefe in viable Epithel-
schichten nahm die MFI ab. In der Lamina propria konnte ein Grauwertlevel im
Bereich der Autofluoreszenz nach 1 min dPGS-Inkubation gemessen werden.
Die gro3te Menge an dPGS-NC in auskleidender Mukosa (Abb. 10) befand sich
im Stratum superficiale nach 5 min (p < 0,0001). Ahnlich der anderen
Inkubationszeiten nahm die Menge an nachgewiesenem dPGS-NC mit
zunehmender Eindringtiefe in auskleidender Mukosa ab und konnte in der
Lamina propria nach 5 min nur in sehr geringer Menge quantifiziert werden.

Unter Kontrollbedingungen war keine MFI darstellbar. Die geringen Werte
reprasentieren die Autofluoreszenz des Gewebes bei dieser Wellenlange. Es
konnte aul3erdem gezeigt werden, dass der dPGS-NC nicht (ber die
Basalmembran in die Lamina propria gelangen konnte, da die geringen Werte

im Bereich der MFI unter Kontrollbedingungen lagen.
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Abbildung 13: Quantifizierung des dPGS-NC in mastikatorischer Mukosa

Darstellung des relativen Grauwertlevels ermittelt durch ImageJ und ANOVA. Die Analyse der
Daten erfolgte durch den Dunnetts-Test (multiple testing) **p = 0,002; ***p = 0,0005; **p = 0,009;
control = Applikation von PBS; Anzahl der biologischen Replikate n = 3

Die Quantifizierung des dPGS-NCs in mastikatorischer Mukosa mittels ImageJ-
Auswertung zeigte nach 30 s-Inkubation die héchste MFI im Stratum corneum
(p = 0,002). Die MFI des dPGS-NCs nahm mit zunehmender Tiefe der Messung
in den viablen Epithelschichten ab und konnte in der Lamina propria nur in sehr
geringer Menge nachgewiesen werden, entsprechend einer Autofluoreszenz
des Gewebes. Die 60 s-Inkubation zeigte ein homogenes Grauwertlevel in allen
gemessenen Hautschichten. Gleiches galt fur die 5 min-Inkubation, bei der die
MFI im Stratum corneum hoher war als in den anderen viablen Epithel-
schichten. In der Lamina propria war der Nanocarrier fur alle Zeitpunkte nur in

sehr geringem MalRe nachweisbar und lag nur geringfigig Uber der
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Autofluoreszenz der Kontrolle. Unter Kontrollbedingungen konnte nur eine
geringe MFI dargestellt werden. Dies entspricht der Autofluoreszenz des
Gewebes. Dementsprechend konnte auch hier gezeigt werden, dass die dPGS-
NC nicht dUber die Basalmembran in die Lamina propria penetrierten. Im
Vergleich zur Penetrationsuntersuchung in auskleidender Mukosa zeigte sich
an der mastikatorischen Mukosa insgesamt eine verminderte MFI des dPGS-
NCs (Tab. 1).
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Abbildung 14: Quantifizierung des h(PG-co-PCL)S-NC in auskleidender Mukosa

Darstellung des relativen Grauwertlevels ermittelt durch ImageJ und ANOVA. Die Analyse der
Daten erfolgte durch den Dunnetts-Test (multiple testing) *p = 0,017; ***p = 0,0007; *p = 0,04;
*p = 0,03; control = Applikation von PBS; Anzahl der biologischen Replikate n = 3

Die Inkubation mit h(PG-co-PCL)S-NC in auskleidender Mukosa zeigte ein Uber
die Zeit zunehmendes Fluoreszenzsignal im Stratum superficiale. Ahnlich zur
Auswertung der Penetrationsuntersuchung mit dem dPGS-NC (Tab. 1) befand
sich nach 5 min die hochste MFI im Vergleich zur Kontrolle im Stratum
superficiale (p = 0,0007).

In tieferen Epithelschichten (Stratum basale) wurden nach allen
Inkubationszeiten eine geringe MFI gemessen. Nach allen Zeitpunkten konnte
eine geringe Menge des Nanocarriers h(PG-co-PCL)S in der Lamina propria
nachgewiesen werden. Die gemessenen Grauwertlevel lagen nur geringflgig
Uber der Autofluoreszenz der Kontrolle. Dementsprechend war von keiner

Penetration des h(PG-co-PCL)S-NC uber die Basalmembran auszugehen.
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Abbildung 15: Quantifizierung des h(PG-co-PCL)S-NC in mastikatorischer Mukosa

Darstellung des relativen Grauwertlevels ermittelt durch ImageJ und ANOVA. Die Analyse der
Daten erfolgte durch den Dunnetts-Test (multiple testing) ***p = 0,0002; ***p = 0,0005;
***p = 0,0001; *p = 0,003; control = Applikation von PBS; Anzahl der biologischen Replikate
n=3

Die Penetrationsuntersuchungen mit dem h(PG-co-PCL)S-NC in mastika-
torischer Mukosa ergab nach 30 s-Inkubationszeit eine im Vergleich zu den
anderen Inkubationszeiten geringe MFI in den viablen Epithelschichten. In der
Lamina propria konnte eine nur geringflgig tber dem Wert der Autofluoreszenz
liegende MFI guantifiziert werden. Nach 1 min zeigte sich eine geringe Menge
(relative grey level < 5) in viablen Epithelschichten und eine MFI < 1 in der
Lamina propria. Nach 5 min-Inkubationszeit konnte im Vergleich zu den
anderen Inkubationszeiten und im Vergleich zur Kontrolle insgesamt der
hochste Grauwert in den Epithelschichten Stratum corneum (p = 0,0002),
Stratum granulosum (p = 0,0005) und Stratum basale (p = 0,0001) quantifiziert

werden. Unter Kontrollbedingungen konnte ein geringer Grauwert im Sinne
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einer Autofluoreszenz des Gewebes gemessen werden. Der h(PG-co-PCL)S-
NC konnte in der Lamina propria fur alle Inkubationszeitpunkte nur in sehr
geringem Mal3e quantifiziert werden.

Im Vergleich zum dPGS-NC (Tab. 1) war nach einer Inkubationszeit von 5 min
insgesamt mehr MFI in den viablen Epithelschichten Stratum corneum, Stratum

granulosum und Stratum basale gemessen worden.

Die Quantifizierung der Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S in oraler
Mukosa zeigte unterschiedliche Verhalten der beiden Nanocarrier (Tab. 1).
Dabei wurden die durchschnittich gemessenen Grauwerte miteinander
verglichen. Nach 30 s-Applikationszeit auf auskleidender Mukosa wurde der
dPGS-NC in héherer Menge im Vergleich zum h(PG-co-PCL)S-NC im Stratum
superficiale und Stratum basale quantifiziert. Dahingegen zeigte sich nach
einminutiger Inkubation der beiden Nanocarrier, dass der dPGS-NC nur im
Stratum superficiale hoher quantifiziert wurde. Beim Vergleich der MFI in
tieferen viablen Epithelschichten konnten beide Nanocarrier etwa in derselben
Menge quantifiziert werden. Nach funfmindtiger Applikation der Nanocarrier
konnte der dPGS-NC sowohl im Stratum superficiale als auch im Stratum
basale in hoherer Menge nachgewiesen werden. In der Lamina propria konnte
fur beide Nanocarrier ein ahnlich geringer Wert quantifiziert werden, welcher im
Bereich der Autofluoreszenz des Gewebes lag.

Insgesamt konnte der Nanocarrier dPGS quantitativ besser in auskleidende
Mukosa penetrieren und der h(PG-co-PCL)S-NC besser in mastikatorische
Mukosa.

Beim Vergleich der beiden Nanocarrier auf mastikatorischer Mukosa konnte der
dPGS-NC nach 30 s-Applikation im Stratum corneum in hdherer Menge
nachgewiesen werden. In tieferen viablen Schichten zeigte sich jedoch fir den
h(PG-co-PCL)S-NC eine hohere MFI nach 30 s. Nach 1 min war dahingegen
der dPGS-NC in den viablen Epithelschichten der mastikatorischen Mukosa
besser nachweisbar. Nach funfminatiger Applikation der Nanocarrier konnte der
h(PG-co-PCL)S-NC in deutlich héherer Menge im Stratum corneum und

Stratum granulosum, sowie im Stratum basale quantifiziert werden.
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dPGS-NC h(PG-co-PCL)S-NC
Auskleidende Mukosa

30s 1 min | 5min 30s 1 min 5 min
Stratum superficiale ++ ++ ++ - - -
Stratum basale + = + - = -
Lamina propria - - - - - -
Mastikatorische Mukosa
Stratum corneum + + - - - ++
Stratum granulosum - + - + - ++
Stratum basale - + - + - +
Lamina propria - - - - - B

Tabelle 1: Penetrationseigenschaften des dPGS- und h(PG-co-PCL)S-NC

Gegeniberstellung der unterschiedlichen Penetrationseigenschaften in den einzelnen viablen
Epithelschichten in auskleidender und mastikatorischer Mukosa; Vergleich der gemessenen
Grauwerte (MFI; Mittelwert der Pixel/Flache) mittels ImageJ + : positiver Unterschied der MFI-
Werte 1-10; ++ : positiver Unterschied der MFI-Werte < 10; - : negativer Unterschied der MFI-
Werte ab < 10; = : Unterschied der MFI-Werte > 10

Die in dieser Arbeit verwendeten Kontrolluntersuchungen mit PBS, anstatt
dPGS-RB/ h(PG-co-PCL)S-RB, konnten eine gewisse Autofluoreszenz des
verwendeten porcinen Mukosagewebes zeigen. Weitere Kontrollversuche mit
dem reinen Farbstoff Rhodamin-B wurden in einer weiteren Doktorarbeit
durchgefuihrt. Dort konnte gezeigt werden, dass dieser selbst nicht in orale

Mukosa penetrierte (nicht-publizierte Ergebnisse).

3.2 Einfluss der Nanocarrier auf die Ausschittung pro-inflammatorischer
Zytokine in immortalisierten gingivalen Keratinozyten

Zur Untersuchung der Biokompatibilitat wurden immortalisierte humane orale

Keratinozyten der Gingiva (OKG4) mit den Nanocarriern dPGS und h(PG-co-

PCL)S inkubiert. Als Marker einer regulatorischen pro- und anti-

inflammatorischen Zellantwort wurden die Genexpressionslevel der pro-

inflammatorischen Zytokine IL-1p und IL-6 bestimmt.
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3.2.1 Bestimmung der RNA-Konzentration und Gelelektrophorese

Mithilfe der gRT-PCR wurde eine auf den Nanocarrier-Stimulus hin
stattfindende Regulation der Expression der Zytokine IL-13 und IL-6 bewertet.
Die Anwendung drei unterschiedlicher Konzentrationen und Inkubationszeiten

untersuchte eine potentiell vorliegende Konzentrations-Wirkungs-Beziehung.

3.2.2 Quantitative Echtzeit- Polymerase-Kettenreaktion (QRT- PCR)

Mittels gRT-PCR wurde die Expression der pro-inflammatorischen Zytokine IL-
18 und IL-6 (Eskan et al., 2008) getestet, um zu evaluieren, ob die Nanocarrier
h(PG-co-PCL)S und dPGS eine Entziindungsantwort auf oralen Epithelzellen
provozierten. Alle Werte wurden auf das Referenzgen Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert (Barber et al., 2005).
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Abbildung 16: Darstellung der relativen Genexpression von IL-18 und IL-6 nach dPGS-NC-
Inkubation

Immortalisierte humane orale Keratinozyten der Gingiva (OKG4) wurden mit dPGS-NC fir 3 h,
6 h, 12 h und drei verschiedenen Konzentrationen (5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml) inkubiert.
Kontrolle war die Inkubation der Epithelzellen mit Kultivierungsmedium (Derma Life Complete K
Medium + 1 % Amphotericin B + 1 % Pen/Strep). Auswertung erfolgte durch Ermittlung der
jeweiligen 2"-AACt-Werte aus erfolgter gRT-PCR; Darstellung mittels GraphPad Prism; Die
Analyse der Daten erfolgte durch den Dunnetts-Test; ***p = 0,0005; *p = 0,0167; ***p < 0,0001;
*p = 0,0186; *p = 0,0205; ***p < 0,0001; *p = 0,0185; ***p = 0,0002; Anzahl der technischen
Replikate n = 6

Die Zytokinexpression von IL-13 war in Nanocarrier-behandelten Zellen nach
3 h fur alle angewendeten Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle
signifikant reduziert, was sich besonders bei einer Nanocarrier-Konzentration

von ¢ =50 pg/ml zeigte (p < 0,0001). Die 6 h-Inkubation fuhrte ebenfalls zu
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einer signifikant reduzierten IL-1B-Expression, besonders fir die Nanocarrier-
Konzentrationen 5 pg/ml und 50 pg/ml. Nach 12 h war die Expression von IL-13
mit allen angewandten Nanocarrier-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle
ebenfalls signifikant reduziert, vor allem fir die Nanocarrier-Konzentrationen
5 pug/ml (p < 0,0001) und 50 pg/ml (p = 0,0002). Die Zytokinexpression von IL-6
war nach 3 h und 12 h auswertbar. Insgesamt war die Expression von IL-6 fur
alle angewandten Nanocarrier-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle
erhoht und zeigte besonders nach 3 h mit einer Nanocarrier-Konzentration von
50 pug/ml eine erhdhte Zytokinexpression (nicht signifikant). Bei der Auswertung
der Ergebnisse der qRT-PCR fir die IL-6-Expression zeigte sich ebenfalls keine
Konzentrations- oder Zeitabhangigkeit der Zytokinexpression auf Nanocarrier-
Inkubation.
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Abbildung 17: Darstellung der relativen Genexpression von IL-18 und IL-6 nach h(PG-co-
PCL)S-NC-Inkubation

OKG4-Zellen wurden mit h(PG-co-PCL)S-NC fiir 3 h, 6 h, 12 h mit drei verschiedenen Konzen-
trationen (5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml) inkubiert; als Kontrolle wurden die Epithelzellen mit
Kultivierungsmedium (Derma Life Complete K Medium + 1 % Amphotericin B + 1 % Pen/Strep)
inkubiert

Auswertung erfolgte durch Ermittlung der jeweiligen AACt-Werte aus erfolgter gRT-PCR;
Darstellung mittels GraphPad Prism; die Analyse der Daten erfolgte durch den Dunnets-Test;
*p = 0,0309; *p = 0,0129; Anzahl der technischen Replikate n = 6

Die mittels gRT-PCR ausgewertete IL-1B3-Expression nach h(PG-co-PCL)S-NC-
Inkubation, zeigte nach der 3 h-Inkubation im Vergleich zur Kontrolle mit einer
NC-Konzentration von mit 5 pg/ml eine leicht erhdhte und mit einer NC-

Konzentration von 50 pug/ml eine leicht reduzierte Zytokinexpression. Mit einer
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NC-Konzentration von 25 pg/ml zeigte sich keine Regulation der IL-1[3-
Expression. Diese Ergebnisse waren im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant.
Es ist eine Tendenz zur konzentrationsabhangigen Reduktion der
Zytokinexpression zu erkennen (nicht signifikant). Nach 6h war die
Zytokinexpression fur alle angewandten Konzentrationen signifikant reduziert,
besonders mit der angewandten NC-Konzentration von 5 pg/ml und 50 pg/mil.
Nach 12 h- Inkubation des Nanocarriers h(PG-co-PCL)S war die Zytokin-
expression fur die Konzentrationen 5 pg/ml und 50 pg/ml reduziert und leicht
erhoht bei eingesetzter Konzentration von 25 pg/ml (nicht signifikant).

Die Zytokinexpression von IL-6 war nach 3 h und 6 h auswertbar. Bei ange-
wandter Konzentration von 5 pg/ml war die Zytokinexpression im Vergleich zur
Kontrolle nach 3 h und 6 h leicht erhdht (nicht signifikant). Nach 3 h war die IL-
6-Expression mit der Nanocarrier-Konzentration von 5 pg/ml und 25 pg/ml leicht
erhoht (nicht signifikant). Bei der Inkubation mit 50 pg/ml des Nanocarriers
zeigte sich dahingegen keine Regulation der Zytokinexpression im Vergleich
zur Kontrolle (nicht signifikant). Nach 6 h war die Zytokinexpression von IL-6 mit
c = 5 pg/ml leicht erhéht, stark reduziert mit ¢ = 25 pug/ml und stark erhéht mit
c =50 ug/ml (nicht signifikant). Eine Zeit- oder Konzentrationsabhéngige
Aussage nach Inkubation mit dem h(PG-co-PCL)S-NC konnte nicht evaluiert

werden.

73



3.3 Einfluss der Nanocarrier auf die metabolische Aktivitdt in
immortalisierten gingivalen Keratinozyten

Soll eine Substanz in Zukunft in vivo eingesetzt werden, ist die Uberprifung der
Biokompatibilitat von besonderer Bedeutung. Diese ist abh&ngig von Ladung,
Molekulargewicht, Bioverfigbarkeit und zytotoxischer Wirkung (Ferraro et al.,
2018). Mithilfe des MTT-Assays wurde in einem in vitro-Versuch eine
Regulation der metabolischen Aktivitat durch die Nanocarrier dPGS und h(PG-
co-PCL)S Uberprift. Es wurden dabei drei unterschiedliche Konzentrationen
und Messzeiten angewendet, um eine Aussage Uber die metabolische Aktivitat
von OKG4-Zellen in Abhangigkeit der Konzentration zu treffen.

Als Positiv-Kontrolle wurden Zellen verwendet, die wéhrend der Inkubationszeit
ausschlief3lich mit Kultivierungsmedium kultiviert wurden. Die Farbreaktion
dieses Ansatzes wurde auf 100 % metabolische Aktivitat, bei der anzunehmen
war, dass alle Zellen vital waren, gesetzt. FiUr die Negativ-Kontrolle zur
Ermittlung einer vollstdndigen Zytotoxizitat wurden Zellen mit Triton-X-100

aufgelost (max.Lyse siehe 2.2.3.2).
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3.3.1 Auswertung der Ergebnisse des MTT-Assays

Die folgenden Abbildungen zeigen die relative metabolische Aktivitat der
OKG4-Zellen nach Applikation der Nanocarrier in Abhangigkeit der
Inkubationszeit und Konzentration.
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Abbildung 18: Auswertung des MTT-Assays

Darstellung der metabolischen Aktivitéat in % nach Applikation der Nanocarrier dPGS (A-C) und
h(PG-co-PCL)S (D-F) mittels MTT Assay; Kontrolle: Zellen ohne Exposition mit Nanocarrier;
max.Lyse: maximale Lyse; n.s : nicht signifikant; *p < 0,001; ** p = 0,0052 ***p < 0,00001; (ANOVA
;multiples Testen nach Dunnetts); die gestrichelte Linie zeigt den Kontroll-und Bezugswert von
unbehandelten immortalisierten gingivalen Epithelzellen; Anzahl der technischen Replikate n = 4
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Die Inkubation der OKG4-Zellen mit dem dPGS-NC (Abb. 20, A-C) einerseits,
zeigte fur keinen Zeitpunkt und keine der drei angewandten Konzentrationen
einen Einfluss auf die metabolische Aktivitat der Epithelzellen. Es war eine nicht
signifikante Reduktion der metabolischen Aktivitat nach 24 h fur die dPGS-NC-
Konzentrationen 25 pg/ml und 50 pg/ml und nach 72 h-Inkubationszeit fir die
Konzentrationen 5 pg/ml und 50 pg/ml zu erkennen. Nach 24 h (c =5 pg/ml),
48 h (fur alle Konzentrationen) und 72 h (c = 25 pg/ml) waren Steigerungen der
metabolischen Aktivitat zu erkennen, welche sich als nicht signifikant erwiesen.
Andererseits bei Inkubation der oralen Epithelzellen mit dem h(PG-co-PCL)S-
NC (Abb. 20, D-F), zeigte sich nach 24 h-Inkubationszeit fir alle angewandten
Konzentrationen eine Reduktion der metabolischen Aktivitat, welche bei der
hdchsten Konzentration (c =50 pg/ml) signifikant (**p = 0,0052) war. Nach
einer Inkubationszeit von 48 h war die relative metabolische Aktivitat der OKG4-
Zellen fur alle angewandten Konzentrationen erhéht (nicht signifikant), ein
Effekt, der nach weiteren 24 h kompensiert werden konnte. Nach 72 h-
Inkubation mit dem h(PG-co-PCL)S-NC war die metabolische Aktivitat der
Epithelzellen mit den Konzentrationen ¢ =5 pg/ml und c =25 pg/ml erhéht
(nicht signifikant) und fir die héchste Konzentration ¢ = 50 ug/ml reduziert (nicht
signifikant).

Beide angewandten Nanocarrier zeigten bis auf eine Ausnahme (h(PG-co-
PCL)S nach 24 h, ¢ =50 pg/ml) keinen Einfluss auf die Zellviabilitat.
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4 Diskussion

Die Therapie oraler Entziindungserkrankungen ist aufgrund der physikalischen
(z.B. pH-Wert, Temperatur) und physischen Gegebenheiten im Mundraum (z.B.
Speichel, Bewegung der Zunge beim Kauvorgang) limitiert. Parodontitis ist die
6. haufigste Erkrankung des Menschen (Kassebaum et al., 2014) und z&hlt mit
oralem Lichen planus zu den haufigsten Erkrankungen der Mundhohle
(Cholmakow-Bodechtel et al., 2016, Ismail et al., 2007, Kassebaum et al., 2014,
Shavit et al., 2020, Dommisch and Schmidt-Westhausen, 2021).

Besonders bei schweren Krankheitsverlaufen wird haufig auf die systemische
Gabe von Medikamenten zurtckgegriffen (Feres et al., 2015, Mollen et al.,
2017, Pretzl et al., 2019, Shavit et al., 2020). Die Verteilung des Medikaments
im Korper ist besser und es werden Mikroorganismen erreicht, die Uber den
Blutkreislauf im gesamten Korper verteilt sind (Feres et al., 2015, Mombelli,
2012). Allerdings variiert die Konzentration des Medikaments in den
unterschiedlichen Bereichen des Korpers und es kann zu systemischen
Nebenwirkungen, allergischen Reaktionen oder Resistenzentwicklungen
kommen. Darlber hinaus ist bei systemischer Gabe von Medikamenten eine
gute Mitarbeit der Patienten noétig (Jepsen and Jepsen, 2016). Viele
Therapieansatze bei oralen Entzindungserkrankungen basieren deshalb
bereits auf dem Prinzip der topischen Applikation von Medikamenten, um
systemische Nebenwirkungen zu reduzieren.

In der Parodontitistherapie sind in den letzten Jahren zahlreiche topische
Ansatze erforscht und entwickelt worden. Diese reichen von in die
Zahnfleischtasche applizierten Gelen (z.B. Metronidazolgel), Agaroseplattchen
(z.B. Perio-Chip ®) tber Tetracylinfaden (Actisite ® - in Deutschland nicht mehr
verflgbar), etc. (Goodson et al., 1979, Greenstein and Tonetti, 2000, Herrera et
al., 2020). Diese Therapieansatze sollen die Entfernung der parodontalen
Pathogene und eine Modulation der Immunantwort bewirken, indem diese
direkt in den parodontalen Sulkus eingebracht werden und lokal eine Wirkung
entfalten (Al-Khureif et al., 2020, Greenstein and Tonetti, 2000, Prietto et al.,
2020, Sanz et al., 2020). Die Wirksamkeit lokal applizierter Medikamente wurde

vor allem in der Behandlung von Parodontitis als Therapieansatz in zahlreichen
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Studien erforscht (Goodson et al., 1979, Greenstein, 2006, Park et al., 2013).
Die klinische Relevanz der topisch-applizierbaren Medikamente beziglich einer
Reduktion der Sondierungstiefe wird dabei oftmals als gering eingestuft (Feres
et al., 2015, Greenstein, 2006, Herrera et al., 2020). Hinzu kommt, dass deren
Anwendung mit erhéhtem Zeitaufwand, hohen Kosten und einer guten
Patientencompliance verbunden ist und deshalb im klinischen Praxisalltag
selten genutzt wird (Eickholz, 2010). Aus diesem Grund gilt bei der Therapie
einer Parodontitis immer noch die nicht-chirurgische Entfernung des
subgingivalen Biofilms mit Hand- und/oder Ultraschallinstrumenten als
effektivste Therapie im Hinblick auf die Reduktion des Kklinischen
Attachmentverlustes (Greenstein and Tonetti, 2000, Suvan et al., 2020).
Patienten mit Parodontitis mussen lebenslang betreut und therapiert werden
(Ramseier et al., 2019, Sanz et al., 2020).

Auch bei anderen oralen Entziindungserkrankungen wie dem oralen Lichen
planus oder dem bulldsen Schleimhautpemphigoid ist zwar eine topische
Therapie mittels cortisonhaltiger Salben (z.B. Volon-A-Haftsalbe) moglich, aber
aufgrund der physischen Gegebenheiten der Mundhdhle (s.0.) nur in hohen
Dosen effektiv genug (Al-Hashimi et al., 2007). Eine Therapie, welche langfristig
wirksam ist, existiert momentan nicht und Patienten leiden lebenslang an den
Symptomen und Folgen der Erkrankung.

Deshalb sind Nanocarrier, welche topisch appliziert werden und ein
verbessertes Drug-Targeting ermdglichen, ein vielversprechender Therapie-
ansatz bei oralen Entzindungserkrankungen (Freitas, 2000). Nanocarrier
werden bereits in der Dermatologie (Papakostas et al., 2011), Ophtalmologie
(Diebold and Calonge, 2010) und in der Tumortherapie (Dias et al., 2020)
eingesetzt (Hafner et al., 2014) und zeigen dort einen deutlichen
Therapieerfolg. Es wurde gezeigt, dass Nanocarrier am Ort der Applikation
verbleiben (Bioadhasion) und in orales Gewebe penetrieren kbnnen (Jager et
al., 2018). Damit wurde bei der Anwendung in der Mundhdhle lokal eine hohe
Konzentration aufrecht erhalten, ohne dass Medikamente durch Speichel oder
Sulkusfluid verdinnt oder weggespult werden konnten (Carrouel et al., 2020).

Studien, welche Nanocarrier als Medikamententrédger untersuchten, zeigten,
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dass die Konzentration am Wirkungsort bis zu 11 % hoéher war als die
herkdbmmlicher Tragersysteme (Du et al., 2016, Jager et al., 2018, Reimann et
al., 2017). Fur die Therapie oraler Entzindungserkrankungen koénnten
Nanocarrier zum Einsatz kommen, welche aufgrund der chemischen Struktur
bereits anti-inflammatorisch wirken und zusatzlich in der Lage sind
antimikrobielle und anti-inflammatorische Medikamente zu transportieren
(Ferraro et al., 2018, Jain and Thareja, 2019, Reimann et al., 2017, Sousa-
Herves et al., 2015).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Potential des Polymers dPGS sowie
dessen Derivats h(PG-co-PCL)S in Grundlagenexperimenten ex vivo und in

vitro explorativ zu untersuchen.

4.1 Limitationen der eingesetzten Methoden

4.1.1 Penetrationsverhalten von dPGS und h(PG-co-PCL)S ex vivo

Die Franz-Diffusions-Zelle gilt als etablierter Versuchsaufbau, um Penetration
und Adhasion von Substanzen (Du et al., 2016, Jain and Thareja, 2019,
Roblegg et al., 2012) ex vivo zu untersuchen. Das Gewebe wird wahrend eines
Versuchs dber einen langen Zeitraum (4-6 h) auf konstanter Temperatur von
37 °C gehalten und kontinuierlich mit Flissigkeit umspdlt, um ein Austrocknen
des Gewebes zu verhindern (Roblegg et al., 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Modell nach dem Prinzip der Franz-Zelle
aus mehreren Grinden nachgestellt. Die Wahl einer Penetrationszeite von
maximal 5 min und das Umspulen der Probenunterseite mit PBS wahrend des
Versuchs, konnte ein Austrocknen der Mukosa verhindern. Die sehr kurzen
Versuchszeiten der praklinischen Studie wurden mit Hinblick auf eine zuktinftige
Anwendung in der Zahnmedizin gewéhlt, da hier immer der Patientencomfort
garantiert und eine erleichterte Anwendung fur den Behandler realisiert werden
muss. Daflr ist es erforderlich, dass das Aufbringen und die Adh&sion eines
Medikamententragersystems in moglichst kurzer Zeit in ausreichendem Malde

gelingen.
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Ein anderer Grund fur das Nachstellen des Franz-Zell Modells war, dass fur den
Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit im Vergleich zur Verwendung einer
Franz-Zelle kleinere Gewebestlicke fur die Versuchsdurchfihrung ausreichend
waren und dadurch sehr sparsam gearbeitet werden konnte.

Fur die Penetrationsuntersuchung wurde porcines Mukosagewebe eingesetzt,
weil es so mdglich war von einem Spender genigend Gewebe zu entnehmen.
Zur Reduktion von Tierversuchen wurde in dieser Arbeit ein ex vivo-Modell
etabliert, das kurz zuvor von euthanisierten Tieren gewonnen werden konnte.
Weiterhin ist der Aufbau der oralen Schleimhaut des Schweines dem des
Menschen sehr ahnlich, sodass die erhaltenen Ergebnisse zumindest teilweise
auf humanes Gewebe ubertragen werden konnten (Kumar et al., 2014).

Fur die Untersuchungen wurden zunachst Spendergewebe von drei Tieren
verwendet, um grundsatzlich die Penetrationseigenschaften der dPGS-
Nanocarrier an oraler Mukosa zu charakterisieren. Fur zukinftige Versuche
muss die Testgruppe erhéht werden, um eindeutige Aussagen diesbeziglich
treffen zu konnen. Zukunftige Versuchsaufbauten konnten aufRerdem der
Fragestellung nachgehen, inwiefern die Penetrationseigenschaften durch
irritierte Mukosa beeinflusst werden. Denkbare Modelle wéren ex vivo-Versuche
mit humanem Gewebe (Bsp. Einfluss Rauchen oder Tumorgewebe) und in vivo-
Vergleiche mit gesunder und erkrankter Mukosa (Alnasif et al., 2004).

Die Auswertung und Darstellung der Ergebnisse aus dem Penetrationsversuch
erfolgte durch Messung der unterschiedlichen Grauwerte in den einzelnen
Epithelschichten der Mukosa, um die Intensitat des Fluoreszenzfarbstoffes
Rhodamin-B zu quantifizieren (Rancan et al., 2017a). Damit sollte versucht
werden, eine Gegenuberstellung der Penetrationseigenschaften der
Nanocarrier in den zwei unterschiedlichen Qualitditen der Schleimhaut
(mastikatorisch und auskleidend) zu ermitteln. Die Auswertungsmethode zeigte
Limitationen und die Aussagekraft der Ergebnisse kann nur als Tendenz
betrachtet werden. Die Bildaufnahme mit dem CLSM ermoéglichte ein
Durchscannen durch die einzelnen Epithelschichten und kreierte dadurch ein
dreidimensionales Bild. Das Fotografieren und die spétere Auswertung mit

ImageJ ermoglichte allerdings nur ein zweidimensionales Bild, wodurch das
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exakte Penetrationsverhalten des Nanocarriers in die orale Mukosa nicht
vollstdndig abgebildet werden konnte. Eine andere Methode, welche fir die
Detektion  Fluoreszenz-gelabelter-Nanocarrier denkbar ware, ist die
Fluoreszenz-lebensdauer-Mikroskopie (engl. Fluorescence- lifetime- imaging
microscopy; FLIM) (Alexiev et al., 2017). FLIM ermdéglicht eine hochsensitive
Unterscheidung zwischen fluoreszenzmarkiertem dPGS/h(PG-co-PCL)S und
vorhandener Hintergrundfluoreszenz, welches die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit unter dem CLSM noch einmal mehr prazisieren konnte (Boreham et al.,
2015). Mit der FLIM-Methode kann eine Quantifizierung der an Nanocarrier-
gekoppelten Fluoreszenzpartikel mit entsprechenden Referenzwerten errechnet
werden (Alexiev et al.,, 2017, Leite-Silva et al., 2013). Des Weiteren ist zu
erwahnen, dass die Ergebnisse mit den Farbstoff-gelabelten Nanocarriern nicht
1:1 mit denen von nicht-gelabelten-Nanocarriern Ubereinstimmen kénnten. Dies
muss in weiteren Untersuchungen evaluiert werden.

Des Weiteren konnten die Penetrationseigenschaften und die Fahigkeit der
Biodegradierbarkeit der dPGS-NC hinsichtlich &auf3erer Bedingungen, wie
veranderter pH-Wert geanderte Ladung der Nanocarrier und irritierter Haut mit
der FLIM-Methode untersucht werden (Achazi et al., 2020).

Fur eine erste Aussage zur Penetrationsfahigkeit der Nanocarrier war die

Untersuchung mittels CLSM dahingegen ausreichend.

4.1.2 Einfluss von dPGS- und h(PG-co-PCL)S-NC auf immortalisierte
orale Epithelzellen

Die Untersuchung einer durch die Nanocarrier ausgeléste Entziindungsreaktion
wurde mittels qRT-PCR auf oralen immortalisierten Epithelzellen evaluiert.

Die gRT-PCR besitzt im Gegensatz zur urspringlichen PCR den Vorteil, dass
die Quantitat der gebildeten PCR-Produkte mithilfe eines Fluoreszenzfarbstoffs
(SYBR Green) ermittelt werden kann (Bustin and Mueller, 2005). Die Methode
der gRT-PCR ist weniger fehleranfallig, da eine Detektion der amplifizierten
DNA direkt wahrend der PCR in der Maschine stattfindet. Dahingegen kann es
bei der herkommlichen PCR durch Offnen der Tubes oder das Beladen der

Agarosegele zu Kreuzkontaminationen kommen (Bustin and Mueller, 2005,
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Heid et al., 1996). In der vorliegenden Arbeit wurden die Primer von IL-1 und
IL-6 verwendet, um zu untersuchen, ob diese nach Inkubation der Nanocarrier
hochreguliert wurden, was auf eine Entzundungsreaktion hindeuten konnte.
Das Referenzgen war Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH),
welches neben B-Actin zu den am haufigsten verwendeten Referenzgenen in
der gRT-PCR zahlt (Barber et al., 2005). IL-1B wird von den gingivalen
Epithelzellen gebildet und nimmt eine zentrale Rolle im Entziindungsgeschehen
ein, da es zahlreiche andere Zytokine reguliert. Eskan et al zeigten, dass durch
die Hemmung des Toll-Like-4 Rezeptors und des IL-1B -Rezeptors die
Immunantwort vermindert ausfiel und andere Zytokine, wie TNF-a, IL-6 und IL-8
weniger exprimiert wurden (Eskan et al., 2008). Dadurch ist anzunehmen, dass
bei einer erhohten Expression von IL-13 auch andere Zytokine vermehrt
auftreten (Groeger and Meyle, 2015). Neben IL-1B spielt das Zytokin IL-6 eine
wichtige Rolle im Entzindungsgeschehen der oralen Mukosa (Achazi et al.,
2020, Groeger and Meyle, 2015, Irwin and Myrillas, 1998). Es spielt eine
Schlisselrolle in der T- und B-Zell-Differenzierung, sowie der Aktivierung von
Akute-Phase-Proteinen (Irwin and Myrillas, 1998). Im nicht-entziindeten
Zustand einer Zelle liegt IL-6 in Vesikeln verpackt vor und wird erst auf einen
Stimulus hin ausgeschuttet, z.B. bei Aktivierung des Immunsystems durch IL-13
oder TNF-a (Bartold and van Dyke, 2013, Irwin and Myrillas, 1998, Stolte et al.,
2020).

Die Zytokine IL-1p und IL-6 sind primar nachweisbar in entziindetem oralen
Epithel (Groeger and Meyle, 2015, Yang et al., 2003) und wurden deshalb in
der vorliegenden Arbeit verwendet, um erste Erkenntnisse hinsichtlich einer
potentiellen Immunantwort auf die Inkubation der Nanocarrier zu gewinnen.
Dabei konnte zudem gezeigt werden, dass beide Zytokine auch in sehr geringer
Konzentration im nicht-entziindetem Zustand von oralen Epithelzellen
exprimiert wurden. Dies galt vor allem fur das Zytokin IL-13 (s.u.).

Fur zukinftige Untersuchungen missen weitere Zytokinexpressionen, wie die
von TNF-q, IL-8 oder die Expression des Prostaglandins Ez validiert werden, um
abschlieBende Erkenntnisse Uber eine potentielle Entztindungsreaktion zu

erreichen. Die ermittelten Ergebnisse der Nanocarrier an oralen Epithelzellen
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bestétigen friihere Untersuchungen bezlglich einer potentiellen Entztindungs-
reaktion der Zellen (Ferraro et al.,, 2018, Reimann et al., 2017) und kdnnten
weiterhin auf Proteinebene mit dem ELISA-Verfahren untersucht werden
(Silberreis et al., 2019b).

4.1.3 Limitationen der Methodik — MTT Assay

Der colorimetrische MTT-Assay ist ein schnelles, einfaches und prazises
Verfahren, um Substanzen auf deren Zytotoxizitat, Zellproliferation und
Aktivierung hin zu untersuchen, indem die metabolische Aktivitat von Zellen
gemessen wird (Mosmann, 1983). Die Messung der mitochondrialen Aktivitat
bzw. der Zellviabilitit nach Stimulation mit einer Substanz ist damit eine
etablierte Methode fir die Uberprifung der Biokompatibilitat (Kumar et al.,
2018, Mosmann, 1983, Suh et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde der
Assay pro Nanocarrier unter Verwendung vier technischer Replikate
durchgefuihrt. Dies lasst ausschlieBlich eine Tendenzaussage Uber die
vorliegenden Ergebnisse zu und muss in weiteren Experimenten fur eine
abschlieRende statistische Aussage evaluiert werden.

Weitere Untersuchungen, die in Bezug auf eine potentielle Proliferation von
oralen Epithelzellen oder Zytotoxizitat durch dPGS-NC durchgefihrt werden
konnten, ware der Bromdesoxyuridin-Assay oder der Lactatdehydro-genase-
Assay. In dieser Arbeit wurde der MTT-Assay gewéahlt, da mit hoher Sensitivitat
eine schnelle und suffiziente erste Aussage Uber die Zytotoxizitdt der
angewandten Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S getroffen werden konnte
(Kumar et al., 2018).

4.1.4 Verwendung immortalisierter Zelllinien

Fur die oben genannten in vitro-Untersuchungen mit den Nanocarriern dPGS
und h(PG-co-PCL)S, wurden immortalisierte gingivale Epithelzellen verwendet.
Deren Verwendung ist aufgrund deren unbegrenzter Teilungsfahigkeit unter
Erhalt der urspringlichen Zellmorphologie ohne Anzeichen eines

Alterungsvorgangs ein in der Wissenschaft etablierter Ansatz (Dickson et al.,
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2000, Diebold and Calonge, 2010, Schmitz, 2020, Stolte et al., 2020, Suh et al.,
2009). Dadurch kann z.B. garantiert werden, dass Versuche, die Uber einen
langen Zeitraum durchgefuhrt werden, mit derselben Zelllinie etabliert werden
konnen. Dahingegen sind Primarzellen direkt aus Spenderorganismen
gewonnen und kultiviert. Diese kdnnen nur Uber einen begrenzten Zeitraum fur
Versuche verwendet werden, da deren Lebensdauer der naturlichen Anzahl an
Zellteilungszyklen unterliegt. Aus diesem Grund ist deren Kultivierung fur eine
bestimmt Anzahl an Passagen limitiert. Im Vergleich zu immortalisierten Zellen
sind priméare Zellen nicht transformiert. Deren Zellmorphologie entspricht deren
im Organismus und deren Reaktion, z.B. auf eine hinzugeflgte Substanz (z.B.
Nanocarrier), gleicht der unter in vivo-Bedingungen (Schmitz, 2020).

Die Ergebnisse der angewandten Versuchsaufbauten konnten dadurch von
denen mit primaren Zellen abweichen. Fir eine erste explorative Aussage war

die Versuchsdurchfiihrung mit immortalisierten Zellen jedoch ausreichend.

4.2 Wirkungsweise der dPGS- und h(PG-co-PCL)S-NC auf oraler Mukosa
und in oralen Epithelzellen

4.2.1 Unterschiede im Penetrationsverhalten

In  vorherigen Studien wurde bereits gezeigt, dass dendritisches
Polyglycerolsulfat (dPGS), sowie dessen Derivat, das hochverzweigte
Poly(glycerol-co-caprolactone)sulfat  (h(PG-co-PCL)S), ein ausreichendes
Penetrationsverhalten in die Haut aufweisen (Kuchler et al., 2009, Pischon et
al.,, 2017, Radbruch et al., 2017). Eine Untersuchung der Penetrations-
eigenschaften von dPGS-NC auf oraler Mukosa erfolgte bisher noch nicht und
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig durchgefihrt.

Die Auswertung der Penetrationsuntersuchungen der dPGS- und h(PG-co-
PCL)S-NC wiesen darauf hin, dass beide Substanzen fahig sind, das orale
Epithel gesunder Mukosa zu Uberwinden und in geringer Konzentration in
tiefere viable Epithelschichten bis ins Stratum basale vorzudringen. Nach der
maximalen Inkubationszeit von 5 min konnten die Nanocarrier nur in geringsten

Mengen in der Lamina propria nachgewiesen werden. Dies gab einen Hinweis
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darauf, dass die Basalmembran in dieser kurzen Inkubationszeit ausreichend
als Barriere wirkt. Ergebnisse aus Untersuchungen mit deutlich langeren
Inkubationszeiten bestatigten diese Beobachtung auch fir andere Nanocarrier-
Systeme (Jager et al., 2018, Papakostas et al., 2011, Rancan et al., 2017b).
Des Weiteren adharierten beide Nanocarrier an mastikatorischer Mukosa im
Stratum corneum und konnten nur in sehr geringem Mal3e in tiefere viable
Epithelschichten vordringen. Beim Vergleich der beiden Nanocarrier fiel auf,
dass der dPGS-NC nach 1 min Inkubationszeit in tieferen viablen Epithel-
schichten hoher quantifiziert werden konnte als dessen Derivat. Der h(PG-co-
PCL)S-NC konnte dahingegen nach 5 min besser in tieferen viablen Epithel-
schichten nachgewiesen werden. Demnach ist anzunehmen, dass bei der
Anwendung des dPGS-NC Dbereits 1min ausreicht, um in tiefere
Epithelschichten der mastikatorischen Mukosa vorzudringen. Dahingegen
bendtigte dessen Derivat mindestens 5 min, um in tieferen viablen Epithel-
schichten in etwa derselben Menge nachgewiesen werden zu kénnen.

Das Stratum corneum gilt als grofl3tes Penetrationshindernis bei der topischen
Applikation von Medikamenten (Bouwstra and Honeywell-Nguyen, 2002).
Alnasif und Mitarbeiter erkannten, dass Lipide oder Proteine im Stratum
corneum zu Interaktionen mit den verwendeten Core-Multishell-Nanocarriern
fuhrten und deren Eigenschaften als Medikamententransporter verandern
kénnen (Alnasif et al., 2004). Die verwendeten Nanocarrier verblieben fur 6 h im
Stratum corneum und konnten erst nach 24 h-Einwirkzeit in tieferen viablen
Epithelschichten nachgewiesen werden. Daraufhin wurden Versuche mit
artifiziell beschadigter Haut durchgefuhrt. Dort konnte gezeigt werden, dass die
verwendeten Nanocarrier bereits nach einer Einwirkzeit von 6 h in tieferen
viablen Epithelschichten nachgewiesen werden konnten. Dies bestétigte
einerseits die hohe Effektivitat des Stratum corneum als nattrliche Barriere der
Haut vor Eindringen von Fremdstoffen, andererseits aber auch die
Schwierigkeit fur Medikamententrager-Systeme, diese zu Uberwinden (Alnasif
et al., 2004). Jager und Mitarbeiter zeigten allerdings, dass trotz der Barriere
des Stratum corneums die Menge eines Medikamentes mittels Nanocarrier-

vermittelter Applikation deutlich besser freigesetzt wurde als nach Applikation
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des Medikamentes in einer Creme (Jager et al., 2018). Dies zeigte, dass bereits
eine ausreichende Adhasion eines Tragersystems zu verbessertem
Medikamententransport fuhrte (Kumar et al., 2014).

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete dPGS-NC konnte sowohl
auflagernd, als auch in tieferen Strati der oralen Mukosa nachgewiesen werden
und zeigte damit ein Adhéasions- und Penetrationsverhalten. Tendenziell weist
der dPGS-NC Dbessere Penetrationseigenschaften innerhalb  kurzer
Penetrationszeit bezuglich der Quantitat (relative grey level) in tieferen viablen
Epithelschichten auf als dessen Derivat h(PG-co-PCL)S (Tab.1). Das
Polymerisationsverfahren des h(PG-co-PCL)S-NCs (Du et al., 2016, Ferraro et
al., 2018) unterscheidet sich grundsatzlich von dem des dPGS-NCs (Calderén
et al., 2010, Reimann et al., 2017). Fur dPGS war es moglich, ein relativ kleines
Polymer mit einem Molekulargewicht von 5000 g/mol zu entwickeln. Dies war
fur h(PG-co-PCL)S aufgrund des eingesetzten Verfahrens nicht mdoglich,
wodurch ein Polymer entstand, das in etwa dem dreifachen durchschnittlichen
Molekulargewicht von dPGS entsprach (Calderén et al., 2010, Ferraro et al.,
2018). Das Penetrationsverhalten von Nanopartikeln hdngt sowohl von deren
GrolR3e, als auch von deren Oberflacheneigenschaften ab (Ai et al., 2011). Das
dye-loading, also der Wert, der angibt in welchem Grad das Polymer mit
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war, zeigte, dass das Polymer dPGS mit der
dreifachen Menge an Rhodamin-B gekoppelt werden konnte im Vergleich zu
dessen Derivat h(PG-co-PCL)S.

Sowohl das hohere Molekulargewicht, als auch die niedrigere Kopplung mit
Fluoreszenzfarbstoff, = konnten eine  Erklarung fir das geringere
Fluoreszenzsignal der Penetrationsuntersuchung mit h(PG-co-PCL)S im ex
vivo-Modell sein. Fir weitere Experimente ware es denkbar, ein dPGS-Polymer
zu synthetisieren, das ein vergleichbares Molekulargewicht mit &hnlicher
Fluoreszenzkopplung zu h(PG-co-PCL)S aufweist, um das Penetrations-
verhalten der beiden Derivate noch praziser miteinander vergleichen zu
kénnen.

Die Penetrationsuntersuchung von reinem Rhodamin-B wurde im Rahmen einer

anderen Dissertation aus unserer Abteilung durchgefuhrt und zeigte, dass der
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Fluoreszenzfarbstoff in der hier angewendeten Konzentration nicht adharierte
und/oder penetrierte.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die
Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S in orale Mukosa penetrierten. Die
Auswertung weist zusatzlich eine Tendenz auf, dass die Nanocarrier starker in
auskleidende Mukosa penetrierten. Die Nanocarrier zeigten zwar auch in
mastikatorischer Mukosa ein Penetrationsverhalten, wobei jedoch der Grolteil
der Nanocarrier im Stratum corneum verblieb.

Damit konnte die Arbeitshypothese nach graphischer Darstellung und

statistischer Analyse bestétigt werden.

4.2.2 Immunantwort von OKG4-Zellen auf dPGS- und h(PG-co-PCL)S-NC
Um zu uberprufen, ob die Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S eine potentiell
inflammatorische Wirkung im gesundem Gewebe zeigen, wurden orale
Keratinozyten der Gingiva (OKG4) auf eine vermehrte Expression pro-
inflammatorischer Mediatoren nach Nanocarrier-Inkubation  untersucht.
Epithelzellen der Gingiva sind in der Lage, pro-inflammatorische Zytokine zu
produzieren (Dommisch et al., 2012, Dommisch et al., 2015, Eskan et al., 2008,
Stolte et al., 2020).

Es wurde gezeigt, dass der dPGS-NC eine tendenzielle Reduktion von
Immunzytokinen bewirkte. Dies konnte vor allem fiir die Zytokinexpression von
IL-1B beobachtet werden. Inkubierten die dPGS-NC fur 3 h, 6 h oder 12 h in
orale Epithelzellen, war die Zytokinexpression von IL-1B fiir alle angewandten
Konzentrationen signifikant weniger exprimiert. Dies deutete auf eine
Regulation des pro-inflammatorischen Zytokins IL-18 durch den dPGS-NC hin.
Bei der Inkubation mit dem h(PG-co-PCL)S-NC war nur teilweise eine
reduzierte Expression von IL-1B zu beobachten (Tendenz zur Signifikanz).

Die Reduktion pro-inflammatorischer Zytokine durch die dPGS-NC bestatigte
Ergebnisse aus vorangegangenen Versuchen mit humanem Serum, in denen
eine Hemmung der Komplementaktivierung durch dPGS-NC nachgewiesen
werden konnte (Ferraro et al., 2018, Reimann et al., 2015, Ttrk et al., 2004).
Das anti-inflammatorische Potential des dPGS- und h(PG-co-PCL)S-NCs wurde
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in zahlreichen Versuchen bereits untersucht (Dernedde et al., 2010, Ferraro et
al., 2018, Reimann et al., 2017, Silberreis et al., 2019b, Turk et al., 2004,
Weinhart et al., 2011a). Die Bindungsaffinitat von dPGS-NC an positiv
geladenen Proteinen wie C3, C5 oder L-/P-Selektin, fihrte zu einer reduzierten
Immunantwort (Dernedde et al., 2010, Silberreis et al., 2019b).

Die Ergebnisse zur Expression des Zytokins IL-6 missen kontrovers diskutiert
werden. IL-6 wurde als zu untersuchendes Zytokin gewahlt, da es signifikant
erhoht sezerniert wird, sobald eine Entziindung provoziert wird (Groeger and
Meyle, 2015, Hajishengallis, 2014, Irwin and Myrillas, 1998). Im nicht-
entziindeten Zustand liegt das Zytokin in Vesikeln verpackt vor und ist nur sehr
gering nachweisbar (Irwin and Myrillas, 1998). Dies konnte in der vorliegenden
Arbeit anhand der sehr hohen Ct-Werte in OKG4-Zellen nachgewiesen werden.
Das Zytokin IL-6 erreichte im Durchschnitt Ct-Werte von 30 oder hoher.

Die scheinbar tendenziell erhdhten Zytokinexpressionen nach Nanocarrier-
Inkubation mussen angesichts der sehr hohen ACt-Werte diskutiert werden.
Wird der Ct-Wert innerhalb der 40 durchlaufenden Zyklen der qRT-PCR (Bustin
and Mueller, 2005) erst in einem spaten Zyklus erreicht, zeigt dies, dass die
Genexpression des untersuchten Gens sehr schwach ausgepragt war. Dies lag
daran, dass die gRT-PCR mit einer sehr geringen Menge an Template-cDNA
sehr spat angelaufen war und erklart damit die durchschnittlich hohen
Schwellenwertzyklen in der Untersuchung der IL-6-Expression. Dies bedeutet,
dass nur eine sehr geringe Menge an IL-6 in der untersuchten RNA vorhanden
war. Dementsprechend missten weitere Untersuchungen auf Proteinebene
(ELISA) durchgefuhrt werden, um die erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren.
Dies wird in einer aktuell laufenden Doktorarbeit bereits evaluiert (nicht-
publizierte Ergebnisse). Angesichts der vorliegenden Ergebnisse ist dennoch
anzunehmen, dass die Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S tendenziell
keine pro-inflammatorische Wirkung in oralen Epithelzellen zeigten.

Obwohl es wichtig ist, eine Entziindungsantwort auf die Nanocarrier-Inkubation
in oraler Mukosa wie oben beschrieben anhand weiterer Zytokinexpressionen
auszuschliel3en, wére es ebenfalls sinnvoll, mithilfe eines Entziindungsmodells

das anti-inflammatorische Potential der dPGS-NC an oralen Epithelzellen zu
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untersuchen. Ergebnisse, die in unserer Arbeitsgruppe diesbezlglich evaluiert
wurden, zeigten die zum Teil anti-inflammatorische Wirkung der dPGS-NC in

einer Dosisabhangigkeit (nicht-publizierte Ergebnisse).

4.2.3 Zytotoxizitat der Nanocarrier in vitro

Der dPGS-NC und dessen Derivat h(PG-co-PCL)S zeigten in bisherigen
Versuchen an epithelialen Zelllinien, keinen bis sehr geringen Einfluss auf die
Zellviabilitat (Ferraro et al.,, 2018). Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese
Untersuchungen erstmals an humanen oralen Keratinozyten der Gingiva
(OKG4) durchgefuhrt.

Bis auf eine Ausnahme zeigten beide dPGS-Derivate keinen Einfluss auf die
Zellviabilitdt. Nach 24 h-Inkubation mit dem h(PG-co-PCL)S-NC (c = 50 pg/mL)
wurde die Zellviabilitat im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,0052) reduziert. Dafur
gibt es zwei Erklarungsmaglichkeiten:

1) Die Teilungsrate oraler Epithelzellen ist im Vergleich zur dermalen Epidermis
erhoht und weist ein hohes Regenerationspotential auf (Papagerakis et al.,
2014). Es wurde angenommen, dass der h(PG-co-PCL)S-NC nach 24 h noch
nicht vollkommen metabolisiert wurde und die Reduktion der Zellviabilitat auf
ein erhohtes Stresslevel hinwies, dem die OKG4-Zellen unter Einfluss des
h(PG-co-PCL)S-NCs ausgesetzt waren. Unter dieser Annahme ware es
nachvollziehbar, weshalb nach 48 h und 72 h keine signifikante Reduktion der
Zellviabilitat stattfand. Nach 48 h bzw. 72 h regenerierten gentigend Zellen und
konnten somit den Nanocarrier verstoffwechseln. Um dies genauer zu
evaluieren, sind weitere Versuche notwendig.

2) Die GrofRe des Nanocarriers selbst ist entscheidend fur mdgliches
zytotoxisches Verhalten. Der Einfluss einer Substanz auf die Viabilitat von
Zellen ist unter anderem abhangig von dessen Molekulargewicht, der
chemischen Reaktionsfahigkeit und der Metabolisierung im applizierten
Organismus (Ai et al., 2011, Ferraro et al., 2018). Der h(PG-co-PCL)S-NC wies
das dreifache Molekulargewicht des dPGS-NC auf und kdnnte deshalb in der
hochsten eingesetzten Konzentration (¢ = 50 pg/ml) eine reduzierte Zellviabilitat

bewirken.
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Kumar und Mitarbeiter diskutierten, dass groRere Partikel eine deutlich hdhere
Zytotoxizitatsrate bewirken als kleinere Partikel (Kumar et al.,, 2014). Die
Ergebnisse mit dem dreifach groReren Nanocarrier h(PG-co-PCL)S im
Vergleich zu den dPGS-NC wirden diese Annahme bestatigen. Allerdings wird
in vielen wissenschatftlichen Arbeiten das Gegenteil diskutiert. So erhéhte eine
Reduktion der NanopartikelgroR3e die Toxizitdt in Lungengewebe (Ai et al.,
2011). Dieselben Nanopartikel wirkten weniger toxisch, wenn diese als grol3ere
Partikel synthetisiert wurden (Suh et al.,, 2009). Diese unterschiedlichen
Annahmen gilt es in weiteren in vitro- Untersuchungen mit den Nanocarriern
dPGS und h(PG-co-PCL)S zu evaluieren.

Eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung lie@ sich mit dem MTT-Assay
demnach nicht nachweisen und die Sekundéarhypothese beziiglich des Einfluss
auf die Zellviabilitat durch dPGS- und h(PG-co-PCL)S-NC wurde nur mit dem
dPGS-NC bestatigt. Dessen Derivat h(PG-co-PCL)S reduzierte die

metabolische Aktivitat der Zellen nach 24 h.

4.3 Ausblick und Zusammenfassung

Ist dPGS bzw. h(PG-co-PCL)S zur Verbesserunqg der topischen Applikation von

Medikamenten in der Zahnmedizin geeignet?

Beide Nanocarrier zeigten in vorangegangenen Studien erfolgsversprechende
Eigenschaften, um als Drug-Targeting-Systeme eingesetzt zu werden (Ray et
al., 2019, Rade et al., 2018, Reimann et al., 2017). Besonders wichtig fur die
Anwendung in der Zahnmedizin ist eine ausreichende Biokompatibilitat und
eine schnelle Anhaftung (Adhasion), sowie das Uberwinden der physikalischen
Barriere der oralen Mukosa (Penetration). Hier stellt vor allem das rigide
Stratum corneum der mastikatorischen Mukosa eine Herausforderung fir die
Entwicklung effektiver Drug-Targeting-Systeme dar.

In diversen Studien wurde bereits gezeigt, dass dPGS-NC die dermale Barriere
Uberwinden und sich im Gewebe anreichern kdnnen (Calderdn et al., 2010,
Ferraro et al., 2018, Kichler et al., 2009, Rade et al., 2018, Reimann et al.,
2017). Oftmals wurden hierfir lange experimentelle Penetrationszeiten
verwendet. In der vorliegenden Arbeit wurden der dPGS- und h(PG-co-PCL)S-
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NC erstmals auf oraler Schleimhaut mit Versuchszeiten von maximal 5 min auf
deren Penetrationsverhalten untersucht. Eine Penetration in orale porcine
Mukosa konnte mithilfe des CLSM nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigte
der dPGS-NC in einem Tiermodell ex vivo eine hohe Sensitivitdt gegenuber
molekularen Veranderungen (Reimann et al.,, 2017) und damit optimale
Voraussetzungen fir den Einsatz bei oralen Entzindungserkrankungen.
Zukunftig mussen weitere humane Modelle, wie rekonstruierte ,full-thickness”
3D-Schleimhautmodelle, aber auch in vivo- Versuche durchgefuhrt werden, um
das Penetrationsverhalten dynamisch unter Einfluss einer erhdhten
Speichelflierate oder erhdohten Sulkusfluidmengen hin zu untersuchen. Des
Weiteren muss das Penetrationsverhalten auf entzindeter oder erosiv-
veranderter Mukosa, wie sie z.B. beim Krankheitsbild des oralen Lichen planus
oder des bullésen Schleimhautpemphigoid auftritt, untersucht werden.

Beide Nanocarrier zeigten keine Hochregulation der Zytokine IL-1 und IL-6 in
gesunden Zellen. Dahingegen konnte fir den dPGS-NC eine signifikante
Reduktion des Zytokins IL-1B nachgewiesen werden.

Die Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S sind aufgrund deren anti-
inflammatorischen Potentials attraktive Kandidaten fur eine Anwendung bei
entzindlichen Erkrankungen in der oralen Schleimhaut. Das anti-
inflammatorische Potential der verwendeten Nanocarrier beruht darauf, dass
diese als L-/P-Selektin- und Zytokin-Inhibitoren wirken (Dernedde et al., 2010,
Ferraro et al., 2018, Pant et al., 2015, Ray et al., 2019, Reimann et al., 2017,
Silberreis et al., 2019a). Es wurde des Weiteren nachgewiesen, dass die L- und
P-Selektinhemmung abhangig vom Sulfatierungsgrad des dPGS-NC war und
eine dPGS-Vorstimulation von Zellen eine verminderte Immunantwort hervorrief
(Dernedde et al.,, 2010). Um das anti-inflammatorische Potential auf orale
Epithelzellen zu Ubertragen, sind weitere Versuche erforderlich. Dafiir kbnnten
geeignete Entziindungsmodelle der humanen oralen Schleimhaut heran-
gezogen werden (Khandare et al., 2010).

Daruber hinaus sind weitere in vitro-Versuche erforderlich, um die sensitive
Dynamik des Freisetzungsmechanismus von Wirkstoffen unter Bedingungen,

die bei entzindlichen Erkrankungen zu finden sind, zu untersuchen. Dazu
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gehoren ein reduzierter pH-Wert und erhdohte Temperaturen (Achazi et al.,
2020, Rancan et al., 2017b, Yamamoto et al., 2016).

Die klinische Umsetzung der Erkenntnisse aus in vitro-Versuchen ist bei
Nanocarrier vergleichsweise langsam, da bisher einheitliche Richtlinien fir
Charakterisierungstechniken von Nanocarrier fehlen (Cho et al., 2013).

Die Ergebnisse der ex vivo- und in vitro-Untersuchungen zeigten, dass der
Nanocarrier dPGS und dessen in der Bioabbaubarkeit verbessertes Derivat -
h(PG-co-PCL)S - fahig waren, auch in sehr kurzen Zeiten in orale Schleimhaut
zu penetrieren. Des Weiteren zeigten diese weder einen Einfluss auf die
Regulation der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1B und IL-6, noch reduzierten
diese im gewahlten Konzentrationsbereich die metabolische Aktivitat oraler
Epithelzellen.

Beide Nanocarrier wurden in der vorliegenden Arbeit erstmalig miteinander auf
oraler Mukosa und an oralen Epithelzellen verglichen. In Anbetracht der
spateren Anwendung in der Zahnmedizin sollte das geeignete Drug-Targeting-
System innerhalb kirzester Zeit in orale Mukosa penetrieren. Der dPGS-
Nanocarrier zeigte diesbeziglich insgesamt bessere Ergebnisse in
auskleidender Mukosa und penetrierte schneller in tiefere viable Schichten der
mastikatorischen Mukosa als der h(PG-co-PCL)S-NC. Des Weiteren konnte fur
dPGS-NC fur keine der angewandten Konzentrationen eine reduzierte
metabolische Aktivitdt im Sinne einer moglichen Zytotoxizitat evaluiert werden.
Ebenfalls konnte fur den dPGS-NC eine signifikante Reduktion des pro-
inflammatorischen Zytokins IL-18 an oralen Epithelzellen nachgewiesen
werden, was darauf hindeutet, dass der Nanocarrier zuséatzlich
antiinflammatorisch wirkt. Unter diesen Gesichtspunkten erschien der dPGS-NC
geeigneter fur eine Anwendung bei oralen Entziindungserkrankungen zu sein.
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Grundlagenexperimente erwiesen
die Nanocarrier dPGS und h(PG-co-PCL)S als attraktiv, um zukunftig als Drug-
Targeting-System flr eine verbesserte topische Applikation von Medikamenten
bei oralen Entzindungserkrankungen wie Parodontitis oder oralem Lichen
planus eingesetzt zu werden. Diese stellen eine Basis flr weitere zielgerichtete

Entwicklungen und Verbesserungen der Nanocarrier dar.
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